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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und gesellschaftliche Bedeutung
der Demenzen

Seit der Veroffentlichung des Fallberichts zu Auguste D. durch Alois
Alzheimer 1907 (Alzheimer, 1907) hat sich die Alzheimer Erkrankung zu
einer gesellschaftlich und gesundheitspolitisch relevanten Thematik jenseits
der medizinischen Fachwelt entwickelt.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht 2012 von 35,6 Mio. an
Demenzen erkrankten Menschen weltweit aus und berichtet von 7,7 Mio.
Neuerkrankten jahrlich (WHO, 2012). Mit einem Anteil von ca. 60-70 % ist die
Alzheimer Demenz der verbreitetste Vertreter der dementiellen
Erkrankungen (Fratiglioni et al., 2000).

Legt man die Prognosen zum globalen Bevolkerungswachstum der
Vereinten Nationen zugrunde, wird ein Anstieg auf 114 Mio. bis zum Jahr
2050 erwartet (Wimo et al., 2003). Unter Berucksichtigung aktueller Daten ist
moglicherweise mit einem geringeren Anstieg der Pravalenz zu rechnen
(Matthews et al., 2013).

Die beschriebene Zunahme der Demenzpatienten erklart sich unter anderem
durch die stetig wachsende Zahl der Uber 60-Jahrigen im Zuge des
demographischen Wandels. Die weltweite Wachstumsrate der alteren
Bevolkerung betragt 2,6 % pro Jahr, wahrend sie fir die Gesamtpopulation
bei 1,2 % pro Jahr liegt (UN, 2009). In der Altersgruppe der 65-85-Jahrigen
verdoppelt sich die Pravalenz der Demenzen beinahe in Funfjahres-Schritten
(Ferri et al., 2005).

Die genannte Entwicklung der Krankheitszahlen lasst sich auf Deutschland

ubertragen. In der Bundesrepublik litten 2002 ca. 1 Mio. Patienten an
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Demenz und es wird eine Verdopplung bis 2050 prognostiziert (Bickel, 2002).
Durch den zunehmenden Verlust von kognitiven Fahigkeiten und
Alltagskompetenzen sind Demenzpatienten im Verlauf ihrer Erkrankung auf
pflegerische Unterstitzung angewiesen. Die Demenzen gehdren damit zu
den wichtigsten Pradiktoren flr die Einweisung in eine Pflegeeinrichtung
(Aguero-Torres et al., 2001). In der Gruppe, der Uber 75-Jahrigen vergehen
durchschnittlich nur 2,9 Jahre zwischen Erstdiagnose und Ubertritt in ein
Pflegeheim (Luck et al., 2008). Die Kirze der genannten Zeitspanne ist eher
einer spaten Diagnosestellung, als einer raschen Progredienz der
Erkrankungen zuzuschreiben.

Mit  der zunehmenden  Pflegebedurftigkeit in  fortgeschrittenen
Krankheitsstadien steigen die indirekten sowie die direkten Kosten z.B.
durch die genannte Institutionalisierung der Demenzpatienten (Jonsson and
Wimo, 2009). Diese beliefen sich Schatzungen nach 2009 auf 422 Mrd. US-
Dollar weltweit, das entspricht einer Zunahme von 34 % seit 2005 (Wimo et
al., 2010). Eine wachsende finanzielle Belastung zeichnet sich auch fiur das
Gesundheitssystem in Deutschland ab. Die Krankheitskosten fir Demenzen
sind laut den Daten des Statistischen Bundesamtes von 7,1 Mrd. 2002 auf
9,4 Mrd. Euro 2008 gestiegen (Destatis, 2010).

Aus medizinischer Sicht ist ein vertieftes Verstandnis der Atiologie und
Pathomechanismen der Demenzen die wichtigste Voraussetzung, um die
skizzierte Entwicklung durch eine verbesserte Diagnostik und langfristig

durch die Bereitstellung von Therapieoptionen beeinflussen zu konnen.

1.2 Demenz bei Alzheimer Krankheit

Bei Vorliegen einer Demenz ausgelost durch die Alzheimer Krankheit (AK)
lassen sich zwei Varianten unterscheiden, die sporadische und die seltenere,

familiare Form.
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Die familiaren Alzheimer Erkrankungen werden autosomal-dominant vererbt
und machen ca. 5% der Falle aus (Minati et al., 2009). Sie gehen vielfach
mit einem frihen Erkrankungsbeginn einher (Selkoe, 2001). Die genetische
Grundlage fur ihre Entstehung bilden Mutationen innerhalb des Amyloid-
Precursor-Protein-Gens auf Chromosom 21 oder des Prasenilin-1-Gens auf
Chromosom 14 bzw. des Prasenilin-2-Gens auf Chromosom 1 (Selkoe,
2001).

Fir die sporadische Alzheimer Erkrankung wird eine multifaktorielle Atiologie
angenommen, wobei dem ¢4-Allel des Apolipoprotein E-Gens auf
Chromosom 19 eine wichtige Rolle als genetischem Risikofaktor zukommt
(Serretti et al., 2007). Das €4-Allel tragt nicht in gleichem Ausmal wie
Mutationen, die den familiaren AK-Formen zugrunde liegen zur individuellen
Krankheitsentstehung bei. Im Bezug auf die populationsbezogene
Risikoerhdhung ist es jedoch relevanter. Das ¢€4-Allel fuhrt zu einer
dosisabhangigen Risikosteigerung, das ¢€2-Allel hingegen hat einen
protektiven Effekt (Corder et al.,, 1998). Die APO E-Genotypisierung wird
gegenwartig nicht flir die Routinediagnostik empfohlen, da sich aus den
risikobehafteten Allel-Konstellationen keine hinreichende Voraussetzung fur
die Krankheitsentwicklung ableiten lasst (Hort et al., 2010).

Fir die klinische Diagnosestellung der Alzheimer Demenz sind die ICD-10-,
DSM-IV- und die NINCDS-ADRDA-Kriterien weit verbreitet und etabliert
(Minati et al., 2009). Eine klinisch wahrscheinliche Alzheimer Erkrankung
gemall den Kiriterien des National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) und der Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association (ADRDA) zeichnet sich vor allem
durch eine progressive Verschlechterung des Gedachtnisses und Defiziten in
zwei oder mehr kognitiven Domanen aus (McKhann et al., 1984).

Daruber hinaus wird ein Erkrankungsbeginn im Alter von 40 bis 90 Jahren

erwartet mit ansteigender Haufigkeit nach dem 65. Lebensjahr. Stérungen




Einleitung

des Bewusstseins sowie andere Differentialdiagnosen, die die Defizite
erklaren konnten, mussen ausgeschlossen werden (McKhann et al., 1984).
Die ICD-10-Klassifikation der Weltgesundheitsbehorde beinhaltet erganzend
ein Zeitkriterium von 6 Monaten, um ein Demenzsyndrom klinisch sichern zu
konnen (Dilling, 2010). Das Diagnosemanual DSM-IV der American
Psychiatric  Association berlUcksichtigt zudem das Vorliegen von
signifikanten ~ Beeintrachtigungen  der  sozialen und  beruflichen
Leistungsfahigkeit (Saly, 2003). Eine definitive Sicherung der Diagnose ist
nur anhand von neuropathologischen Befunden post mortem mdglich
(McKhann et al., 1984). Hierfur erfolgen eine semiquantitative Auswertung
der Haufigkeit von extrazellularen B-Amyloid-Plaques und eine
topographische Einteilung gemal der Braak und Braak Stadien (Hyman and
Trojanowski, 1997). Die kortikale Atrophie mit Erweiterung besonders der
lateralen Ventrikel und Volumenminderung des Hippocampus ist ein
wichtiges, aber nicht ausreichend spezifisches Korrelat fur die Diagnose der
Alzheimer Erkrankung (Mott and Hulette, 2005).

1.2.1 Pathogenese der Alzheimer Krankheit

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese bildet eine wichtige Grundlage fir die
Erklarung pathogener Prozesse der Alzheimer Krankheit (AK). Das Modell
spannt einen Bogen von der Entstehung der Amyloid-Plaques zur Bildung
von Neurofibrillen bis hin zum Zelluntergang der Neuronen begleitet von
fortschreitendem Neurotransmittermangel (Selkoe, 2001).

Der Hypothese entsprechend ist die Amyloid-Akkumulation ein primarer
Ausloser fur weitere pathogene Schritte (Hardy and Selkoe, 2002). Sie geht
auf die Beobachtung zurick, dass Patienten mit Trisomie 21 durch die
erhohte Expression des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) in frlhem
Lebensalter AK-typische neuropathologische Veranderungen aufweisen und

stutzt sich auf Untersuchungen zu familiaren AK-Formen (Selkoe, 2001).
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Den seltenen familiaren Formen der Alzheimer Krankheit liegt eine [-
Amyloid-Uberproduktion zugrunde, fiir die sporadische AK wird hingegen
eine verminderte Clearance des (3-Amyloids, angenommen (Mawuenyega et
al., 2010).

Es wird vermutet, dass das Amyloid-Precursor-Protein (APP) eine wichtige
Rolle bei der Bildung synaptischer Verbindungen und bei neuronalen
Migrations- und Wachstumsvorgangen spielt (De Strooper and Annaert,
2000, Zhou et al., 2011). Das Typ-1-Transmembranprotein APP wird auch
unter physiologischen Bedingungen von Proteasen, den sogenannten a-, -,
y-Sekretasen gespalten (De Strooper and Annaert, 2000).

Die Prozessierung durch die a-Sekretase erfolgt innerhalb des B-Amyloid-
Abschnitts, siehe Abbildung 1. Als Spaltprodukt entsteht I6sliches sAPPq,
das moglicherweise einen positiven Einfluss auf die Neurogenese hat (Zhou
et al., 2011). Bei der anschlieBenden Spaltung des membranstandigen
Segments durch die y-Sekretase werden das ungefahrliche Fragment p3 und

die intrazellulare C83-Domane freigegeben (Minati et al., 2009).
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Abbildung 1: Prozessierung des Amyloid-Precursor-Proteins;
(modifiziert nach Figure 2, (Minati et al., 2009))

FUr die amyloidogene Prozessierung wird APP internalisiert, anschlielend
spaltet die B-Sekretase in endosomalen Kompartimenten |6sliches sAPPf
vom Vorlauferprotein ab (Pastorino and Lu, 2006, Selkoe, 2001). Das Beta-
site-APP-cleaving-Enzym BACE1, die wichtigste neuronale [(-Sekretase, ist
in sauren Zellorganellen enzymatisch aktiv (Stockley and O'Neill, 2008,
Vassar et al., 1999).

Die y-Sekretase, ein Enzym-Komplex mit den Bestandteilen Prasenilin 1 und
2, trennt das leicht oligomerisierende B-Amyloid(1.42) als Spaltprodukt von
C99 ab (Pastorino and Lu, 2006).

Vor der Plaquebildung geht von den I8slichen B-Amyloid-Oligomeren

vermutlich eine erhdhte neurotoxische Wirkung aus, die die Entstehung der
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Neurofibrillen beglinstigt und bereits zu einer Synapsendysfunktion flhren
kann (Hardy and Selkoe, 2002, Jin et al., 2011).

Zwischen der kognitiven Beeintrachtigung der Patienten und dem Ausmal}
ihrer kortikalen B-Amyloid-Plaqueablagerungen lasst sich keine eindeutige
Korrelation zeigen (Hardy and Selkoe, 2002). Diffus verteilte B-Amyloid-
Plagues konnen auch bei neurologisch unauffalligen alteren Menschen
auftreten (Selkoe, 2000). Protektive Faktoren, wie eine hohe kognitive
Reserve, koénnen zudem zu interindividuellen Unterschieden in der
Widerstandsfahigkeit gegenuber Alzheimer-typischen neuropathologischen
Veranderungen fuhren (Perneczky et al., 2010).

Eine Imbalance der (3-Amyloid-Bilanz wie sie bei AK-Patienten auftritt, I0st
neben der Plagueformation eine Entzindungsantwort des umgebenden
Gewebes aus an der Mikrogliazellen und Astrozyten beteiligt sind (Selkoe,
2001). Im Verlauf entstehen Neurofibrillen aus hyperphosphoryliertem tau-
Protein, abgelagert in paarig helikalen Filamenten. Die Aggregation des
Mikrotubuli assoziierten tau-Proteins, beeintrachtigt die Stabilitat des
Zytoskeletts irreversibel; ein Phanomen das nicht nur der Alzheimer
Erkrankung, sondern auch anderen Tauopathien zugrunde liegt (Hardy et al.,
1998, Pastorino and Lu, 2006).

1.2.2 Liquorparameter

Anhand der Bestimmung von Biomarkern im Liquor lassen sich
charakteristische neuropathologische Prozesse der Alzheimer Krankheit
abbilden, ein klinisch aussagekraftiger Marker sollte eine Sensitivitat von
mindestens 85 % und eine Spezifitdt von mindestens 75 % aufweisen
(Hampel et al., 2008).

Die Kombination aus den Liquorparametern B-Amyloid142) und tau-Protein
erfullt die genannten Kiriterien, um AK-Patienten von gesunden

Kontrollprobanden zu unterscheiden (Hulstaert et al., 1999).

11
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Die verminderten Liquorkonzentrationen von B-Amyloid(1.42) werden in Teilen
der Ablagerung in unldslichen Plaques zugeschrieben; die erhdhten tau-
Konzentrationen sind auf die fortschreitende Neurodegeneration
zuruckzufihren (Blennow and Hampel, 2003).

Im Zusammenhang mit der Alzheimer Krankheit sind eine gesteigerte
Enzymaktivitat und Konzentration der B-Sekretase BACE1 im Liquor
nachweisbar, deren erganzende Bestimmung hilfreich fur die Identifikation
frher Erkrankungsstadien sein konnte (Zetterberg et al., 2008, Hampel et
al.,, 2010). Es gibt Hinweise auf eine signifikante Assoziation erhdhter
Liquorkonzentrationen von sAPPa und sAPPB mit der Alzheimer Krankheit,
sowie auf eine positive Korrelation der beiden Spaltprodukte mit der BACE1-
Aktivitat (Zetterberg et al., 2008, Lewczuk et al., 2010).

Es wird kontrovers diskutiert, inwieweit BACE1, sAPPa und sAPPJ als
Biomarker dazu beitragen konnen, die FriUherkennung zu verbessern und die
diagnostische Trennscharfe zu Demenzen anderer Atiologie zu erhdhen
(Perneczky et al., 2011, Rosen et al., 2012, Zetterberg et al., 2010).

1.3 Mild Cognitive Impairment

Die Diagnose Mild Cognitive Impairment (MCI) versucht Patienten in einem
Grenzbereich zwischen altersentsprechenden kognitiven Defiziten und einer
beginnenden Demenz, z.B. vom Alzheimer-Typ, zu erfassen (Petersen et al.,
1999). In der Altersgruppe der Uber 65jahrigen liegt die MCI-Pravalenz in
epidemiologischen Untersuchungen bei 3 — 19 % (Gauthier et al., 2006).

Legt man die MCI-Kriterien von Petersen et al. zugrunde, betragt die
Inzidenz bei Patienten = 75 Jahren 8 von 1000 Personen pro Jahr (Busse et
al., 2003). Die Ursachen fur die kognitive Beeintrachtigung koénnen
vielgestaltig sein. Neben einer beginnenden dementiellen Entwicklung im
Rahmen der Alzheimer Krankheit kommen unter anderem auch vaskulare

oder metabolische Erkrankungen in Betracht (Winblad et al., 2004).

12
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Patienten, bei denen die Gedachtnisstorung im Vordergrund der
Symptomatik steht, sind besonders gefahrdet, im Verlauf ein
Demenzsyndrom zu entwickeln (Ganguli et al., 2011). Innerhalb eines Jahres
entwickeln ca. 10 — 17 % der Betroffenen Symptome, die den klinischen
Diagnosekriterien einer Demenz vom Alzheimer-Typ entsprechen (Petersen
et al., 1999, Guo et al., 2012). Bei der Mehrheit der MCI-Patienten bleibt die
Symptomatik innerhalb eines Jahres stabil oder es tritt sogar eine Besserung
ein (Ganguli et al., 2011). Neuropathologischen Befunde autopsierter MCI-
Patienten hingegen ergaben vielfach Hinweise auf eine beginnende
Alzheimer Erkrankung (Morris et al., 2001).

Die Genauigkeit, mit der mogliche AK-Patienten identifiziert werden, kann
durch die Bestimmung des tau-Proteins und von 3-Amyloid(1.42) im Liquor
erhoht werden (Mattsson et al., 2009). Die aktuelle Studienlage deutet
daraufhin, dass Patientenkollektive mit Mild Cognitive Impairment ein
wichtiger Baustein fur das Verstandnis der prasymptomatischen

Pathogenese der Alzheimer Erkrankung sein kdnnen.

1.4 Einflusse des Sortilin-related-Receptor SORLA1
auf die Pathogenese der Alzheimer Krankheit

Im Folgenden wird die Abklurzung SORL1 fur Sortilin-related-Receptor
verwendet. Ebenfalls gebrauchlich sind die synonymen Bezeichnungen
SORLA fur ,Sorting-Protein-related-Receptor with A-type Repeats® und LR11
fur ,Lipoprotein-Receptor 11¢.

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Pathogenese der
Alzheimer Krankheit und einer verminderten Expression des SORL1-
Rezeptors zeigten sich in der post mortem Immunhistochemie von
Pyramidenzellen des Frontallappens (Scherzer et al., 2004), siehe Abbildung
2. In den Pyramidenzellen des frontalen Kortex und des Hippocampus ist

13
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SORL1 bei AK-Patienten signifikant reduziert; in unspezifischen Regionen
wie z.B. dem Cerebellum unterscheidet sich das Expressionsmuster nicht
von dem der Kontrollen (Offe et al., 2006).
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Abbildung 2: Immunhistochemische Farbung von SORL1 im frontalen Kortex gesunder
Kontrollen (A), (B) bei AD-Patienten; Pyramidenzelle eines Kontrollprobanden (C), stark
verminderte zytoplasmatischen SORL1-Farbung in Pyramidenzelle eines AD-Patienten (D);
(Ausschnitt aus Figure 2, (Scherzer et al., 2004), mit freundlicher Genehmigung der Autoren)

Erganzend dazu ist der okzipitale Pol mit der primaren Sehrinde in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien von einer SORL1-Reduktion betroffen
(Zhao et al., 2007).

Patienten, die an der selteneren familiaren Alzheimer Krankheit leiden,
weisen eine ahnliche zerebrale SORL1-Intensitat wie gesundes Gewebe auf
(Dodson et al., 2006). Dies unterstreicht die kennzeichnende Rolle des

Rezeptorverlusts fir die Entwicklung der sporadischen Alzheimer Krankheit

14
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und deutet darauf hin, dass es sich nicht um einen konsekutiven Schritt der
Amyloid-Akkumulation handelt (Dodson et al., 2006).

Im AK-Mausmodell fuhrt die SORL1-Defizienz sogar zu einer
Beschleunigung der Amyloid-Ablagerung in frihen Erkrankungsstadien
(Dodson et al., 2008).

Bisher liegen wenige Daten zur SORL1-Rezeptor-Expression bei Patienten
mit Mild Cognitive Impairment vor. MCI-Patienten in der Religious Orders
Study der Rush University, die eine reduzierte SORL1-Expression im
frontalen Kortex aufwiesen, waren zu Lebzeiten starker kognitiv
eingeschrankt als MCI-Teilnehmer mit unverandertem Expressionsmuster
(Sager et al., 2007).

1.4.1 Die SORL1-Rezeptorstruktur

SORL1 ist ein 250kDa schweres Typ-1-Transmembranprotein, das sich aus
7 verschiedenen Domanen zusammensetzt (Yamazaki et al., 1996). Das
Protein gehort in der Klasse der Saugetiere, neben Sortilin, sowie SORCS-1,
-2 und -3, zu den funf Reprasentanten der VPS10P-Domain-Receptor-
Gruppe (Willnow et al., 2008).

15
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Abbildung 3: SORL1-Rezeptorstruktur;
(modifiziert nach Figure 1 (Willnow et al., 2008) und Figure 1 (Hermey, 2009))

Der namensgebende Rezeptor VPS10P, Vacuolar-protein-sorting-10-Protein,
ist in Hefen an intrazellularen Transportvorgangen vom Golgi-Apparat zur
Vakuole, einem Lysosomen-Aquivalent, beteiligt (Marcusson et al., 1994).
Die weiteren Bestandteile des SORL1-Komplexes weisen hohe Ahnlichkeit
mit der Struktur eines Low-density-Lipoprotein-/LDL-Rezeptors auf
(Yamazaki et al., 1996). Die 11 sogenannten Type-A-binding-Repeats sind
Cystein-reiche Regionen, die den LDL-Rezeptoren zur Liganden-Bindung
dienen, siehe Abbildung 3 (Jacobsen et al., 1996, Bajari et al., 2005).
Apolipoprotein-E-haltige Lipoproteine sind wichtige SORL1-Liganden
(Yamazaki et al., 1996). HDL (High-density-Lipoprotein) und VLDL (Very-low-
density-Lipoprotein) binden ebenfalls an die beschriebene Type-A-binding-

16
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Repeats-Region flr eine SORL1-vermittelte Endozytose (Yamazaki et al.,
1996, Taira et al., 2001).

1.4.2 Lokalisation und Prozessierung von SORL1

Der SORL1-Rezeptorkomplex wird unter anderem von Neuronen und
Gliazellen des Zentralnervensystems exprimiert (Yamazaki et al., 1996,
Scherzer et al., 2004). Reichlich SORL1-Protein ist im Hippocampus in den
CA1-CA3 Pyramidenzell-Regionen des Ammonshorns, in den Granularzellen
des Gyrus dentatus und in den Purkinjezellen des Cerbellums nachweisbar
(Motoi et al., 1999).

Auf zellularer Ebene ist SORL1 vor allem in paranuklearen Kompartimenten,
im  Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und nur zu 10 % an der
Zellmembranoberflache lokalisiert (Jacobsen et al., 2001).

SORL1 wird als Propeptid synthetisiert. Die Aktivierung der VPS10P-
Domane erfolgt durch enzymatische Abspaltung eines Propeptid-Rests
mittels Furin im TGN (Jacobsen et al., 2001). Es wird vermutet, dass
Receptor-associated-Proteins (RAP) die Type-A-binding-Repeats vor einer
vorzeitigen Liganden-Bindung schitzen und zusammen mit der Propeptid-
Sequenz als Chaperone einer Fehlfaltung des Proteins entgegenwirken
(Willnow, 1998, Jacobsen et al., 2001).

Das membranstandige SORL1-Peptid kann extrazellular durch die
Metalloprotease TACE (Tumor-necrosis-factor-a-converting-Enzyme)
gespalten werden (Hermey et al.,, 2006, Hampe et al., 2000).
Interessanterweise fuhrt eine verminderte SORL1-Spaltung bei Inhibierung
der Metalloproteasen zu einer reduzierten Zellproliferation, die genauen
Funktionswege sind noch unklar (Hampe et al., 2000).

In einem dritten Prozessierungsschritt wird das verbleibende intrazellulare
SORL1-Transmembransegment durch die y-Sekretase enzymatisch geteilt
(Bohm et al., 2006, Nyborg et al., 2006). Die entstandenen Spaltprodukte
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beeinflussen mdglicherweise Uber Feedback-Mechanismen die nukleare
SORL1-Transkription (Bohm et al., 2006).

1.4.3 SORL1 und der Transport des Amyloid-Precursor-Proteins

SORL1 ist ahnlich, wie der strukturell verwandte Rezeptor in Hefen, am
intrazellularen Protein-Transport beteiligt. Die Cytoplasma-Domane, siehe
Abbildung 3, des SORL1-Peptids bindet an Adaptermolekule, so genannte
GGAs des Golgi-Apparats und vermittelt Transporte zwischen Endosomen,
Lsysosomen und TGN (Jacobsen et al., 2002).

Die Beobachtung, dass SORL1 und das Amyloid-Precursor-Protein haufig
gemeinsam in intrazellularen Kompartimenten lokalisiert sind, legte den
Verdacht einer Interaktion nahe (Andersen et al., 2005, Offe et al., 2006).
SORL1 bindet APP in 1:1-Komplexen (Andersen et al., 2006). Diese
zirkulieren zwischen dem TGN und den fruhen Endosomen, wodurch
weniger APP den amyloidogenen Abbauprozessen in den spaten
Endosomen zugefuhrt wird, siehe Abbildung 4 (Andersen et al., 2006,
Andersen et al., 2005).

In Zellreihen mit erhdéhter SORL1-Exprimierung lassen sich verminderte
Konzentrationen der Sekretasenprodukte sAPPa, sAPPB und B-Amyloid

nachweisen (Andersen et al., 2005).
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Proposed role forsorLAIn APP processing.
.
('@ g

Cell Surface — I I

B

Endosome

EAPP
| sSAPPp
Andersen O M et al. PMNAS 2005;102:13461-13466

Abbildung 4: SORL1-vermittelter Transport von APP zwischen dem TGN (1) und den friihen
Endosomen (4); bei SORL1-Verlust wird mehr APP dem nicht-amyloidogenen (2), und dem
amyloidogenen Prozessierungsweg (3) zugefiihrt;

(Fig. 6 (Andersen et al., 2005), mit freundlicher Genehmigung der Autoren)

Der Einfluss auf die Prozessierung von APP lasst sich als negative
Korrelation zwischen SORL1-Expression und extrazellularer R-Amyloid-
Konzentration ausdricken (Offe et al., 2006).

Die Hauptfunktion liegt hochstwahrscheinlich in der Protektion von APP auf
intrazellularen Transportwegen. Eine erhdhte Wiederaufnahme von
membranstandigem APP durch den SORL1-Rezeptor lie3 sicht nicht
bestatigen (Spoelgen et al., 2006).
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1.4.4 Sekretasen als Interaktionspartner von SORL1

Es wird vermutet, dass SORL1 direkt mit der 3-Sekretase BACE1 interagiert,
da es Anhaltspunkte fur eine Komplexbildung von SORL1 mit BACE1 gibt
(Spoelgen et al., 2006). Diese kdnnte zu einer verminderten amyloidogenen
Prozessierung beitragen und wirde BACE1 und APP zu konkurrierenden
SORL1-Liganden machen (Spoelgen et al., 2006).

SORL1 und BACE1 nutzen beide das intrazellulare Adaptermolekul GGA1
auf ihren Transportwegen; moglicherweise gelangt BACE1 bei niedriger
SORL1-Expression leichter in angesauerte Kompartimente, die die APP-
Spaltung beglinstigen (Herskowitz et al., 2012).

Dariber hinaus kann das SORL1-Peptid in einem  dritten
Prozessierungsschritt, wie weiter oben beschrieben, selbst durch die y-
Sekretase gespalten werden. Es wird diskutiert, welche Bedeutung SORL1
als fraglich kompetitives Substrat zu sAPP zukommt (Bohm et al., 2006).
Die Metalloprotease TACE gehort zur ADAM-Protein-Familie und ist an
Spaltungsvorgangen von SORL1 beteiligt. Sie erfullt die funktionellen
Voraussetzungen einer a-Sekretase und kann APP spalten (Allinson et al.,
2003). Eine Beeinflussung der a-Sekretase durch SORL1 oder ihrer
Oligomerisierung von APP konnte bisher nicht festgestellt werden (Lao et al.,
2012).

1.5 Das SORL1-Gen und seine Varianten

Auf dem langeren Arm von Chromosom 11 kodiert die Region 11923.2-24.2
fur den SORL1-Komplex (Jacobsen et al., 1996).

S )

Abbildung 5: Lokalisation des SORL1-Gen auf Chromosom 11;
(modifiziert nach Figure 3C (Jacobsen et al., 1996))
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Rogaeva et al. stellten in einer Assoziationsstudie erstmals einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Einzelnukleotidpolymorphismen, so
genannten SNPs, innerhalb des SORL1-Gens und der Alzheimer Krankheit
her (Rogaeva et al., 2007). SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) sind
einzelne, veranderte Basenpaare in der DNA-Sequenz und bilden die grofite
Gruppe genetischer Varianten (Wang et al., 1998).

Die Nummerierung 1 - 29 der SORL1-SNPs geht auf die initiale Publikation
von Rogaeva et al. zurlick und ist international gebrauchlich. Die genannte
Studie untersuchte die Auspragung und Assoziation einzelner Allele und von
Haplotypen bestehend aus 3-SNP-Kombinationen.

Am &’- und am 3’-Ende des Gens liegt jeweils ein Cluster von SNPs, das
replizierbar mit der Alzheimer Erkrankung assoziiert ist (Rogaeva et al.,
2007, Lee et al., 2007, Lee et al., 2008a). Kopplungsanalysen zufolge sind
die SNP-Regionen am &%-und am 3’-Ende unabhangig voneinander,
innerhalb der Cluster hingegen besteht ein Linkage Disequilibrium (Bettens
et al., 2008, Kimura et al., 2009, Reynolds et al., 2010).

Der Vergleich von Patientenkollektiven unterschiedlicher Ethnien lasst
vermuten, dass das SORL1-Gen eine hohe, allelische Heterogenitat aufweist
(Rogaeva et al., 2007, Pritchard and Cox, 2002, Tan et al., 2009, Bettens et
al., 2008). Die Auswahl von Probanden mit moglichst ahnlicher, genetischer
Herkunft kann die Vergleichbarkeit erhéhen (Lee et al., 2007).

Die Bedeutung der SNPs fur die Expression von SORL1 ist weitgehend
ungeklart. Die Mehrzahl der untersuchten SNPs liegt in Intron-Abschnitten
und reguliert moglicherweise die Zell-spezifische Transkription (Rogaeva et
al., 2007, Bettens et al., 2008). Eine veranderte posttranskriptionale
Modifikation der mRNA durch Intron-Varianten ware denkbar. Es gibt erste
Anhaltspunkte, dass veranderte SNPs der 5-Region mit SORL1-Splicing-
Varianten in Verbindung stehen (Rogaeva et al., 2007, Grear et al., 2009,
McCarthy et al., 2012). Die direkte Vermittlung regulativer Effekte auf die
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SORL1-mRNA durch SNPs in Exon-Bereichen wie z.B. SNP 19 (Exon 25),
22 (Exon 27) und 23 (Exon 34), ist ebenfalls Gegenstand aktueller
Forschung (Pant et al., 2006, Bettens et al., 2008, Caglayan et al., 2012).

Auf der Grundlage der im Jahr 2010 verfugbaren Publikationen wurden, wie
im Folgenden beschrieben, 11 SORL1-SNPs fur die Genotypisierung
ausgewahlt. Berucksichtigt wurden SNPs, die in Fall-Kontroll-Studien
replizierbar mit der Alzheimer Krankheit assoziiert waren. Die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Minchner Patientenkollektive sind Case-
only-Gruppen aus Patienten mit diagnostiziertem Mild Cognitive Impairment
oder einer klinisch wahrscheinlichen Demenz vom Alzheimer-Typ, die eine

mdglichst robuste Assoziation der SNPs voraussetzen.

1.5.1 SORL1-SNPs der 5’-Region

Als vielfach replizierte SORL1-Marker der 5’-Region wurden die SNPs 4, 8, 9
und 10 genotypisiert. Neben der Analyse einzelner SNPs erfolgte die
Rekonstruktion des Haplotypen 8-9-10.

Rogaeva et al. belegten mit mehreren unabhangigen Datensatzen eine
signifikante Assoziation zwischen Varianten der SNPs 8, 9, 10 sowie des
Haplotypen 8-9-10 mit der Alzheimer Krankheit (Rogaeva et al., 2007).
Daten, die autoptisch diagnostizierte AK-Patienten berucksichtigen,
bestatigen die Ergebnisse fur die SNPs 8, 9 und den genannten Haplotypen
(Lee et al., 2008a). In einem japanischen Kollektiv lie3en sich die Befunde fir
SNP 8 ebenfalls replizieren (Lee et al., 2008b, Shibata et al., 2008).

Im Hinblick auf eine méglichst hohe genetische Ubereinstimmung mit den zu
untersuchenden Mdunchner Patienten sind Studienergebnisse aus rein
europaischen Stichproben besonders aufschlussreich. In einer belgischen
Untersuchung mit 550 Alzheimer Patienten mit spatem Erkrankungsbeginn

und 637 gesunden Kontrollen gehdrten die SNPs 8, 9 und 10 zu den
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signifikanten Markern der 5’-Region (Bettens et al., 2008). Erganzend hierzu
belegte eine italienische Fall-Kontroll-Studie die Assoziation mit dem
Haplotypen 8-9-10 und wies bei Patientinnen ohne APO-g4-Tragerstatus
eine erhodhte Assoziation mit SNP 10 nach (Cellini et al., 2009).

Far SNP 4 =zeigte sich eine signifikante Zunahme des Alzheimer
Erkrankungsrisikos insbesondere bei Patienten kaukasischer Herkunft
(Rogaeva et al., 2007). In einer amerikanischen Fall-Kontroll-Kohorte war
von sechs analysierten SNPs des SORL1-5-Endes nur SNP 4 in Verbindung
mit einem positiven APO-g4-Tragerstatus signifikant mit der Alzheimer
Krankheit assoziiert (Minster et al., 2008).

Bei Cellini et al. hingegen liel3 sich eine signifikante Assoziation mit SNP 4
nur flr weibliche Patienten ohne APO-¢4-Nachweis replizieren (Cellini et al.,
2009).

Erganzend hierzu wurde SNP rs11600875 berucksichtigt. Hinweise fur eine
mdgliche Assoziation mit AK-relevanten Biomarkern hatten sich in einer
vorab durchgefihrten Testanalyse innerhalb unserer Patientendatenbank

ergeben.

1.5.2 SORL1-SNPs der 3’-Region

FUr die Genotypisierung wurden die SNPs 19, 21, 22, 23, 24 und 25 als
wichtige Marker des 3’-Endes von SORL1 bertcksichtigt. Diese SNP-
Kombination ermdglichte zudem die Auswertung der relevanten Haplotypen
19-21-23, 22-23-24 und 23-24-25.

Rogaeva et al. belegten in mehreren Patientenkollektiven eine signifikante
Assoziation der SNPs 19 und 23-25, sowie der Haplotypen 22-23-24 und 23-
24-25 mit dem Alzheimer-Erkrankungsrisiko (Rogaeva et al.,, 2007). Das
Translational Genomics Research Institute (TGen) der Mayo-Klinik

(Rochester, Minnesota, USA) verflugt Uber eine Datenbank, die Uber 600
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autopsierte AK-Patienten enthalt und wies ebenfalls eine signifikante
Assoziation mit der Region zwischen SNP 21-25 nach (Meng et al., 2007).
Die Resultate fur den Haplotypen 23-24-25 konnten in Fall-Kontroll-Studien
mit Probanden nord-europaischer und amerikanischer Herkunft bestatigt
werden (Lee et al., 2007, Lee et al., 2008a). Signifikante Ergebnisse fur die
SNPs 19, 23, 24 und 25 sind in verschieden, unabhangigen Datensatzen
repliziert worden (Kimura et al., 2009, Li et al., 2008, Tan et al., 2009).

Kdlsch et al. zeigten erstmals einen Zusammenhang zwischen SORL1-
Varianten des 3’Endes und einem Liquorparameter auf (Kolsch et al., 2008).
In einem Studienkollektiv aus 153 deutschen AK-Patienten konnte der
Nachweis erbracht werden, dass SNP 21 und der Haplotyp 19-21-23
signifikant mit veranderten B-Amyloidsz-Liquorkonzentrationen assoziiert sind
(Kolsch et al., 2008).

1.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, in zwei Case-only-Kollektiven aus 44 AK- und 61
MCI-Patienten die Assoziation zwischen 11 SORL1-Risiko-SNPs und
relevanten AK-Biomarkern zu untersuchen.

Mit Hilfe der Liquorkonzentration des tau-Proteins, von [-Amyloid(1.42),
sAPPa, sAPPB, des SORL1-Proteins und der Enzymaktivitat von BACE1 soll
die funktionelle Bedeutung der SORL1-SNP-Varianten fur die Pathogenese

der sporadischen Alzheimer Krankheit naher beleuchtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienteilnehmer

Das Studienkollektiv entstammt der Patientendatenbank des Zentrums flr
Kognitive Stérungen der Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie und
Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar.

In mehreren Auswahlschritten wurden aus der oben genannten Datenbank
Studienteilnehmer kaukasischer Herkunft mit asservierten Liquoraliquots,
verfugbaren DNA-Proben aus Vollblut sowie mit aktenanamnestisch
vollstandigen Patientendaten eingeschlossen. Die Auswahlkriterien ergaben
ein Patientenkollektiv von 44 Patienten mit klinisch wahrscheinlicher
Alzheimer Krankheit (AK) und 61 Patienten mit Mild Cognitive Impairment
(MCI).

Die Patienten wurden Uber die wissenschaftliche Nutzung der erhobenen
Daten und die Freiwilligkeit ihrer Teilnahme aufgeklart. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung, gemaf der Deklaration von Helsinki 1975, liegt von
allen Studienteilnehmern vor.

Die Diagnose einer klinisch wahrscheinlichen Demenz vom Alzheimer-Typ
wurde gemall den NINCDS-ADRDA-Kriterien des National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke und der Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association gestellt (McKhann et al., 1984).
Diese weisen fur die Alzheimer Krankheit eine Sensitivitat von 95 % bei einer
Spezifitat von 79 % auf (Lopez et al., 1999). Die Kriterien basieren auf
eigen- und  fremdanamnestischen  Daten, neuropsychologischen
Testergebnissen, klinischen Verlaufsuntersuchungen sowie auf einer durch
laborchemische und bildgebende Verfahren gestutzten

Ausschlussdiagnostik. Die Diagnosestellung bei Patienten mit einer leichten
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kognitiven Stérung, einem Mild Cognitive Impairment (MCI), beruhte auf den
revidierten Konsensus-Kriterien nach Stockholm, 2003 (Winblad et al., 2004).

2.1.1 Probengewinnung

Die venose Blutentnahme von zweimal 9ml mit EDTA-Monovetten (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) zur Isolierung der Patienten-DNA sowie die
Lumbalpunktion zwischen LWK 3/4, oder LWK 4/5 erfolgten im Rahmen der
Routinediagnostik.

Von 16 der 44 Patienten mit Alzheimer Erkrankung und von 34 der 61
Patienten mit MCI lagen keine DNA-Proben aus Vollblut vor. Diese
Patienten wurden schriftlich um eine erneute Blutentnahme gebeten.

Die Liquorproben (5-8ml) wurden 10min bei 3148g zentrifugiert (Centrifuge
5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der gewonnene Uberstand
wurde aliquotiert und in Polypropylenrohrchen (Eppendorf, Hamburg,

Deutschland) bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.
2.2 Labormethoden

2.2.1.1 DNA-Isolierung
Die Isolierung der Patienten-DNA aus EDTA-Vollblut wurde entsprechend

dem Herstellerprotokoll fir das Gentra Puregene Blood Kit der Firma Qiagen
(Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Die Reaktionsschritte sind in Abbildung 6

grafisch dargestellt.

26




Material und Methoden
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Abbildung 6: Reaktionsschritte der DNA-Isolierung;
(modifiziert nach Gentra Puregene Handbook 04/2010, S.11, Qiagen, Hilden, Deutschland)

Im ersten Schritt wurde der Uberstand aus lysierten Erythrozyten nach
Zentrifugation verworfen. Die aus den Ubrigen Blutzellen nach Lyse
freigewordene DNA wurde durch einen beigeflgten Stabilisator vor DNasen
geschutzt. Eine 41,6%-ige Ammoniumacetatldsung diente der Fallung von
verunreinigenden Proteinen und wurde als Substitut fur die vom Hersteller
genannte Protein Precipitation Solution (Qiagen, Hilden, Deutschland)
eingesetzt. Die im Protokoll genannte Mengenangabe sowie der
Versuchsablauf blieben unverandert. Das durch alkoholische Fallung
gewonnene DNA-Prazipitat wurde mit 70%igem Ethanol aufgereinigt und bis
zur Weiterverwendung in 300yl DNA-Hydration Solution (Qiagen, Hilden,
Deutschland) geldst bei 4° C gelagert.
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Tabelle 1: Chemikalien zur DNA-Isolierung

Chemikalien Hersteller

Apotheke des Klinikums rechts der Isar der TU
RBC-Lysis-Puffer

Muanchen
Cell Lysis Solution Qiagen, Hilden, Deutschland
Ammoniumacetatlésung Apotheke des Klinikums rechts der Isar der TU
41,6% Mudnchen
Isopropanol 100% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Ethanol 70% Aqua B. Braun (B.Braun Melsungen, Melsungen,
Deutschland)
DNA Hydration Solution Qiagen, Hilden, Deutschland

2.2.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop ND-
1000 Spektralphotometer (NanoDrop Technologies by Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, USA). Die Messungen wurden mit je 1ul der
unverdinnten DNA-Proben sowie nach 1:50 Verdlnnung durchgefuhrt. Fir
die Berechnung der DNA-Konzentration (ng/ul) nach dem Lambert-

Beer'schen Gesetz wird die Extinktion bei 260nm ermittelt.

E= Extinktion
e=Extinktionskoeffizient
€ dsDNA = 50ng-cm/l
d= Schichtdicke (1cm)

c= Konzentration (ng/ul)

E= edc
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Das Verhaltnis der Extinktionswerte von 260nm zu 280nm gibt die Reinheit
der Proben an. Fur die doppelstrangige DNA wurden Werte zwischen 1,7

und 2,0 angenommen.

2.2.2 Genotypisierung der SORL1-SNPs

2.2.2.1 SORL1-SNP-Assays

Die 11 interessierenden SNPs innerhalb des SORL1-Gens wurden mit
TagMan-SNP-Genotyping-Assays der Firma Applied Biosystems (Carlsbad,
CA, USA) genotypisiert.

Tabelle 2: Uberblick iiber genotypisierte SORL1-SNPs

SNP-Nr. dbSNP ID-Nr. Assay ID-Nr.
SNP 4 rs661057 C_638485 10
SNP 8 rs668387 C_638456_10
SNP 9 rs689021 C_1379954_10
SNP 10 rs641120 C_1379945 10
SNP 19 rs2070045 C_25634796_10
SNP 21 SORL1-18ex26 Custom Assay
SNP 22 rs1699102 C_8799430_10
SNP 23 rs3824968 C_25473831_10
SNP 24 rs2282649 C_15957099 10
SNP 25 rs1010159 C_1379899 1_

rs11600875 Custom Assay

Fir die SNPs rs7359277 und rs11600875 war das Design eines Custom-
TagMan-Assays durch den Hersteller erforderlich, da kommerzielle Assays
nicht zur Verfugung standen. Mit dem online zuganglichen Basic Local
Alignment Search Tool BLAST (Altschul et al., 1990) des National Center for
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Biotechnology Information (NCBI) der National Library of Medicine (NLM,
Bethesda, USA) wurden die Nukleotidsequenzen angrenzend an die SNPs
rs7359277 und rs11600875 auf Uberschneidungen mit Sequenzen anderer
gespeicherter Gene der BLAST-Datenbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

Uberpruft. Zudem wurde die Region um die beiden SNPs jeweils mit dem
RepeatMasker-Programm (http://www.repeatmasker.org/) des Institute for
Systems Biology (Seattle, USA) auf repetitive DNA-Sequenzen abgeglichen.
Die fur die SNPs rs7359277 wund rs11600875 als spezifisch
hervorgegangenen DNA-Sequenzen wurden dem Hersteller fur die
Erstellung der Custom Assays Ubermittelt.

In Tabelle 2 sind die untersuchten SNPs, so vorhanden, mit der
Nummerierung in arabischen Zahlen nach Rogaeva et al. (Rogaeva et al.,
2007), mit der jeweiligen Identifikationsnummer aus der 6ffentlichen Online-
Datenbank Single Nucleotide Polymorphism Database / dbSNP (Sherry et
al.,, 2001) und mit der Assay-ldentifikationshummer des Herstellers

aufgelistet.

2.2.2.2 TaqMan-Real-Time-Polymerasekettenreaktion

Die Genotypisierung der SORL1-SNPs mit den oben genannten TagMan-
SNP-Genotyping-Assays erfolgte mit Hilfe einer Real-Time-
Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR). Die den SNP umgebende DNA-
Sequenz wurde durch Real-Time-PCR amplifiziert bei gleichzeitiger
Fluoreszenzmessung eines Allel-spezifischen Farbstoffs.

Die Assays enthalten Primer sowie zu den SNP-Sequenzen komplementare
Oligonukleotid-Sonden, so genannte TagMan-Sonden. Diese weisen am 5'-
Ende zur Markierung der beiden Allele die Fluoreszensfarbstoffe VIC oder
FAM auf. Ein Quencher am 3-Ende unterdrickt vorlaufig die
Fluoreszenzsignale. Wahrend der DNA-Synthese spaltet die Polymerase des

TagMan-Genotyping-Master-Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
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den Fluoreszenzfarbstoff am 5’-Ende der Sonde ab, siehe Abbildung 7. Das
Fluoreszenzsignal wird durch die entstandene Entfernung vom Quencher

messbar.

N
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vic- FAM- Quencher mit
DNA-Polymerase :
Y Fluoreszenz Fluoreszenz M‘Jnor Groove
Binder

Abbildung 7: Freiwerden des VIC-Fluoreszenzfarbstoffs der passenden TagMan-Sonde nach
Abspaltung durch DNA-Polymerase;

(modifiziert nach TagMan Genotyping Master Mix Protocol 02/2007, Part Number 437 1131 Rev.
A, S.7, Figure 1, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

Die Konzentration der verwendeten DNA-Proben betrug nach Verdunnung
mit dH,O 2,2ng/ul; es wurden je 9ul/Well in 96-Well-Platten vorgehalten.

Die DNA-Proben wurden mit einem Reaktionsansatz bestehend aus 10ul des
TagMan-Master-Mix(10X) und 1pl des TagMan-SNP-Genotyping-Assay-
Mix(20X) versetzt, siehe Tabelle 3.
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Tabelle 3: Reaktionskomponenten fiir TagMan-Real-Time-PCR

Reaktionskomponenten Volumen in pl/ Well
DNA 2,2ng/pl 9
TagMan-Master-Mix 10X 10
TagMan-SNP-Genotyping-Assay-Mix ]
20X
Total 20

Die Real-Time-PCR der praparierten 96-Well-Platten wurde gemal des
Herstellerprotokolls in einem StepOnePlus-Cycler (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA), wie in Tabelle 4 beschrieben, durchgeflhrt und mit der
zugehorigen StepOne-Software v2.1. (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) ausgewertet.

Tabelle 4: Real-Time-PCR-Protokoll

Polymerase- Annealing/
Denaturierung
Aktivierung Extension
Temperatur 95°C 92° 60°
Zyklen 1 40 40
Zeit 10min 15sec 1min

2.2.3 Genotypisierung des Apolipoprotein E

Die Isolierung der DNA aus Vollblut wurde wie in 2.2.1.1 erlautert
vorgenommen. Der Bestimmung des Genotypen von Apolipoprotein E
(APOE) lag ein etabliertes Standardprotokoll (Wenham et al., 1991)
zugrunde.

Mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde ein 218 Basenpaare langes
DNA-Segment amplifiziert. Das PCR-Produkt umfasst die beiden
polymorphen Restriktionsstellen des APOE-Gens. Die durch
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Restriktionsendonuklease-Verdau mit den Enzymen Hae Il und Afl Il
entstandenen Fragmente wurden nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung
und Anfarbung mit Ethidiumbromid den Genotypen (€2/€2, €3/€3, €4/e4,
€2/€3, €2/€4, €3/e4) zugeordnet. Fir die statistische Bearbeitung wurden die
Genotypen als Nicht-APOE-¢4-Trager oder APOE-e4-Trager bei
Vorhandensein mindestens eines €4-Allels kodiert.

2.2.4 R-Amyloid(1.42)- und tau-Protein-Liquorkonzentration

Die Liquorkonzentrationen des R-Amyloid1.42-Peptids und des tau-Proteins
wurden mit kommerziellen Sandwich-Enzyme-linked-Immunosorbent-Assays
(ELISA) bestimmt. Die verwendeten ELISA-Kits ,Innotest R-Amyloid (1.42) “
und ,Innotest h tau“ des Herstellers Innogenetics (Gent, Belgien) sind fur die
Routinediagnostik etabliert (Hulstaert et al., 1999). Der monoklonale
Antikorper 21F12 des genannten Kits bindet an die Aminosauren 33-42 am
C-terminalen Ende des 3-Amyloid(1.42)-Peptids (Johnson-Wood et al., 1997).
Am N-Terminus dient der biotinylierte Antikorper 3D6 als Detektor.
Aquivalent dazu wird das tau-Protein durch den monoklonalen Antikdrper
AT120 gebunden (Vandermeeren et al., 1993) und mittels der Bindung an die
biotinylierten Antikorper HT7 und BT2 detektiert.

Nach Zugabe von Horseradish-Peroxidase(HRP)-markiertem Streptavidin
sowie  Substrat werden die  Antigen-Antikérper-Komplexe  durch
Farbumschlag photometrisch quantifizierbar und kdénnen anhand der
Standardkurve des Assays ausgewertet werden. Die Messung bei einer
Wellenlange von 450nm erfolgte mit dem FLUOstar Omega Reader (BMG
Labtech, Offenburg, Deutschland).

2.2.5 sAPPa- und sAPPR-Liquorkonzentration

Die sAPPa- und sAPPR-Liquorkonzentrationen wurden mit kommerziellen
Sandwich-ELISA-Kits (,sAPP-alpha high sensitive® bzw. ,sAPP-beta wild
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type high sensitive”) der Firma Immuno-Biological Laboratories Co.Ltd.
(Gunma, Japan) gemal} der Herstellerangaben ermittelt (Alexopoulos et al.,
2012). In der Festphase des sAPPa-Assays liegt der IgG-Maus-Antikorper
2B3 zur Bindung des humanen sAPPa vor.

Die Beschichtung mit dem Antikdrper sAPPbeta-Wild-Type-Rabbit-gG-
Affinity-Purify dient der Detektion von humanem Wildtyp-sAPPR.

Der HRP-markierte Antikorper Anti-Human-APP(R101A4)-Mouse-lgG-MoAb-
Fab-Affinity-Purify sowie das  Chromogen TMB (Tetramethylbenzidin)
werden in beiden Kits eingesetzt. Den Standardkurven der Assays liegen
Verduinnungen mit rekombinantem, humanem sAPPa oder sAPP( zugrunde.
Die photometrische (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Offenburg,
Deutschland) Auswertung erfolgte bei 450nm.

2.2.6 SORL1-Liquorkonzentration

Die Liquorkonzentrationsmessung des SORL1-Proteins fand in
Zusammenarbeit mit dem ,Department of Genome Research and Clinical
Application* sowie dem ,Department of Clinical Cell Biology“ der
Medizinischen Fakultat, der Universitat Chiba (Chiba, Japan) und der Firma
Sekisui Medical Co Ltd. (Ryugasaki, Japan) statt.

Von jedem  Studienteilnehmer wurden 2zwei anonymisierte 50yl
Liquoraliquots auf Trockeneis an das ,Department of Genome Research and
Clinical Application in Chiba verschickt. Ein von Matsuo et al. etabliertes
Sandwich-ELISA-Protokoll fur I6sliches SORL1-Protein im Serum und Liquor
diente der Konzentrationsbestimmung (Matsuo et al., 2009).

Ldsliches SORL1 wird durch den monoklonalen Maus-Antikérper M3 und den
biotinylierten, monoklonalen Ratten-Antikorper R14 gebunden. Nach der
Reaktion mit HRP-markiertem Streptavidin erfolgt die Extinktionsmessung
bei 450nm. Die Standardkurve besteht aus verdinntem, aufgereinigtem
Rabbit-SORL1 in Konzentrationen 0-4,0ug/.
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2.2.7 BACE1-Aktivitat

Die Enzymaktivitat der B-Sekretase BACE1 im Liquor wurde mit dem
kommerziellen ,TruPoint Beta-Secretase Assay Kit*** der Firma Perkin
Elmer Inc.(Turkur, Finnland) entsprechend der Herstellervorgaben bestimmt
(Holsinger et al., 2004, Grimmer et al., 2012).

Das zehn Aminosauren umfassende Substrat fur BACE1 mit der Sequenz
,CEVNLDAEFK® enthalt die schwedische Mutation, K670N/M671L, des -
Amyloid-Precursor-Proteins (3-APP) (Mullan et al., 1992).

™ -
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Abbildung 8: Spaltung des Substrats durch BACE1;
(modifiziert nach TruPoint Beta-Secretase Assay Kit*®**, AD0097P-1(en), S.1, Perkin Elmer Inc.,
Turkur, Finnland)

Das Fluoreszenzsignal des Europium-Chelat (Eu) wird durch die raumliche
Nahe zum Europium-Fluoreszenz-Quencher (QSY 7) am anderen Ende des
Substrats unterdrickt, siehe Abbildung 8. Nach enzymatischer Spaltung des

Substrats durch BACE1 wird das Europium-Signal in einer zeitaufgelosten
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Fluoreszenzmessung erfasst. Die Anregungswellenlange betragt 320nm, die
Emissionswellenlange 615nm.

Fir die Reaktion wurden 10ul Liquor, 2ul Dimethylsulfoxid und 15l
verdunntes Substrat (1:150) in schwarzen 96-Well-Platten (Perkin Elmer Inc.,
Turkur, Finnland) vorgelegt. Fur jede Patientenprobe wurden 4
Reaktionsansatze pipettiert. Die Messung (FLUOstar Omega, BMG Labtech,
Offenburg, Deutschland) erfolgte direkt nach Zugabe des Liquors bei 37°C.
Innerhalb von 30min erreicht die Messkurve ein Plateau, der gemessene

Maximalwert in diesem Zeitfenster wurde als BACE1-Aktivitat angenommen.

2.3 Statistische Auswertung

Um Unterschiede zwischen AK- und MCI-Kollektiv feststellen zu konnen,
wurden Patientenmerkmale, die einer Normalverteilung unterliegen, mittels t-
Test verglichen. Der Vergleich der binaren Merkmale, Geschlecht und APO-
e4-Tragerstatus, erfolgte mit einem Chi*-Test. Der APOE-Genotyp wurde in
dieser Studie durchgangig als Alternativmerkmal ,Trager“ oder ,Nicht-Trager”
kodiert. Bei Vorliegen mindestens eines €4-Alleles wurde fur den Patienten
der Status ,Trager” angenommen.

Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Softwarepakets Predictive Analytics
Software (PASW) in der Version v18 (SPSS Inc., Chicago, USA)
durchgefuhrt.

Fir die statistischen Tests wurden Allel-, Genotyp- und Haplotyp-Varianten,
die innerhalb beider Patientenkollektive in einer Haufigkeit von >5%
auftraten, herangezogen.

Inwieweit Allele und Genotypen der einzelnen SNPs in einem statistisch
signifikanten Zusammenhang zu den Liquorkonzentrationen der Biomarker
oder zur Enzymaktivitat von BACE1 stehen, wurde durch
Kovarianzanalysen/ANCOVAs, ebenfalls in PASW v18, ermittelt. Kontrolliert

wurde fur die Kovariablen Alter, Geschlecht und APO-¢4-Tragerstatus.
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Die Auswertung der erhobenen Daten zu den Haplotypen innerhalb des
SORL1-Gens erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Department of Medical
Microbiology der Universitat von Utrecht, Niederlande.

Der Einfluss der Haplotyp-Kombinationen auf die erhobenen Biomarker
wurde in multivariaten Regressionsanalysen unter der Berucksichtigung der
Merkmale Alter, Geschlecht und APOE-e4-Allele-Tragerstatus quantifiziert.
Die Ergebnisse wurden mit dem Haplo.stats Softwarepaket (Mayo
Foundation for Medical Education and Research, Rochester, USA) in der

freien Programmiersprache R Version 2.1 (http://www.r-project.orq)

berechnet.

Das Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Struktur der Studienkollektive

In Tabelle 5 ist eine Ubersicht der erhobenen Merkmale beider
Patientenkollektive zu sehen. Im Hinblick auf die Geschlechterverteilung, die
Dauer der Schulausbildung und die Erstmanifestation der Symptomatik
weisen die Kollektive eine hohe Ubereinstimmung auf. Die Patienten mit
Alzheimer Krankheit (AK) erreichten in der neuropsychologischen Testung
durchschnittlich einen MMST-Punktwert von 23 Punkten. Die Gruppe der
Patienten mit Mild Cognitive Impairment (MCI) erzielten mit 27 Punkten im
Mittel ein signifikant besseres Ergebnis. Die gemittelten Konzentrationen der
Liquorparameter 3-Amyloid(1.42) und tau-Protein unterscheiden sich zwischen
den Kollektiven signifikant voneinander. Das AK-Kollektiv bildet mit den
genannten Biomarkern die, flir die Alzheimer Erkrankung, zu erwartende
Konstellation aus erhohten tau-Protein- und erniedrigten R-Amyloid1-s2) -

Liquorkonzentrationen ab.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber Struktur des AK- und MCI- Patientenkollektivs, *signifikant fiir p<0,05,
Standardabweichung fiir Mittelwerte in Klammern angegeben

AK-Patienten MCI-Patienten p-Wert
n=44 n=61
Geschlechterverteilung
23 : 21 35:26 0,81
Manner : Frauen
Schulbesuch in Jahren 13 (2,9) 13 (2,7) 0,91
Alter bei Symptombeginn
) 63 (8,8) 63 (8,8) 0,62
in Jahren
Alter bei Lumbalpunktion
) 66 (9,6) 65 (8.7) 0,44
in Jahren
Mini-Mental-Status-Test
23 (3,1) 27 (1,9) <0,001*
Punktwert
APOE-¢4-Trager
26; 59,1% 27; 44 ,3% 0,55
Anzahl n; %
R-Amyloid 1.4z in ng/l 551,8 (233,52) 771,1 (350,84) <0,001*
tau-Protein in ng/l 627,8 (384,24) 383,9 (255,87) <0,001*
sAPPa in ng/ml 287,1 (159,21) 332,2 (166,75) 0,17
sAPPB in ng/ml 897,0 (402,65) 1047,2 (493,75) 0,10
BACE1 in FU/uI
_ 8333,06 (2585,76) | 9381,67 (3239,94) 0,08
FU: Fluoreszenz Units
SORL1 in pg/l 11,9 (4,69) 11,9 (4,28) 0,95

3.1.1 Haufigkeit der Allele, Geno- und Haplotypen

Fir die 11 interessierenden SORL1-SNPs sind die Haufigkeiten der Allele
und Genotypen innerhalb der beiden Patientengruppen in Ubersichtstabelle 1
angegeben, siehe Anhang. Die Verteilung der Haplotypen 8-9-10, 19-21-23,
22-23-24 und 23-24-25 ist in Ubersichtstabelle 2

zusammengefasst. Es wurden nur genetische Varianten, die in einer

im  Anhang

Haufigkeit > 5% auftreten, berucksichtigt.
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3.1.2 sAPPa, sAPPR und BACE1-Aktivitat

Far die SORL1-SNPs sowie die untersuchten Haplotypen ergaben sich keine
signifikanten Zusammenhange mit der Tragerschaft des APOE-¢4-Allels, den
Liquorkonzentrationen von sAPPa und sAPPB oder der BACE1-Aktivitat im

Liquor.

3.2 Ergebnisse fuir SORL1-SNPs der 5’-Region

3.2.1 SORL1-Protein und die SNPs 8, 9 und 10

Ein  signifikanter = Zusammenhang zwischen der SORL1-Protein-
Liquorkonzentration und den SNPs 8,9 und 10 am 5’-Ende des SORL1-Gens
stellte sich bei Patienten des MCI-Kollektivs (n=61) heraus.

Die homozygoten Trager mit den Genotypen TT in SNP 8, AA in SNP 9,
sowie CC in SNP 10 weisen signifikant (p<0,04) erhohte SORL1-Protein-
Konzentrationen auf, siehe Tabelle 6. Es handelt sich um Patienten mit einer

Homozygotie fur das Minor-Allel.
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Tabelle 6:Korrelation von Genotypen in SNP 8, 9 und 10 mit SORL1-Liquorkonzentrationen,
*signifikant fiir p<0,05

AK-Patienten

MCI-Patienten

SNP-Nr | Genotyp SORL1 SORLA
n |inpg/l p-Wert n inpg/l | p-Wert
(SD) (SD)
7 12,53 6 15,08
TT 0,42 0,04
15,9% | (4,82) 9,8% | (4,27)
22 10,95 26 12,14
CT 0,24 0,72
SNP 8 50,0% | (3,45) 42,6% | (4,62)
15 13,14 29 10,97
CcC 0,52 0,12
341% | (7,34) 475% | (3,67)
7 13,14 6 15,08
AA 0,42 0,04*
15,9% | (7,34) 9,8% | (4,27)
22 10,95 26 12,14
SNP 9 AG 0,23 0,72
50% | (3,45) 42,6% | (4,62)
15 12,53 29 10,97
GG 0,52 0,12
341% | (4,82) 475% | (3,67)
8 13,66 6 15,8
CcC 0,22 0,04
18,2% | (6,45) 9,8% | (4,27)
21 10,64 26 12,4
SNP 10 CT 0,12 0,72
47,7% | (3,21) 42,6% | (4,62)
15 12,53 29 10,97
TT 0,52 0,12
34,1% | (4,82) 475% | (3,67)

3.2.2 SORL1-Protein und der Haplotyp 8-9-10

Innerhalb des Kollektivs mit Mild Cognitive Impairment ergab die Analyse der

Haplotypen eine signifikante Korrelation von CGT bestehend aus den SNPs

8-9-10 mit erniedrigten SORL1-Proteinkonzentrationen im Liquor, siehe
Abbildung 9.
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Dieser Haplotyp liegt bei 22,5 % der untersuchten MCI-Patienten vor.

SORL 1 pg/l p=0,04
5
20 T
15 T
10 -

5 -

D L T 1

CET-Trager CGET-Micht-Trager

Abbildung 9: Verminderte SORL1-Liquorkonzentration bei CGT-Tragern des 8-9-10 SORL1-
Haplotypen im MCI-Kollektiv

3.2.3 tau-Protein und der SNP 4
Die Genotypisierung von SNP 4 ergab bei 15,9 % der Studienpatienten mit

diagnostizierter Alzheimer Krankheit (n=44) eine Homozygotie flr das C-
Allel, in Abbildung 10 rot dargestellt.
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Abbildung 10: Allelverteilung des SNP4 (rs661057) im AK-Kollektiv (n=44) nach TaqMan-
Genotypisierung

Ein signifikanter Zusammenhang (p<0,003) mit erhohten tau-Protein-
Liquorkonzentrationen konnte fur die homozygoten CC-Genotyp-Trager des

AK-Kollektivs festgestellt werden, siehe Tabelle 7.

43




Ergebnisse

Tabelle 7: Korrelation von SNP4 Genotypen mit tau-Liquorkonzentrationen, *signifikant fiir

p<0,05
AK-Patienten MCI-Patienten
SNP 4 tau in tau in
n p-Wert n p-Wert
ng/l (SD) ng/l (SD)
7 917,3 7 503
CC 0,03* 0,19
15,9% (654,76) 11,5% (393,70)
19 625,9 29 353,2
CT 0,98 0,38
43.2% (348,23) 47.5% (235,27)
18 5171 25 386
TT 0,11 0,96
40,9% (215,07) 41,0% (234,62)

3.3 Ergebnisse fir SORL1-SNPs der 3’-Region

3.3.1 B-Amyloid(1.42) und die SNPs 22 und 23
Die Analyse von Allel-Varianten der SNPs am 3’-Ende des SORL1-Gens

ergibt eine signifikante Assoziation zwischen verminderten R-Amyloid1-42)

-Liquorkonzentrationen und SNP 22, sowie SNP 23 bei Patienten mit

diagnostizierter Alzheimer Krankheit (n=44).

In der Gruppe der AK-Patienten tragen 63,3 % ein T-Allel in SNP 22, bei

diesen Probanden werden signifikant (p<0,04) niedrigere 3-Amyloid(1.42) —

Liquorkonzentrationen gemessen. Ebenso verhalt es sich fir die Trager des

T-Allels (62,3%) in SNP 23 des selben Kollektivs, siehe Tabelle 8.
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Tabelle 8: Korrelation von Allelen in SNP 22 und 23 mit B-Amyloid1.42) - Liquorkonzentrationen, *

signifikant fiir p<0,05

AK-Patienten

MCI-Patienten

AB42in AB42in
SNP-Nr Allel
n ng/l p-Wert n ng/l p-Wert
(SD) (SD)
22 563,05 36 767,14
C 0,99 0,9
36,7% | (224,67) 39,6% | (355,79)
SNP 22
38 523,71 55 755,44
T 0,04* 0,29
36,3% | (210,47) 60,4% | (337,47)
23 586,74 34 761,09
A 0,45 0,8
37,7% | (230,52) 37,8% | (358,84)
SNP 23
38 523,71 56 749,82
T 0,04* 0,11
62,3% | (210,47) 62,2% | (337,01)

3.3.2 -Amyloid(1.42yund die Haplotypen 19-21-23 und 22-23-24

Fur zwei SNP-Haplotypen der 3’-Region des SORL1-Gens bestehend aus
19-21-23 und 22-23-24 kann ein signifikanter Zusammenhang (p=0,04) mit

verminderten R-Amyloid(1-42).Liquorkonzentrationen im AK-Kollektiv (n=44)

ermittelt werden. Unter den genannten Patienten findet sich der TCT-
Haplotyp fur die SNPs 19-21-23 in einer Haufigkeit von 36,9 %.
In Abbildung 11 ist die fur TCT-Trager signifikant reduzierte, gemittelte -

Amyloid1-42)-Liquorkonzentration graphisch dargestellt.
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Abbildung 11: Verminderte R-Amyloid(i.42.Liquorkonzentration bei TCT-Tragern des 19-21-23
SORL1-Haplotypen im AK-Kollektiv

Fur die SNPs 22-23-24 weist der TTC-Haplotyp ebenfalls eine signifikante
Korrelation mit einer verminderten 3-Amyloid(1.42)-Liquorkonzentration auf,
siehe Abbildung 12. Der TTC-Haplotyp liegt innerhalb des AK-Kollektivs bei
24,7 % der Patienten vor.
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AB42ng/l p=0,04
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Abbildung 12: Verminderte B-Amyloid(i.42).Liquorkonzentration bei TTC-Tragern des 22-23-24
SORL1-Haplotypen im AK-Kollektiv
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4 Diskussion

In zwei Studienkollektiven, bestehend aus 44 Patienten mit diagnostizierter
Alzheimer Krankheit (AK) sowie 61 Patienten mit Mild Cognitive Impairment
(MCI), sollen mdgliche Assoziationen zwischen 11 ausgewahlten SORL1-
Risiko-SNPs und relevanten AK-Biomarkern aufgezeigt werden.

Im folgenden werden die Einflisse von Varianten der genotypisierten
SORL1-SNPs und Haplotypen auf die Liquorkonzentration des tau-Proteins,
von [-Amyloid(142), SAPPa, sAPPB, des SORL1-Proteins und der
Enzymaktivitat von BACE1 naher beleuchtet.

4.1 sAPPa, sAPPB und BACE1-Aktivitat

Die SORL1-SNPs und -Haplotypen zeigen in beiden Patientenkollektiven
keine signifikante Assoziation zu den Liquorkonzentrationen von sAPPa und
sAPP( sowie der gemessenen Enzymaktivitdt von BACE1.

Da man vermutet, dass eine verminderte Expression des SORL1-Rezeptors
bei AK- und MCI-Patienten zu einer gesteigerten Prozessierung des Amyloid-
Precursor-Proteins fuhrt, konnten Risiko-SNPs mit Veranderungen der
sAPPs im Liquor in Verbindung stehen. Effekte durch eine verringerte
SORL1-Expression beeinflussen moglicherweise die Liquorkonzentrationen
beider Parameter, da diese stark miteinander korrelieren (Lewczuk et al.,
2010). Im Zusammenhang mit der Alzheimer Krankheit sind sowohl
erhohte, als auch unveranderte oder erniedrigte Liquorwerte der sAPPs
beschrieben (Lewczuk et al., 2010, Zetterberg et al., 2010, Perneczky et al.,
2011, Ma et al., 2009, Olsson et al., 2003, Van Nostrand et al., 1992).

Ma et al. stellten im Liquor von AK-Patienten eine signifikante Assoziation
zwischen verminderten Konzentrationen von sAPPa und sAPPB mit einer

verringerten Expression des SORL1-Rezeptors fest (Ma et al., 2009). Die
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fehlende Korrelation mit SORL1-SNPs in der vorliegenden Arbeit steht in
Einklang mit der gegenwartig noch unklaren Bedeutung von sAPPa und
sAPPf als AK-Biomarker.

Bei AK- und besonders bei MCI-Patienten wurde vielfach repliziert eine
erhohte Aktivitat und Konzentration der [(-Sekretase BACE1 im Liquor
nachgewiesen (Holsinger et al., 2006, Zetterberg et al., 2008, Zhong et al.,
2007). Es gibt mehrere Hinweise, die flr eine komplexe Interaktion zwischen
SORL1, BACE1 und APP sprechen (wie in 1.4.4 beschrieben),
maoglicherweise auch unabhangig von den analysierten SORL1-SNPs.
Aktuelle Daten deuten auf eine positive Korrelation der BACE1-Aktivitat mit
den Konzentrationen des SORL1-Rezeptors im Liquor von AK-Patienten hin
(Tsolakidou et al., 2012).

Erhohte Konzentrationen des tau-Proteins konnen im Rahmen der AK-
Pathogenese mit einer gesteigerten Enzymaktivitat von BACE1 assoziiert
sein (Zetterberg et al., 2008). Die Analyse der 11 ausgewahlten SORL1-
SNPs zeigt eine signifikante Korrelation des tau-Proteins mit SNP 4. Die
Struktur eines Fall-Kontroll-Kollektivs ist moglicherweise geeigneter, um
Effekte der SNPs auf die BACE1-Aktivitat zu identifizieren. DarUber hinaus
sind weitere Untersuchungen erforderlich, die die funktionellen
Zusammenhange von BACE1 und SORL1 beleuchten.

4.2 Analyse von SORL1-SNPs der 5’-Region

4.2.1 SORL1-Protein und die SNPs 8, 9, 10, sowie der Haplotyp
8-9-10

Innerhalb des MCI-Patientenkollektivs (n=61) zeigt sich bei homozygoten

Tragern der Minor-Allele fir die SNPs 8 (TT), 9 (AA) und 10 (CC) eine
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signifikante Erhéhung des SORL1-Proteins im Liquor. Die Auswertung der
Haplotyp-Konstellation 8-9-10 ergibt eine signifikante  Assoziation der
Variante CGT mit verminderten SORL1-Konzentrationen.

Rogaeva et al. stellten bei Patienten nordeuropaischer Herkunft initial einen
signifikanten Zusammenhang der Allele C, G, C fur die SNPs 8, 9, 10 und
des Haplotypen CGC mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung einer
Alzheimer Erkrankung fest.

Die AK-Assoziation der bei Rogaeva et al. genannten Risiko-Allele und des
Haplotypen wurde flr Patienten kaukasischer Abstammung in einer Meta-
Analyse unter Berucksichtigung von 14 unabhangigen Studien bestatigt
(Reitz et al., 2011).

Entgegen der Haufigkeitsverteilung der vorliegenden Arbeit war in den
genannten Publikationen das C-Allel fir SNP 10 die haufiger ausgepragte
Variante und trug zu einem erhohten Erkrankungsrisiko bei (Rogaeva et al.,
2007, Reitz et al., 2011).

Aufgrund der Stichprobengrof3e und der gewahlten Case-only-Struktur des
MCI-Kollektivs treten moglicherweise andere Frequenzen eines Allels auf, als
sie in Fall-Kontroll-Studien zu erwarten sind.

Der Vergleich von Datensatzen aus verschiedenen Populationen zeigte
ethnische Unterschiede der SNPs in der Risiko-Assoziation der Allele
(Rogaeva et al., 2007). Die nachgewiesene Assoziation des CC-Genotyps
mit einer fraglich protektiven Erhohung der SORL1-Konzentration kdnnte so
zu erklaren sein. In einer Fall-Kontroll-Studie mit Patienten deutscher
Herkunft, die Vergleichswerte im Hinblick auf einen ahnlichen genetischen
Hintergrund bereitstellen konnten, lieRen sich die signifikanten Ergebnisse fur
die SNPs 8,9 und 10 nicht replizieren (Feulner et al., 2009).

Die Daten einer belgischen Fall-Kontroll-Studie weisen nur fur die
homozygoten Trager der beschriebenen Risiko-Allele in SNP 8, 9 und 10

einen signifikanten Zusammenhang mit der Alzheimer Krankheit nach; ein
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signifikant vermindertes Risiko lag bei heterozygoten Tragern der
risikobehafteten Varianten vor (Bettens et al., 2008).

Es ist denkbar, dass bei den untersuchten MCI-Patienten die homozygote
Tragerschaft des Minor-Allels einen protektiven Effekt in Form einer erhéhten
SORL1-Liquorkonzentration hervorruft. Wie beschrieben, beglinstigt der
SORL1-Rezeptor die Zirkulation des Amyloid-Precursor-Proteins innerhalb
intrazellularer Kompartimente und vermindert hierdurch die amyloidogene
Prozessierung (Andersen et al., 2005).

Von einem Mild Cognitive Impairment kénnen Patienten betroffen sein, deren
Symptome auf einen heterogenen Pool an Erkrankungen zuriickgehen und
die daher nicht zu einer Demenz vom Alzheimer-Typ Kkonvertieren.
Verlaufsuntersuchungen bei MCI zeigen, dass bei manchen Erkrankten die
Beschwerden remittieren oder Uber langere Zeit stabil bleiben (Ganguli et al.,
2011). Das Auftreten protektiver SNP-Varianten ist bei diesen Patienten

vorstellbar.

Welche Auswirkungen die verringerte intrazellulare Exprimierung des
SORL1-Rezeptors bei AK- oder MCI-Patienten auf die Liquorkonzentration
des Proteins hat, ist gegenwartig noch wenig untersucht und unsicher.

In  ventrikularem Nervenwasser autopsierter AK-Patienten und in
Liquorpunktaten von leicht- bis mittelgradig Betroffenen wurden signifikant
verminderte Konzentrationen des SORL1-Proteins gemessen (Ma et al.,
2009). Moglicherweise spricht eine erhohte SORL1-Konzentration im Liquor
fur eine intrazellular ebenfalls erhohte Konzentration des Rezeptors bei den
beschriebenen MCI-Probanden mit Homozygotie fur das Minor-Allel.

In einer japanischen Studie hingegen trat eine erhdhte Liquorkonzentration
des SORL1-Proteins bei diagnostizierter Alzheimer Krankheit auf. Die
Autoren wiesen jedoch daraufhin, dass innerhalb des autopsierten

japanischen Kollektivs kein Unterschied zwischen der SORL1-Konzentration
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im cerebralen Gewebe von Kontrollen und Patienten festzustellen war
(Ikeuchi et al., 2010).

Innerhalb des AK-Kollektivs (n=44) ist eine Replikation der signifikanten
Resultate fur SNP 8, 9 und 10 nicht mdglich. In mehreren Studien mit
Patienten kaukasischer Herkunft gelang es nicht eine Assoziation dieser
SNPs mit der Alzheimer Erkrankung zu belegen (Liu et al., 2007, Li et al.,
2008, Minster et al.,, 2008, Laumet et al., 2010). Anhaltspunkte flr eine
Verbindung der SNPs 8, 9 und 10 zu den AK kennzeichnenden
Liquorveranderungen von tau-Protein und [-Amyloid(1.42) konnten bisher

nicht erbracht werden (Kauwe et al., 2010, Reynolds et al., 2010).

Da die genannten SNPs in Intron-Bereichen des SORL1-Gens liegen, ist ihr
Einfluss auf die Transkription des Rezeptors und damit auf die AK-
Pathogenese vermutlich komplexen regulativen Mechanismen unterworfen.
Hierflr spricht, dass in Proben des temporalen Kortex von autopsierten,
gesunden Probanden eine signifikante Assoziation zwischen zwei SNPs
(rs7945931, rs229825) der 5-Region und der mRNA-Konzentration von
SORL1 identifiziert wurde (McCarthy et al., 2012).

Die untersuchten genetischen Varianten von McCarthy et al. hatten keinen
Einfluss auf die SORL1-mRNA in Proben des frontalen Kortex (McCarthy et
al., 2012).

Regional spezifische Veranderungen der cerebralen SORL1-Exprimierung im
Rahmen der Alzheimer Krankheit lassen sich im Liquor moglicherweise
schwer erfassen. Dieser Aspekt ist auch beim Analogieschluss von einer
verminderten neuronalen SORL1-Konzentration in  AK-spezifischen
Regionen, auf den verminderten Nachweis des Rezeptors im Liquor von AK-

Patienten, wie weiter oben beschrieben, zu beachten.
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Die erhobenen Daten unterstreichen die Bedeutung der SNPs 8, 9 und 10 als
wichtige Reprasentanten der 5’-Region des Gens fur die Exprimierung des
SORL1-Rezeptors. Besonders aufschlussreich kdonnte eine weiterfuhrende
Analyse der SNPs in Mild Cognitive Impairment-Kollektiven sein, um Effekte
dieser Region, die das Fortschreiten einer dementiellen Entwicklung

begunstigen oder behindern, zu erfassen.

4.2.2 tau-Protein und der SNP 4
Bei homozygoten Tragern des Minor-Allels (CC) in SNP 4 ist im AK-

Studienkollektiv (n=44) eine signifikante Erhdhung der Liquorkonzentration
des tau-Proteins messbar. Erhohte tau-Werte im Liquor sind unter anderem
bei der Alzheimer Krankheit ein charakteristisches, aber unspezifisches
Merkmal der fortschreitenden Neurodegeneration.

Vorangegangene Publikationen wiesen eine signifikante Assoziation der
Alzheimer Erkrankung mit dem Vorliegen mindestens eines T-Allels nach
(Cellini et al., 2009, Rogaeva et al., 2007). In anderen kaukasischen
Patientenkollektiven zeigten sich nur schwach oder nicht signifikante
Resultate fur SNP 4 (Minster et al., 2008, Feulner et al., 2009, Bettens et al.,
2008, Lee et al., 2007).

Bisher liegen nur wenige Daten zu den SORL1-SNPs in Verbindung mit AK-
Liquorparametern vor. Aktuelle Ergebnisse einer finnischen Fall-Kontroll-
Studie ergaben einen signifikanten Zusammenhang zwischen erhdhten p-
tau-Liquorkonzentartionen und auftreten des G-Allels in SORL1-SNP
rs73595277 (Elias-Sonnenschein et al., 2013).

Die von Kauwe et al. erhobenen Daten zu SNP 4 und R-Amyloid(42)-
Liquorkonzentrationen ergaben, wie in der vorliegenden Arbeit, keine
signifikanten Resultate (Kauwe et al., 2010).

Bei autopsierten AK-Patienten mit TC-Genotyp in SNP 4 stellten Grear et al.

eine verminderte Expression des SORL1-Rezeptors fest. Erganzend hierzu
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ging die Heterozygotie mit hoheren Braak und Braak Stadien einher (Grear
et al.,, 2009). Die Braak und Braak-Stadien klassifizieren das Ausmafl}
cerebraler Neurofibrillen bestehend aus aggregiertem tau-Protein.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um zu beleuchten durch welche
Mechanismen SNP 4 (Intron 1) zu pathologischen Prozessen beitragt, die

der tau-Erh6hung zugrunde liegen.

4.2.3 rs11600875

Sowohl im AK- als auch im MCI-Kollektiv kann keine signifikante Assoziation
des SNPs rs11600875 mit den untersuchten Liquorparametern festgestellt
werden.

Der SORL1-SNP rs11600875 liegt in Intron 3 des Gens. In Proben des
frontalen Kortex von Gesunden korrelierten die Genotypen TT und TC mit
einer erhdhten mRNA-Konzentration der SORL1-Splicing-Variante delta-2-
SORL1 (McCarthy et al., 2012). In der mRNA von delta-2-SORL1 ist Exon 2
nicht enthalten. Der Verlust von Exon 2 fuhrt zu einer Veranderung der
VPS10P-Doméane des SORL1-Proteins, deren funktionelle Bedeutung fur die
Interaktion mit dem Amyloid-Precursor-Protein noch unklar ist (McCarthy et
al., 2012). Die cerebrale Expression von delta-2-SORL1 scheint, im Vergleich
zu gesunden Kontrollen, bei AK-Patienten mit verminderter Gesamt-SORL1-
Konzentration unverandert zu sein (Grear et al., 2009).

In beiden hier untersuchten Patientenkollektiven liegt der TT-Genotyp, der im
Verdacht steht die posttranskriptionale Modifikation zu beeinflussen, in einer
Haufigkeit <6% vor und kann somit fur die statistische Auswertung nicht
berlcksichtigt werden. Um Effekte durch das Minor-Allel (T) von SNP
rs11600875 erfassen zu kdnnen, sind moglicherweise groldere Stichproben
erforderlich.  Zusatzlich  zur  Bestimmung der Gesamt-SORL1-
Proteinkonzentration konnte zuklnftig die spezifische ldentifikation von delta-
2-SORL1 im Liquor hilfreich sein.
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4.3 Analyse von SORL1-SNPs der 3’-Region

4.3.1 3-Amyloid(1.42) und die SNPs 22 und 23 sowie die
Haplotypen 19-21-23 und 22-23-24

Eine  signifikante = Assoziation mit  verminderten  3-Amyloid(1-42)-
Liquorkonzentrationen liegt innerhalb des AK-Kollektivs (n=44) bei Tragern
des T-Allels in SNP 22 und 23 vor.

In der Haplotypenanalyse gehen erniedrigte Werte des genannten
Biomarkers mit der Variante TCT fur 19-21-23 und der Variante TTC fur 22-
23-24 einher.

Bestehende Ergebnisse fur den Haplotypen 23-24-25 deuten auf
unterschiedliche Auspragungen abhangig von der Herkunft der untersuchten
Population hin und kénnen in der vorliegenden Arbeit nicht repliziert werden
(Rogaeva et al., 2007, Lee et al., 2008a, Lee et al., 2007). Effekte durch die
fraglich erkrankungsassoziierten Kombinationen TTC und ATC dieses
Haplotypen sind mdglicherweise nicht nachweisbar, da sie in beiden

Kollektiven nur in einer Haufigkeit von 10-13% vorkommen.

Die Ergebnisse einer Fall-Kontroll-Studie, die auf ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung der Alzheimer Krankheit bei Tragern des T-Allels in SNP22
hindeuteten, werden durch die nachgewiesene Assoziation desselben Allels
mit reduzierten R-Amyloid(1.42)-Konzentrationen bestatigt (Tan et al., 2009).
Aktuelle Daten von Caglayan et al. stellen bei AK-Patienten hingegen einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Homozygotie fur das Minor-Allel
(C) und verminderten cerebralen Konzentrationen des SORL1-Rezeptors
fest. Durch die Lage von SNP22 in Exon 27 des SORL1-Gens besteht die
Madglichkeit, dass Risiko-Allele die Struktur, Stabilitdt und Translation der
MRNA beeinflussen (Caglayan et al., 2012).
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Bemerkenswert im Hinblick auf die erwahnte Wirkung der SNPs in Exon-
Abschnitten des Gens ist, dass das T-Allel von SNP 23 (Exon 34) ebenfalls
mit einer erniedrigten 3-Amyloid(1.42)-Konzentration einhergeht. Der
Zusammenhang des Risiko-Allels T mit der Alzheimer Krankheit ist in
mehreren Datensatzen flr Patienten kaukasischer Herkunft und in einer
japanischen Fall-Kontroll-Studie bestatigt (Rogaeva et al., 2007, Kimura et
al., 2009). Eine hohe ethnische Heterogenitat der Resultate ist auch fur SNP
23 zu erwarten. Tan et al. wiesen bei Patienten chinesischer Abstammung
fur das A-Allel eine erhéhtes AK-Risiko nach (Tan et al.,, 2009). In einer
schottischen Geburtskohorte erzielten Trager des A-Allels im Alter von 70
Jahren signifikant niedrigere Punktwerte bei der Testung des raumlichen
Lernens (Houlihan et al., 2009).

Daruber hinaus existieren bisher nur wenige Daten, die eine Verbindung
zwischen SORL1-SNPs und Befunden klinischer Testinstrumente oder
bildgebender Verfahren herstellen (Seshadri et al., 2007). Cuenco et al.
analysierten SORL1-SNPs im Hinblick auf AK-typische Veranderungen im
Schadel-MRT (K et al., 2008). Die 3’-Region des Gens zwischen SNP 21-26
sowie Varianten der Haplotypen 22-23-24 und 23-24-25 waren in der
genannten Publikation mit cerebraler und besonders mit hippocampaler
Atrophie assoziiert (K et al., 2008).

Bei der Auswertung der Allele und Genotypen von SNP 19, 21, 24 und 25
sind keine statistisch robusten Korrelationen mit den genannten
Liquorparametern erkennbar. In anderen AK-Studienkollektiven, die Effekte
auf 3-Amyloid(1-42) und / oder tau-Protein im Liquor beleuchteten, zeigten sich
in Verbindung mit den SNPs 19, 24 und 25 auch keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede (Kolsch et al., 2009, Kauwe et al., 2010,
Reynolds et al., 2010).
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Aktuelle Daten weisen auf ein verandertes Leseraster der SORL1-mRNA bei
homozygoten Tragern des G-Allels in SNP 19 (Exon 25) hin, das zu einer
Beeintrachtigung der Expression des Rezeptors fuhren konnte (Caglayan et
al.,, 2012). Moglicherweise ist es den Stichprobengroen in beiden
Kollektiven geschuldet, dass der GG-Genotyp nur bei >5% der Untersuchten
vertreten ist und somit in der vorliegenden Arbeit nicht fur die statistische
Auswertung herangezogen werden konnte.

In zwei Fall-Kontroll-Studien mit Teilnehmern kaukasischer Herkunft ist die
signifikante AK-Assoziation der SNPs 19, 24, 25, wie bei Rogaeva et al.
beschrieben, ebenfalls nicht repliziert worden (Li et al., 2008, Minster et al.,
2008, Rogaeva et al., 2007).

Die Evaluation der Haplotypvarianten TCT fur 19-21-23 und TTC flur 22-23-
24 innerhalb des AK-Kollektivs (n=44) brachte eine signifikante Assoziation
mit verminderten 3-Amyloid1.42)-Liquorkonzentrationen hervor.

Kdlsch et al. wiesen in einer deutschen Multicenter-Studie erstmals einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Haplotyp 19-21-23
(TGA) sowie dem G-Allel in SNP 21 und erniedrigten BR-Amyloid(1-42)-
Konzentrationen nach (Kolsch et al., 2008). Erganzend dazu trug die
Variante TGA zu einem erhohten AK-Risiko und einem friheren
Erkrankungsbeginn bei (Kolsch et al., 2009). Diese Variante ist innerhalb des
AK-Kollektivs (n=44) nur bei 3% der Patienten zu finden.

Die AK-Assoziation fur die Kombination CTT des Haplotyps 22-23-24 wurden
von Rogaeva et al. in mehreren Datensatzen repliziert und trug zu einer
verminderten Expression von SORL1 in Lymphoblasten der Trager bei
(Rogaeva et al., 2007).
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegenden Daten tragen dazu bei genetische Varianten des SORL1-
Gens in einen Kontext AK-relevanter Liquorparameter zu stellen. Sie stlitzen
die Vermutung, dass der SORL1-Rezeptor eine funktionell bedeutsame Rolle
in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit spielt.

Die Ergebnisse innerhalb des MCI-Studienkollektivs stellen eine Verbindung
zwischen SNPs der 5’-Region des Gens und
Liquorkonzentrationserhohungen des SORL1-Proteins her.
Verlaufsuntersuchungen zur SORL1-Liquorkonzentration bei Probanden mit
Mild Cognitive Impairment kdnnten dazu beitragen Hinweise auf die fragliche
Schrittmacherfunktion des SORL1-Proteins in fruhen Stadien der Alzheimer
Erkrankung zu gewinnen. Zudem lie3en sich die Bedeutung einzelner SNP-
und Haplotyp-Varianten, sowie ihre fraglich protektiven Eigenschaften in
Langsschnitterhebungen genauer beurteilen.

In der vorliegenden Arbeit kann flir manche interessierenden SORL1-
Varianten keine statistisch aussagekraftige Haufigkeit erzielt werden. Die
Analyse groRerer MCI- und AK-Kollektive ware erforderlich, um diese
reprasentativ abbilden und ihre Einflisse beurteilen zu kénnen.

Wie erwahnt, gibt es Anhaltspunkte, dass SNPs der 5’-Region das Splicing
der SORL1-mRNA im Bereich von Exon 2 modifizieren. Gegenstand
zukunftiger Untersuchungen konnte die Identifikation veranderter Formen
des SORL1-Rezeptors in Liquorproben von Risko-SNP-Tragern sein.
Gegenwartig ist weitgehend unklar durch welche Mechanismen AK-
assoziierte SNPs die Transkription beeinflussen und welchen Anteil Slpicing-
Varianten an einer veranderten SORL1-Expression und einer damit
maoglicherweise verbundenen, gesteigerten Amyloidogenese haben.

Vor diesem Hintergrund ist die Assoziation von SORL1-SNPs und

Haplotypen mit AK-typischen tau- und R-Amyloid(1-42)-
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Liquorkonzentrationsanderungen zur indirekten Darstellung der Einfllisse
einzelner genetischer Varianten weiterhin bedeutsam.

Die vorliegenden Daten zu SNP 4 zeigen einen signifikanten Zusammenhang
zwischen erhdhten tau-Werten im Liquor und einer Homozygotie fur das C-
Allel innerhalb des Kollektivs mit diagnostizierter Alzheimer Krankheit.
Erganzend dazu und anknlUpfend an die genannten Resultate von Gear et
al., die eine Verbindung zwischen dem TC-Genotyp und héheren Braak und
Braak Stadien ergaben (Grear et al., 2009), ist vor allem SNP 4 in
Zusammenschau mit neuropathologischen gesicherten AK-Befunden
zukunftig interessant. Bei der Bewertung der Ergebnisse aus beiden hier
zugrunde liegenden Studienkollektiven ist zu beachten, dass eine endgultige
Diagnosesicherung der Alzheimer Erkrankung nur post mortem erbracht
werden kann.

Die ermittelte Assoziation der SNPs 22 und 23, sowie der Haplotypen 19-21-
23 und 22-23-24 mit B-Amyloid¢1.42) bei Patienten mit diagnostizierter
Alzheimer Krankheit starkt die bestehende Literatur zu Zusammenhangen
der 3’-Region des SORL1-Gens mit Liquorparametern. Die aktuellen
Ergebnisse sowie die Datenlage sprechen fur eine hohe Variabilitat der
risikoassoziierten Allele, Geno- und Haplotypen der SORL1-SNPs, die ihre
Replikation vor allem in kleineren Patientenstichproben erschwert. Weitere
Vergleichswerte zu Patienten kaukasischer Herkunft werden erforderlich
sein, um die Aussagekraft einzelner hier untersuchter, genetischer Varianten

besser beurteilen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Bei der Entstehung der sporadischen Alzheimer Krankheit spielt vermutlich
der neuronale Verlust des Sortilin-related-Receptors SORL1 eine
malfgebliche Rolle. Die Funktion von SORL1 besteht héchstwahrscheinlich
in der Protektion des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) auf intrazellularen
Transportwegen. Einzelne genetische Varianten sogenannte SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) innerhalb des SORL1-Gens weisen eine
Assoziation mit einem erhdohten Erkrankungsrisiko auf.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es Einflisse von 11 risikoassoziierten
SORL1-SNPs auf die Konzentrationen des tau-Proteins, von 3-Amyloid(1.42),
sAPPa, sAPPB, des SORL1-Proteins sowie der Enzymaktivitat von BACE1
im Liquor zu untersuchen. Die erhobenen Daten stammen aus zwei
Studienkollektiven, bestehend aus 44 Patienten mit klinisch wahrscheinlicher
Alzheimer Krankheit und 61 Patienten mit Mild Cognitive Impairment.

Unter BerUcksichtigung der bestehenden Literatur wurden reprasentativ fur
die 5’-Region des Gens die SNPs 4, 8, 9, 10 und erganzend dazu SNP
rs11600875 ausgewahlt, sowie die innerhalb der 3’-Region lokalisierten
SNPs 19, 21, 22, 23, 24 und 25.

Die Genotypisierung der Patienten-DNA erfolgte mit Hilfe von Tagman-
Assays der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA) in einem Real-
Time-PCR-Verfahren.

Bei den Studienteilnehmern mit Mild Cognitive Impairment zeigt sich bei
homozygoten Tragern des Minor-Allels der SNPs 8, 9 und 10 eine signifikant
erhohte SORL1-Konzentration im Liquor. MCI-Patienten, die die Variante
CGT des Haplotypen SNP 8-9-10 tragen, weisen eine verminderte SORL1-

Liquorkonzentration auf.
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Eine Assoziation zwischen einer erhohten tau-Konzentration und einer
Homozygotie fur das C-Allel in SNP 4 besteht innerhalb des
Alzheimerkollektivs. Verminderte 3-Amyloid1.42)-Liquorkonzentrationen liegen
bei Tragern des T-Allels in SNP 22 und 23 des AK-Kollektivs vor. Die
Haplotypen TCT fir SNP 19-21-23 und TTC fur SNP 22-23-24 korrelieren
ebenfalls mit niedrigeren R-Amyloid(1.42-Konzentrationen im Liquor.

Eine Assoziation der untersuchten SORL1-SNPs und Haplotypen mit dem
APOE-¢4-Allel, den Liquorkonzentrationen von sAPPa und sAPP, oder der
BACE1-Aktivitat im Liquor kann in beiden Studienkollektiven nicht festgestellt
werden. Die vorliegenden Daten tragen dazu bei SORL1-SNPs in einen
Kontext AK-relevanter Biomarker zu stellen und unterstreichen die
funktionelle Bedeutung des SORL1-Rezeptors fur die Pathogenese der
Alzheimer Krankheit. Die Ergebnisse sprechen fir eine weiterfihrende
Analyse von SORL1-SNPs, sowie der SORL1-Liquorkonzentration bei
Patienten mit Mild Cognitive Impairment, um deren Einflisse in frihen
Erkrankungsstadien erfassen zu kdénnen. Erganzend sind genetische
Untersuchungen erforderlich, um Effekte einzelner SORL1-SNPs auf die

Expression des Rezeptors naher zu beleuchten.
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9 Anhang

Ubersichtstabelle 1: SORL1 SNPs Allel- und Genotypverteilung

Alle Patienten AK MCI Alle Patienten AK MCI

SNP | Database Polymorph. | Allel Genotyp
NI n % nl % n % n % n % n %
SNP4 rs661057 CIT C 62| 40.5 26| 41.3 36| 40.0 TT 43| 41.0 18| 40.9 25| 410
T 91| 59.5 37| 58.7 54| 60.0 CT 48| 457 19| 432 29| 475
cC 14| 13.3 7| 15.9 71 115
SNP8 rs668387 T/IC C 92| 60.1 37| 56.1 55| 63.2 CC 44| 41.9 15| 34.1 29| 475
T 61| 39.9 29| 43.9 32| 36.8 CT 48| 457 22| 50.0 26| 42.6
TT 13| 124 7| 15.9 6| 9.8
SNP9 rs689021 AIG A 61| 39.9 29| 43.9 55| 63.2 GG 44| 41.9 15| 34.1 29| 475
G 92| 60.1 37| 56.1 32| 36.8 AG 48| 457 22| 50.0 26| 42.6
AA 13| 124 7| 15.9 6| 9.8
SNP10 | rs641120 CIT C 61| 401 29| 446 55| 63.2 TT 44| 41.9 15| 34.1 29| 475
T 91| 599 36| 55.4 32| 36.8 CT 47| 44.8 21| 47.7 26| 426
CcC 14| 13.3 8| 18.2 6| 9.8
SNP19 | rs2070045 GIT G 45| 31.0 18| 30.0 27| 31.8 TT 60| 571 26| 59.1 34| 557
T 100| 69.0 421 70.0 58| 68.2 GT 40| 38.1 16| 36.4 241 39.3
GG 5/ 4.8 2| 45 3| 4.9
SNP21 | rs18ex26 G/C C 104 | 92.0 441 88.0 60| 95.2 cC 96| 914 38| 86.4 58| 95.1
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9| 8.0 6| 12.0 3| 4.8 CG 8| 7.6 13.6 2| 33

GG 1 1.0 0 1 1.6

SNP22 | rs1699102 CIT 58| 38.4 22| 36.7 36| 39.6 T 47| 44.8 22 50 25| 41.0
93| 61.60 38| 63.3 55| 604 CT 46| 43.8 16| 36.4 30| 49.2

CcC 121 114 6| 13.6 6| 9.8

SNP23 | rs3824968 AT 57| 37.7 23| 37.7 34| 37.8 T 48| 457 21| 47.7 27| 443
94| 62.2 38| 62.3 56| 62.2 AT 46| 43.8 17| 38.6 29| 475

AA 11| 10.5 6| 13.6 5 82

SNP24 | rs22822649 T/C 98| 64.9 40| 64.5 58| 65.2 CcC 52| 495 22| 50.0 30| 49.2
53| 351 22| 35.5 31| 3438 CT 46| 43.8 18| 40.9 28| 459

T 7| 6.7 4| 91 3| 4.9

SNP25 | rs1010159 CIT 60| 39.2 25| 403 35| 385 TT 45| 429 19| 432 26| 426
93| 60.8 37| 59.7 56| 61.5 CT 48| 457 18| 40.9 30| 49.2

CC 121 114 7| 15.9 5| 8.2

rs11600875 T/C 104| 81.2 43| 78.2 61| 83.6 CC 81| 771 32| 727 49| 80.3

24| 18.7 12| 21.8 12| 164 CT 23| 219 11 25 12| 197

TT 1 1 1 2.3 0 0
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Ubersichtstabelle 2: SORL1-Haplotypverteilung

Alle Patienten AK MCI

SNP | Haplotyp n % n % n %
8 CAC 48 11.0 22 11.3 26 10.7

9 TGT 47 10.8 21 10.8 26 10.7

10 CAT 47 10.8 21 10.8 26 10.7
TGC 48 11.0 22 11.3 26 10.7

CGC 48 11.0 22 11.3 26 10.7

TAT 47 10.8 21 10.8 26 10.7

CGT 91 20.8 36 18.6 55 225

TAC 61 14.0 29 14.9 32 13.1

19 GCA 44 18.3 18 17.5 26 19.0
21 TGT 9 3.8 6 5.8 3 22
23 GCT 36 15.0 13 12.6 23 16.8
TGA 1.3 3 29 0 0.0

GGA 0.8 2 1.9 0 0.0

TCT 92 38.3 38 36.9 54 39.4

GGT 2 0.8 2 1.9 0 0.0

TCA 52 21.7 21 20.4 31 22.6

22 CAC 47 11.5 17 11.0 30 11.8
23 TTT 42 10.3 16 10.4 26 10.2
24 CAT 51 12.5 20 13.0 31 12.2
TTC 93 22.9 38 247 55 21.7

CTC 47 11.5 16 10.4 31 12.2

TAT 42 10.3 16 10.4 26 10.2

CTT 40 9.8 14 9.1 26 10.2

TAC 45 11.1 17 11.0 28 11.0

23 ACC 49 11.8 19 11.9 30 11.8
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24 TTT 41 9.9 15 9.4 26 10.2
25 ACT 45 10.9 16 10.1 29 11.4
TTC 42 10.1 16 10.1 26 10.2
ATC 53 12.8 22 13.8 31 12.2
TCT 93 22.5 37 23.3 56 22.0
ATT 41 9.9 15 9.4 26 10.2
TCC 49 11.8 19 11.9 30 11.8
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