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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Alzheimer Demenz

Die nach Alois Alzheimer (1864-1916) benannte Alzheimer’sche Demenz (AD) ist eine
degenerative Hirnerkrankung, an deren Entstehung multiple Prozesse beteiligt sind. Weitldufig
wird sie Alzheimer Demenz, Morbus Alzheimer, Alzheimer’sche Erkrankung oder senile
Demenz vom Alzheimer-Typ (SDAT) genannt.

Die AD ist eine der hdufigsten Erkrankungen im Alter. Es wird unterschieden zwischen
der AD mit frithem Beginn (< 65. Lebensjahr) und schnellem Verlauf, sowie der weit hdufigeren
AD mit spidtem Beginn (> 65. Lebensjahr) und langsamem Verlauf. Die weltweite Pravalenz lag
2006 bei 26,6 Millionen Menschen und bis zum Jahr 2050 wird eine Vervierfachung erwartet,
was hiele, dass 1 von 85 Personen an AD erkrankt wiren (Brookmeyer et. al., 2007). Dabei
nimmt die Prdvalenz exponentiell mit dem Lebensalter zu und erreicht in der Altersgruppe der
80-89 jédhrigen etwa 24-33 % Ferri et al., 2005). Die Inzidenz steigt ebenfalls mit dem Alter; in
der Gruppe der iiber 65-jahrigen liegt sie bei 1,5 % pro Jahr (Bickel und Copper, 1994). Die
natiirlichen Vorgidnge des Alterns sind also ein wesentlicher Risikofaktor fiir die AD. In einer
umfassenden Studie zeigen Lautenschlager et al. (1996) eine altersabhéngige Risikokurve, die
asymptotisch bei einem Risiko von 38 % im Alter von 85 Jahren auslauft.

Neben dem unvermeidbaren Alterungsprozess beeinflussen genetische Dispositionen und
individuelle  Lebensbedingungen das Erkrankungsrisiko. Beispielsweise steigt die
Wahrscheinlichkeit, wenn in der Vergangenheit ein Schéidel-Hirn-Trauma mit Bewusstlosigkeit
vorlag (Mortimer et al., 1985) oder die Mutter bei der Geburt iiber 40 Jahre alt war (Rocca et al.,
1991). Ein hohes Ausbildungsniveau und lebenslange geistige Beanspruchung sollen die
Wahrscheinlichkeit an einer symptomatischen AD zu erkranken verringern (Bennett et al., 2003).
Daneben werden auch endokrine Erkrankungen wie eine Schilddriisenunterfunktion (Heyman et
al., 1984; Breteler et al., 1991) oder Diabetes mellitus (Adolfsson et al., 1980; Leibson et al.,
1997) mit der AD assoziiert. Auch ein Zusammenhang zwischen Fetten, insbesondere
Cholesterin, und der Alzheimer Krankheit wird angenommen. Im Hinblick auf Umweltfaktoren
wird ein Einfluss von erhohtem Nikotinkonsum diskutiert. Oddo et al. (2005) zeigen in einem
transgenen Mausmodell, dass Nikotineinkonsum die Alzheimerpathogenese negativ beeinflusst.

Es handelt sich also um eine multifaktorielle Erkrankung, fiir deren Entstehung neben
natiirlichen  Alterungsprozessen sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren

verantwortlich sind.



1.2 Klinik, Prognose und Therapie der Alzheimer Demenz

Das klinische Bild der Alzheimer Demenz ist durch ein komplexes Storungsmuster
charakterisiert. Eindeutige Symptome treten erst auf, wenn die Krankheit schon in
fortgeschrittenem Stadium ist. Zu Beginn sind diese unspezifisch, so dass erst nach Manifestation
charakteristischer, neuropsychologischer Ausfille die klinische Diagnose gestellt werden kann.
Es handelt sich um eine Ausschlussdiagnose, denn Erkrankungen wie Altersdepression,
Entziindung der Hirngefde (Vaskulitis), B-12- und Folsduremangel, ein Schlaganfall, die
Neurosyphilis, chronischer Alkoholabusus und Medikamentenmissbrauch filhren zu einem
dhnlichen klinischen Krankheitsbild. Zu diesem gehoren vor allem Vergesslichkeit,
Wortfindungsstorungen, Schwierigkeiten beim Rechnen, Lesen, Schreiben,
Orientierungsstorungen (Haupt et al., 1992) und nicht zuletzt psychische Veranderungen, die sich
in Antriebslosigkeit, Angstlichkeit, psychomotorischer Unruhe, Depressivitit, Wahnbildung und
Aggressivitit duBlern (Mendez et al., 1990; Patterson et al., 1990).

Das Fortschreiten der AD ist unaufhaltsam, wobei die Personlichkeit des Patienten noch
lange erhalten bleiben kann. Spétestens in den Endstadien ist jedoch eine selbstindige
Lebensfiihrung nicht mehr moglich. Die Sprache verarmt zunehmend und auch das
Sprachverstindnis geht verloren (Chobor und Brown, 1990). Im weiteren Verlauf kann es zu
Verwirrtheitszustinden kommen mit Unruhe und Erregbarkeit, sowie Misstrauen mit
Bestehlungs- und/oder Verfolgungswahn. Haufig sind Erkrankte unfdhig Gesichter naher
Angehoriger zu erkennen. Nicht selten kommt es dann zu einer progredienten Kachexie, die
meist nach 5-10 Jahren durch interkurrente Erkrankungen zum Tode fiihrt.

Die AD ist zwar nicht heilbar, jedoch ist es mdglich Symptome zu verringern. Hier
kommen zentrale Acetylcholinesterasechemmer wie z. Bsp. Donepezil, Rivastigmin und
Galantanin und NMDA-Modulatoren wie Memantin zum Einsatz. Die symptomatische
Behandlung der Verhaltensstorungen spielt bei der Therapie eine wesentliche Rolle, da sie die
Lebensqualitéit der Patienten erhoht und den Umgang Angehoriger und des Pflegepersonals mit
thnen erleichtert. Dariiber hinaus werden ein kognitives Training, Ergotherapie und eine
Bewegungstherapie empfohlen. Einen besonderen Stellenwert hat auch die psychosoziale
Betreuung sowie eine psychotherapeutische Beratung und Behandlung der Patienten unter
Einbeziehung ihrer nichsten Angehorigen und der sozialen Hilfsdienste (Berlit, 2007).

Therapien, welche die AD in frithen Stadien positiv beeinflussen kénnen und damit

natiirlich auch Methoden der Fritherkennung, sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Hier gibt
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es vielseitige Ansatzpunkte. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Patienten, die auf
Grund erhohter Cholesterinspiegel mit Cholesterinsenkern behandelt werden, seltener an
Alzheimer erkranken. Fassbender et al. (2001) beobachten in diesem Zusammenhang, dass
Cholesterinsenker die Konzentration von Amyloidplaques in der Hirnfliissigkeit verringern.
Andere Studien zeigen, dass Patienten, die an inflammatorischen Erkrankungen wie die
Rheumatoide Arthritis leiden und deshalb iiber Jahre mit entziindungshemmenden,
nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID, Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs) behandelt
werden, eine reduzierte Inzidenz der AD haben (Jenkinson et al., 1989; McGeer et al., 1990).
Angesichts solcher Kenntnisse wird in pharmako-epidemiolgischen Studien die Wirkung von
NSAID auf die AD untersucht (Beard et al., 1998; Breitner et al., 1996). In Anbetracht der
Tatsache, dass Entziindungsmediatoren, wie zum Beispiel auch das Interleukin-6 (IL-6), bei
jungen, gesunden Probanden kaum nachweisbar sind, aber mit zunehmenden Alter schon bei
Probanden ohne Erkrankungen messbar werden (Ershler 1993; Ershler et al.,1993; Wei et al.,
1992), liegt die Uberlegung nahe, antiinflamatorische Medikamente prophylaktisch oder

therapeutisch einzusetzen.

1.3 Pathologie der Alzheimer Demenz

Entstehung und Verlauf der AD sind zunichst durch Verlust synaptischer Verbindungen
gekennzeichnet, in deren Folge Neuronen absterben. Pathohistologische Konsequenz der
abnehmenden Neuronendichte (Struble et al., 1982) sind eine generalisierte Vergroferung der
Ventrikel und Sulci und eine kortikale Atrophie, wobei insbesondere der Hippokampus, der
enterorhinale Kortex und der Neokortex betroffen sind.

Die in Folge dieser Degeneration ausgeldsten pathologischen Prozesse sind vielseitig und
ihre morphologischen Phdnomene werden bereits von Alois Alzheimer beschrieben.

Das histologische Bild der AD ist von neuritischen Plaques, bestehend aus
B-Amyloidablagerungen (B-Amyloidplaques, B-Amyloid), gekennzeichnet, die von einer
Entziindungsreaktion umgeben sind, welche durch aktivierte Glia und eine Vielzahl von
Entziindungsmediatoren charakterisiert ist (Mrak et al., 1995). Dariiber hinaus erginzen
Neurofibrillenbiindel (Tangels) sowie eine ausgeprigte Angiopathie (Shi et al., 2000; Yamada,
2000) das pathohistologische Bild der AD.
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Amyloidplaques

Die Bildung unloslicher Amyloidplaques aus PA4-Proteinen gilt als zentraler
Pathomechanismus fiir die AD. Beta bezeichnet die B-Faltblattstruktur des 42 Aminosduren (AS)
langen Proteins, das ein Molekulargewicht von 4 Kilodalton hat (daher BA4). Die BA4-Proteine
entstehen bei der Spaltung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP, Amyloid-Vorldufer-Protein).

APP ist ein Typ I Membranprotein, das ubiquitdr im Organismus vorkommt. Es wird
angenommen, dass zu seinen physiologischen Aufgaben die Bindung von Metallionen und
Heparin gehort, und dass es am Kalziummetabolismus (Mattson et al., 1993) sowie an
transmembraner Signaltransduktion (Nishimoto et al., 1993) beteiligt ist. Dariiber hinaus besitzt
es Zelladhdsions- und Wachstumsfaktoreigenschaften.

Nach seiner Synthese wird das APP als Transmembranprotein in die Zellmembran
aufgenommen und innerhalb dieser proteolytisch gespalten. Infolge dieser Spaltung bleibt das
langere N-terminale Ende des APP an die Zellmembran gebunden und die entstehenden
BA4-Proteine werden frei. Je nach Spaltmodus entstehen 40-43 AS lange Fragmente, die aus
transmembranen und extrazelluliren Teilen des APP bestehen (Glenner und Wong, 1984;
Masters et al., 1985). Die irreversible Aggregation dieser Fragmente fiihrt zu den
charakteristischen, unloslichen und nicht abbaubaren Amyloidplaques. Eine exakte Spaltung
scheint sowohl qualitativ als auch quantitativ von Bedeutung zu sein. Das Loslichkeitsverhalten
und damit die Aggregationsneigung der BA4-Proteine hdngen mafgeblich von der Linge des
hydrophoben Teils und der Menge abgespaltener Proteine insgesamt ab. Besonders amylogen ist
das 42 AS lange BA4-Protein (AP.42), welches den weitaus grofBeren Anteil der Amyloidplaques
ausmacht.

Es werden drei fiir die APP-Spaltung verantwortliche Sekretasen beschrieben, die als
a-, B- und y-Sekretasen bezeichnet werden. Die physiologische Spaltung erfolgt durch die
a-Sekretase. Diese schneidet das APP innerhalb der PA4-Sequenz, wodurch I6sliche
BA4-Proteine entstehen. Fiir die Entstehung von BA4—Proteinen mit hoher Aggregationsneigung
sind die B- und y-Sekretasen verantwortlich. Dieser ,,amyloidogene Weg* ist zwar auch im
gesunden Organismus aktiv, hat aber dort eine untergeordnete Bedeutung. Das APP wird dabei
zundchst durch die B-Sekretase, dass sogenannte beta-site APP-cleaving enzyme 1 (BACE 1,
B-ACE) (Vassar et al., 1999), gespalten. Anschlieend 16st die so genannte y-Sekretase das
39 - 43 AS lange Peptid aus der Zellmembran. Besonderheit ist, dass diese Proteolyse inmitten

der Zellmembran stattfindet. Bei der y-Sekretase handelt es sich nicht um ein einfaches Enzym
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bzw. Protein, sondern um einen Proteinkomplex bestehend aus Presenilin, Nicastrin, Aph-1

(anterior pharynx-defective 1) und Pen-2 (presenilin enhancer 2) (De Stropper, 2003).

Neurofibrillenbiindel

Neben den Amyloidplaques tragt die Entstehung von Neurofibrillenbiindeln, auch Tangels
genannt, ma3geblich zum neuropathologischen Bild der AD bei. Neurofibrillenbiindel sind paarig
angeordnete, helikale Filamente, die sich aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen
zusammensetzen. Tau-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Organisation von Mikrotubuli,
wobei ihre Aktivitit iiber den Phosphorylierungsgrad spezifischer Serin- und Threoninreste
reguliert wird (Mandelkow et al., 1996). Durch Hyperphosphorylierung verliert das Protein seine
Bindungsfihigkeit an die Mikrotubuli und damit an Stabilitit. Als Folge sterben die betroffenen
Zellen ab (Roush, 1995). Im Gegensatz zur Menge der Plaques korreliert die Menge an
Neurofibrillen gut mit der Schwere der Erkrankung (Gomez-Isla et al., 1997).

Einfluss immunologischer- und inflammatorischer Prozesse auf die Entstehung von AD
Ohne genaue Kenntnisse iliber die pathogenetischen Prozesse immunologischer und
inflammatorischer Reaktionen zu haben, wird angenommen, dass diese einen entscheidenden
Einfluss auf die Entstehung der AD nehmen (Aisen et al., 1997; Lanzrein et al., 1998). Die Abb.
1 nach Eikelenboom und Veerhuis (1996) zeigt, in welchem Rahmen das Immunsystem die

Plaquebildung beeinflussen kdnnte und wie es dabei zur Neurodegeneration kommt.
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Abb. 1: Einfluss von Entziindungsfaktoren auf die Neurodegeneration nach Eikelenboom

und Veerhuis (1996)

Initialer Schritt der Pathogenese ist der fehlerhafte APP-Metabolismus mit resultierender
zerebraler Ablagerung von PBA4-Proteinen in niedriggradig fibrillirer Form (1). In friihen,
diffusen Amyloidplaques kann nur schwache Komplementaktivitidt nachgewiesen werden, deren
Menge kaum ausreicht, um Mikrogliazellen zu aktivieren. Geringe Mengen des
Komplementfaktors Cl1q fiihren jedoch zur Komplementaktivierung (2). Nach langsamer
Organisation der diffusen Plaques in hochgradig fibrilldre, bzw. kompakte Plaques (3) fiihrt dann
eine direkte Komplementaktivierung durch hochgradig fibrillire fA4-Plaque (4) zur Aktivierung
von Mikrogliazellen (5). Diese exprimieren darauthin Komplementrezeptoren (CR3 und CR4)
auf ihrer Zelloberflache und erhéhen aullerdem die Produktion der Komplementfaktoren Clq, C4
und besonders C3 (Haga et al., 1993) (6), die sich ihrerseits um die Plaques anordnen. Diese
Komplementfaktoren beschleunigen wiederum in erhéhtem Mafle die Umformung der diffusen

Plaques in kompakte (7) und aktivieren chemotaktisch Mikrogliazellen (6).
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Die Mikroglia wird als Hauptproduktionsort der Komplementfaktoren gesehen. Als
Makrophagen des zentralen Nervensytems (ZNS) sind sie jedoch auch in der Lage
Amyloidplaques abzubauen. Werden Mikrogliazellen von Ratten mit BA4-Peptiden oder
Komplementfaktor C1q (Eikelenboom und Veerhuis, 1996) oder C3 (Colton und Gilbert, 1987)
stimuliert, konnen Superoxidanionen nachgewiesen werden (8). Dariiber hinaus scheint auch
B-Amyloid selbst die Bildung von Radikalen zu induzieren (McDonald et al., 1997; Pappolla et
al., 1998). Die neurotoxische Wirkung dieser freien Radikale fiihrt zur Degeneration von
Neuronen mit zunehmender Hirnatrophie und daraus folgender klinischer Symptomatik.

Zytokine (10) sind die Mediatoren der so genannten Akutphase-Reaktion, in der als
Antwort auf pathologische Prozesse unter anderem Fibrinogen, C-Reaktives-Protein (CRP),
al-Antichymotrypsin (ACT) und oa2-Makroglobulin (02-M) ausgeschiittet werden. Zu den
Zytokinen gehort auch das Interleukin 1 (IL-1) und IL-6. Fiir IL-1, dessen Hauptbildungsort im
Gehirn Mikrogliazellen sind (11), konnte gezeigt werden, dass es in vitro die APP-Expression in

Endothelzellen (Goldgaber et al., 1989) und Astrozyten (Rogers et al., 1999) erhoht.

IL-1B
IL-6
Akutphase-Proteine:  Klasse 1 Akutphase-Proteine:  Klasse 2
. C-Reaktives Protein e a,-Makroglobulin
e  Komplementfaktor C3 e al-Antichymeotrypsin

Abb. 2: Zytokin-Akutphase-Protein-Kaskade nach Wood et al. (1993)
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In Abb. 2 nach Wood et al. (1993) wird die Zytokin-Akutphase-Protein-Kaskade
dargestellt. Es gibt im Gehirn zwei molekulare Formen (IL-1a und IL-18) (Wood et al., 1993),
die sich von unterschiedlichen Genen ableiten lassen. Nach posttranslationaler Modifikation ist
IL-1pB in der Lage, Astrogliazellen zur Zellteilung anzuregen und die Produktion von IL-6 und
Akutphase-Proteinen zu induzieren. Letztere konnen in zwei Klassen eingeteilt werden. Zur
Klasse 1 gehdren Proteine, deren Expression gemeinsam von IL-1 und IL-6 stimuliert wird. Die
Expression der zur Klasse 2 gehdrenden Proteine wird von IL-6 alleine reguliert. Von besonderer
Bedeutung ist hier das a2-M. Als potentester der im menschlichen Organismus vorkommenden
Proteinaseinhibitoren spielt dieses Protein moglicherweise bei der Inhibierung der
physiologischen APP-Spaltung eine wichtige Rolle. In vivo sind a2-M wie auch IL-6 in erhohtem
MafBle in den APP-Plaques nachweisbar, wihrend sie in Gehirnen altersgleicher, gesunder
Probanden nicht messbar sind (Bauer et al., 1991). In vitro kann durch Stimulation von humanen
SH-SY5Y Neuroblastomazellen mit IL-6 eine erhohte a2-M-Synthese induziert werden (Strauss
et al.,, 1992). Diese Neuroblastomazellen dhneln morphologisch differenzierten Neuronen und
zeigen unbehandelt eine vergleichbar schwache o2-M-Immunorektivitit wie sie in normal
gealterten Gehirnen gemessen werden kann.

Insgesamt kann eine enge Kausalitit zwischen der AD und inflammatorischen Prozessen
angenommen werden. Insbesondere auch das IL-6 scheint hierbei eine Rolle zu spielen.
Astrozyten, die den Hauptanteil der Gliazellen, also das so genannte Stiitzgeriist der Neuronen
bilden, tragen Rezeptoren fiir Interleukin-1 (IL-1) (Ban, 1994; Rubio, 1994) und es wird
angenommen, dass sie auch Interleukin-6-Rezeptoren (IL-6R) exprimieren (Gottschall et al.,
1994; Norris und Benveniste, 1993). Bei Untersuchungen von post mortem Hirngewebe von
Alzheimerpatienten werden in kompakten Plaques reaktive Astrozyten (Frederickson, 1992,
Nieto-Sampedro, 1987) und in nahezu allen Plaquestadien aktivierte Mikroglia (McGeer et al.,
1993) nachgewiesen. Dariliber hinaus wird eine Vielfalt von Entziindungsmediatoren wie
Komplementfaktoren (Clq, C4, C3) (Eikelenboom et al., 1982), IL-1 (Griffin et al., 1989), IL-6
(Bauer, 1991, Bauer et al., 1992) und der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) (Fillit et al., 1991) mit
deutlich hoherer Aktivitdt gefunden, als es unter physiologischen Bedingungen der Fall ist.
Erhohte IL-6-Konzentrationen sind in mehreren Studien besonders in den niedriggradig diffusen
Plaques, also in frithen Stadien nachweisbar (Strauss et al., 1992; Hiill et al., 1995 und 1996).

Vor niherer Betrachtung des Interleukin-6 folgt zundchst ein Uberblick iiber die

Alzheimer-Genetik.
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1.4 Risikogene fiir die Entstehung der Alzheimer Demenz

Um die Entstehung der AD vorzubeugen, oder die Progredienz der Erkrankung zu
verzogern, ist das frithzeitige Wissen um das Alzheimerrisiko eines Menschen wichtig.
Resultierend ist die Suche nach genetischen Markern von groflem Interesse. Schon in den 30er
Jahren wurde eine familidre Haufung beobachtet (Critchley, 1933; Schottky, 1932) und eine
positive Familienvorgeschichte als wichtiger Risikofaktor fiir die AD gesehen (Mohs et al.,
1987). Es wird unterschieden zwischen genetischen Variationen, die zur autosomal dominant
vererbten, familidren AD flihren und solchen, bei denen es zur nicht-familidren, sporadischen AD

kommt.

Autosomal dominant vererbte Risikogene der Alzheimer Demenz

Die autosomal dominant vererbte Form betrifft nur etwa 1 % der Alzheimerpatienten, die
in der Regel frith erkranken (< 65. Lebensjahr). Es sind drei Gene bekannt, die nach
Mendel’schen Regeln vererbt werden. Es handelt sich bei diesen Genen, die durch
Kopplungsanalysen identifiziert werden konnten, um das APP-Gen und das Presenilin-1- und

Presenilin-2-Gen (PS-1 und PS-2).

Das Amyloid-Precursor-Protein-Gen

APP ist, wie zuvor beschrieben, ein ubiquitir vorkommendes Membranprotein. Durch
unterschiedliche Spaltung der messenger RNA (mRNA) existieren Isoformen mit
unterschiedlicher Aminosédureldnge (395, 563, 695, 751, 770). Die 751 und 770 AS langen
Formen enthalten eine Proteinase-Inhibitor-Doméne im extrazelluliren Bereich (Tanzi et al.,
1988; Ponte et al., 1988), welche bei der Hauptisoform in Neuronen, dem 695 AS langen
Molekiil, fehlt.

Das APP-Gen, welches das Amyloid-Precursor-Protein codiert, liegt auf Chromosom 21
(21g21) und ist in 19 Exone unterteilt (Price et al., 1995). Es sind etwa 33 verschiedene
Mutationen bekannt (www.alzforum.org), die den Spaltungsvorgang des APP zu beeinflussen
scheinen. So fiihrt beispielsweise die schwedische Mutation in den benachbarten Codons 670 und
671 (Mullan et al., 1992) zur Mehrproduktion aller Amyloidfragmente (Lannfelt et al., 1994),
wihrend Mutationen im Codon 171 (Chartier-Harlin et al., 1991) bei transgenen Miusen zu
erhohter Apj.4z-Produktion fiihren und gleichzeitig eine reduzierte Lernfdhigkeit der Tiere

beobachtet werden kann (Games et al., 1995). Bei der Trisomie 21 (Down-Syndrom) liegt das
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APP-Gen drei Mal vor. Es wird angenommen, das bereits infolge der daraus resultierenden
vermehrten Produktion von APP schon um das 30. Lebensjahr ein Plaquestadium erreicht wird,

bei dem AD-typische Symptome auftreten (Holland und Oliver, 1995; Mann, 1989).

Die Presenilin-Gene

Mutationen im Presenilin-1- und Presenilin-2-Gen fiihren ebenfalls zu Verdnderungen im
BAPP-Metabolismus (Lemere et al., 1996), die mit erhohter BA4-Produktion einhergehen.

Das Presenilin-1 liegt auf Chromosom 14 (14q24.3) (Sherrington et al., 1995). Es sind
mehr als 180 Mutationen beschrieben, die den BAPP-Metabolismus unterschiedlich beeinflussen
(www.alzforum.org). Mutationen des PS-1 sollen zu 30 % bis 50 % fiir die monogen vererbte AD
mit frilhem Krankheitsbeginn verantwortlich sein (Hutton et al., 1996). In Tiermodellen
transgener Maiuse, welche PS-1-Mutationen tragen, konnte erhohte Afj.4-Produktion
nachgewiesen werden (Duff, 1997).

Das Presenilin-2 ist auf Chromosom 1 (1q31-42) lokalisiert. Es sind etwa 14 Mutationen
bekannt (www.alzforum.org), die mit einem Krankheitsbeginn von 44 bis 77 Jahren korrelieren
(Rogaev et al., 1995; Tedde et. al., 2003). Im Gegensatz zum PS-1 soll die Variation von PS-2
innerhalb einer Familie grofer sein (Schellenberg, 1995).

Wie beim APP handelt es sich bei den Presenilinen um ubiquitir im Organismus
vorkommende Membranproteine, die gehduft in Nervenzellen auftreten. Sie sind jedoch nicht in
der duBeren Zellmembran, sondern in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert. Der strukturelle Aufbau dieser Proteine dhnelt sich sehr (Rogaev et al., 1995) und sie
sind - wie bereits im Vorfeld erwéhnt (siche 1.3) - Bestandteil der y-Sekretasen, womit sie eine
besondere Bedeutung fiir die Alzheimerpathogenese haben. So zeigen beispielsweise Studien mit
Mausen, in denen das Presenilin-1-Gen entfernt wurde, eine deutlich verringerte y-Sekretasen-
Aktivitdit (De Stropper et al.,, 1998), wihrend bei Knockout-Méusen fiir Presenilin-1 und
Presenilin-2 kein APP mehr nachgewiesen werden konnte (Herremann et al., 2000; Zhang et al.,

2000).

Die nicht-familiéire, sporadisch entstehende Alzheimer Demenz

Bei den viel hdufigeren, sporadischen Fillen der AD handelt es sich fiir gewdhnlich um
den AD-Typ mit spitem Beginn (> 65. Lebensjahr). Zahlreiche genetisch-epidemiologische
Studien zeigen, dass das AD-Risiko in der Allgemeinbevolkerung ebenfalls an genetische

Faktoren gebunden ist und bei ca. 30-50 % liegt (St. George-Hyslop, 1999). Als nicht-familidres,
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sporadisch auftretendes Risikogen ist vor allem das Apolipoprotein E-Gen (ApoE), das in der
Literatur als gesichertes Risikogen gilt, von Bedeutung.

In den letzten Jahren werden in der Alzheimerforschung in zunehmender Zahl
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefiihrt, deren Ergebnisse in einer Online-
Datenbank zusammengefasst werden (http://www.alzgene.org). Diese Studien liefern bislang vor
allem Hinweis fiir Mutationen, die mit dem ApoE-Gen assoziiert sind, d. h. im Linkage-
Disequilibrium mit diesem liegen, ohne signifikante neue Genorte beschreiben zu kdnnen. Jiingst
ist jedoch eine GWAS mit deutlich hoherer Power, als die der vorrangehenden Studien,
durchgefiihrt worden, die neben den bekannten Assoziationen zum ApoE-Gen zwei neue,
signifikante Risikogene beschreibt (Harold et al., 2009). Hierbei handelt es sich um das
CLU- und PICALM-Gen.

Das CLU-Gen liegt auf Chromosom 8 (8p21- p12) und kodiert Clusterin, ein weiteres
Apolipoprotein des Gehirns (Jenne und Tschopp, 1992), welches bei allen Sdugetieren vorkommt
(Jones und Jomary, 2002). Es gibt Hinweise dafiir, dass es unter pathologischen Bedingungen wie
Verletzungen oder chronischen Entziindungen des Gehirns erhoht ist. Bei Alzheimerkranken soll
es in Amyloidplaques, sowie im Liquor messbar sein (Calero et al., 2000). Es handelt sich um ein
Molekiil, welches in Tiermodellen die 16sliche Form des AP reversibel binden und einen
Komplex bilden soll, der die Blut-Hirn-Schranke (BHS) iiberschreitet (Zlokovic et al, 1994).

Das PICALM-Gen, auch bekannt als CALM-Gen (clathrin assembly lymphoid-myeloid
leukemia gene), liegt auf Chromosom 11 und codiert das ,,Phosphatidylinositol binding clathrin
assembly protein®, ein Protein, welches ubiquitdr in allen Gewebetypen, besonders aber in
Neuronen, vorkommt. Dort soll es sich vor allem auf prd- und postsynaptische Strukturen
verteilen. Es scheint dort indirekt die Neurotransmitterauschiittung im synaptischen Spalt zu
beeinflussen (Harel et al., 2007).

In beiden Genen werden Punktmutationen, also sogenannte SNPs (single nucleotid
polymorphisms) signifikant mit der AD assoziiert. Eine Assoziation auch zum ApoE-Gen konnte

ausgeschlossen werden.

Das Apolipoprotein E-Gen

Das ApoE-Gen liegt auf Chromosom 19 (19q13, 2) und ist Trager eines Polymorphismus,
dessen drei Allele €2, €3, €4 mit einer Haufigkeit von 7 %, 78 % bzw. 15 % vorkommen (Roses,
1996). Auf Proteinebene handelt es sich beim ApoE um einen Lipidtransporter im Serum. Im

ZNS spielt es im Lipidstoffwechsel eine wichtige Rolle bei Regenerations- und
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Reparaturvorgéngen der Nervenzellen. Dort wird es hauptsidchlich von Astrozyten synthetisiert,
die es mit Cholesterin und Phospholipiden zu einem Lipid-Protein-Komplex verpackt in den
Extrazelluldrraum entlassen, wo sie an "Low Density Lipoprotein"- und "Very Low Density
Lipoprotein"- Rezeptoren binden. In vitro Versuche zeigen, dass die einzelnen Isoformen des
ApoE eine unterschiedliche Wirkung entfalten. So entwickeln sich Zellkulturen unter dem
Einfluss des Genproduktes des €4-Allels deutlich schlechter als solche, die dem Genprodukt des
€3-Allels ausgesetzt sind (Holtzman et al., 1995). Es ist tatsdchlich anzunehmen, dass besonders
das €3-Allel eine malgebliche Rolle bei Regenerations- und Reparationsvorgéngen spielt und
Trager von ein oder zwei g4-Allelen diesbeziiglich Defizite aufweisen (Poirier, 1996). Ferner
wurde beobachtet, dass homozygote e4-Triger wesentlich stirkere Amyloidablagerungen
aufweisen als €3-homozygote Patienten (Schneider et al., 1995). Zusétzlich ist nachweisbar, dass
das Genprodukt des €4-Allels an Tauprotein bindet (Strittmatter et al., 1993) und mit erhdhter
Neurofibrillenverdnderung im Zusammenhang steht (Mérz et al., 1996). Fiir arteriosklerotische
Prozesse sowohl in der Peripherie (Ilveskoski et al., 1999) als auch im ZNS (Premkumar et al.,
1996) wird das e4-Allel ebenfalls als signifikanter Risikofaktor beschrieben.

Bei Alzheimerpatienten liegt die Frequenz des €4 ungeféhr dreimal hoher als bei gesunden
Personen (Kurz und Miiller, 1997). Dieses gehdufte Vorkommen des €4 kann bei Patienten mit
spiatem Krankheitsbeginn sowohl mit als auch ohne positive Familienvorgeschichte gefunden
werden (Saunders et al., 1993). Das relative Krankheitsrisiko liegt bei heterozygoten e4-Tragern
wesentlich hoher als bei homozygoten &3-Triagern, und es steigt bei Vergleich homozygoter
e4-Trager mit homozygoten &3-Tragern. Diese Angaben beziehen sich jedoch nur auf
kaukasische Stichproben. In der asiatischen und afroamerikanischen Bevolkerung weicht die
Genotypverteilung von dieser ab (Farrer et al., 1997). Der Besitz des e4-Allel ist weder eine
notwendige noch eine hinreichende Bedingung an AD zu erkranken, denn fast zwei Drittel der
Alzheimerpatienten sind Nicht-Tréger dieses Allels, und viele Tridger werden sehr alt, ohne

Krankheitssymptome zu zeigen (Borgaonkar et al., 1993; Rebeck et al., 1994).

1.5 Interleukin-6

IL-6 und seine Rezeptoren stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit, so dass ihnen ein eigenes
Kapitel gewidmet ist. Es handelt sich um ein multifunktionelles Zytokin, das urspriinglich als

B-Zell-Differenzierungsfaktor (BSF-2) bezeichnet wurde. Die Umbenennung in IL-6 ist
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angesichts seiner molekularen Ubereinstimmung mit dem Hepatozyten-Stimmulierungsfaktor,
Hybridoma-Plastozyten-Wachstums-Faktor und B-Interferon sowie seiner groBen Ahnlichkeit mit
anderen Zytokinen erfolgt. Das 26 kDa (Kilo-Dalton) lange Glykoprotein (gp), dessen Gen auf
dem kurzen Arm des Chromosom 7 (7p21) lokalisiert ist, wirkt als Botenstoff zwischen den
Zellen des Immunsystems, gilt als potentester Induktor der Synthese von Akutphase-Proteinen in
der Leber (Morrone et al., 1988) und spielt eine wichtige Rolle als Differenzierungs- und
Wachstumsfaktor von hdmatopoetischen Zellen bzw. Zellen des Immunsystems. Eine Vielfalt
von Zellen wie Astrozyten, Oligodendrozyten, Neuronen, Endothelzellen und Mikroglia
sezernieren IL-6 oder reagieren auf IL-6-vermittelte Signale (Gruol und Nelson, 1997).

Im ZNS wirkt IL-6 neurotroph, wie auch neuroptotektiv (Satoh et al., 1988; Hama et al.,
1989; Gadient und Otten, 1997; Loddick et al., 1998; Mirz et al., 1998). Beispielswiese filihrt ein
Verschluss der Arteria cerebralis media zu erhdhter Bioaktivitdt von IL-6 in der ischemischen
Hemisphdre und Injektion desselben in diese Region fiihrt experimentell zu signifikanter
Reduktion von Hirnschidden (Loddick et al., 1998). Des Weiteren wirkt es antiinflammatorisch
indem es die Expression von VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und TNF-a hemmt
(Benveniste et al., 1995; Shrikant et al., 1995; Oh et al., 1998).

IL-6 wird aber auch mit pathophysiologischen Prozessen im ZNS assoziiert. Wie bereits
fiir IL-1 beschrieben, wird IL-6 ebenfalls mit einer erh6hten APP-Synthese in Verbindung
gebracht (Altstiel und Sperber, 1991). Ursache konnte die stellenweise Ubereinstimmung der
Promotersequenz der meisten IL-6-induzierten Akutphase-Proteine (Tsuchiya et al., 1987) mit
der Nukleotidsequenz des APP-Promoters (Salbaum et al., 1988) sein. In den B-Amyloidplaques
fiihrt IL-6 zur Akkumulation von Akutphase-Proteinen wie beispielsweise ACT (Aisen et al.,
1997).

In transgenen Mausmodellen werden erhohte IL-6-Konzentrationen im ZNS demonstriert,
die mit neuropathologischen Effekten bzw. Erkrankungen in Verbindung gebracht werden
konnen (Campbell et al., 1993 und 1995). Heyser et al. (1996) zeigen bei transgenen Méausen,
deren Astrozyten chronisch IL-6 exprimieren, ein konzentrations- und altersabhéngiges Defizit
im Lernverhalten, welches mit spezifischen neuropathologischen Verdnderungen verbunden ist.
Einer weiteren Studie (Luterman et al., 2000) beschiftigt sich mit der mRNA-Expression
unterschiedlicher Zytokine (IL-6, TGF-B1, IL-1 B, TNF- B, TNF-a, IL-la, IL-1 Rezeptor
Antagonist, y-IFN) in drei unterschiedlichen Hirnregionen (entorhinaler-, superior temporaler-,
occipitaler Kortex) postmortalen Hirngewebes mit dem Ziel, einen Zusammenhang der

mRNA-Expression, der Schwere der Erkrankung, sowie der Menge an Neurofibrillenbiindeln



21

nachzuweisen. Es zeigt sich, dass die IL-6-mRNA-Expression im entorhinalen und superior
temporalen Kortex bei Patienten mit schwerer Demenz signifikant hoher ist, als bei kognitiv
normalen Probanden. Darliber hinaus weisen Probanden mit starker Ablagerung von
Neurofibrillenbiindeln in diesen Regionen ebenfalls signifikant hohere IL-6-mRNA-
Konzentrationen auf, als Probanden ohne oder mit geringen Mengen an Neurofibrillenbiindeln.
Keine Verdnderung zeigte sich bei steigender Amyloidablagerung.

Solche Daten stiitzen die Hypothese, dass IL-6 eine wichtige Rolle fiir die Entstehung und
den Verlauf der AD spielen konnte.

Der Wirkmechanismus

IL-6 entwickelt seine biologische Wirkung {iber ein Rezeptorsystem. Dieses besteht aus
zwei Rezeptoren, einem 80 kDa langen Glykoprotein, dem IL-6-Rezeptor (IL-6R, gp80, a-chain)
und einem weiteren 130 kDa langen Glykoprotein, das lediglich als gp130 bzw. B-chain
bezeichnet wird.

Der IL-6R bindet das IL-6 direkt. Er kommt sowohl als lange, membranstindige (IL-6R),
sowie auch als kiirzerer, rein 16sliche Form (sIL-6R, s = soluble) vor. Letztere entsteht durch
zwei unterschiedliche Wege. Entweder fiihrt eine unterschiedliche mRNA-Spleilung
(to splice = miteinander verbinden/ verkleben) zu einem sIL-6R, dem ein zytoplasmatischer und
Zellmembran iibergreifender Anteil fehlt (Rose-John und Heinrich, 1994), oder durch Proteolyse
innerhalb der membrangebundenen Form nahe der Zelloberfliche, auch als “shedding”
(to shed = etw. abwerfen) bezeichnet (Miillberg et al., 1993a).

Fiir die eigentliche Signaltransduktion ist das gp130 verantwortlich, wobei Voraussetzung
ist, dass es als membrangebundene Form vorliegt. Allerdings wird es ebenfalls spontan in
16slicher Form exprimiert (sgpl130) (Miillberg et al., 1993b). Der gpl130 Rezeptor kommt
ubiquitdr in fast allen Geweben vor und wird von einer Vielzahl von Zytokinen wie dem
"Leukemia Inhibitory Factor" (LIF), Oncostatin M (OSM), Interleukin-11 (IL-11), Cardiotropin-1
(CT-1) und "Ciliary Neurotrophic Factor" (CNTF) als Signaltransduktor genutzt. I1L-6 wird
jedoch nicht von gp130 direkt gebunden. Erst im Komplex mit dem IL-6-Rezeptor steigt die
Affinitét und der IL-6*IL-6R-Komplex (IL-6*IL-6RK) assoziiert im Weiteren mit gp130. Dabei
konnen Zellen, die zwar gp130, nicht aber den IL-6R exprimieren, durch einen Komplex von
IL-6 und sIL-6R aktiviert werden. Der exakte Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklért und

die meisten Informationen leiten sich von Studien peripherer Systeme ab.
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Abb. 3: Interleukin-6-vermittelte Signaltransduktion

Es wird angenommen, dass es nach Bildung des IL-6*IL-6RK sowohl mit der
membrangebundenen als auch 16slichen Form des IL-6R und Assoziation dieses Komplexes mit
gp130 zur gp130-Homodimerisation kommt (Abb. 3, A). Der IL-6*IL-6RK ist somit kovalent an
zwei gp130 Molekiile gebunden, die gemeinsam die Signaltransduktions-Einheit bilden (Taga et
al., 1989; Murakami et al.,, 1993). Diese Einheit besitzt keine wesentliche fiir die
Signaltransduktion notwendige Kinaseaktivitit, aber vermutlich assoziiert sie mit Tyrosinkinasen
und aktiviert diese (Murakami et al., 1993; Stahl et al., 1994; Narazaki et al., 1994), was
schlieBlich iiber Transkriptionsfaktoren zu Kernsignalen und Regulierung der Genexpression

fiihrt (Nakafuku et al., 1992; Satoh et al., 1992; Trautwein et al., 1993).
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In anderen Studien stellt sich die Signaltransduktions-Einheit nicht als trimerer
IL-6*IL-6R*gp130-Komplex dar, sondern als ein hexamerer Komplex, der jeweils zwei
Molekiile von IL-6, IL-6R und gp130 umfasst (Ward et al., 1994; Paonessa et al., 1995). In
diesem alternativen Modell bilden also IL-6, IL-6R und gp130 einen trimeren Komplex von dem
wiederum zwei zu einem hexameren Komplex dimerisieren (Abb. 3, B). Es gibt Hinweise fiir
eine direkte Wechselwirkung des IL-6 sowohl mit dem IL-6R als auch mit gp130 (D" Alessandro
et al., 1993) und auch ein Kontakt der beiden IL-6 Molekiile innerhalb des hexameren Komplexes
ist denkbar. In diesem Fall wire IL-6 anders konfiguriert als in dem stabilen dimeren
IL-6*IL-6R-Komplex (Paonessa et al., 1995).

Die Ursache von Verdnderungen der IL-6-Expression kann sowohl im IL-6, als auch in
seinen Rezeptoren liegen. So zeigen Ringheim et al. (1998), dass IL-6 den APP-Metabolismus
nur dann induziert, wenn der sIL-6R in ausreichender Konzentration vorliegt. Honda et al. (1992)
zeigen, dass erhohte IL-6-Konzentrationen mit erhohter Produktion des sIL-6R assoziiert sind.
Wir nehmen an, dass Messungen der 16slichen IL-6-Rezeptoren im Liquor oder Serum Hinweise

fiir pathologische Vorgdnge geben kdnnten.

1.6 Inteleukin-6 und die Alzheimer Demenz

Bislang existieren nicht viele Studien, in denen IL-6-Rezeptoren im Liquor oder Serum
von Alzheimerpatienten gemessen und verglichen werden, und die Ergebnisse sind inhomogen.

Weitaus mehr Studien gibt es hingegen zu IL-6 im Liquor und Serum, wobei die
Ergebnisse nicht weniger divergent sind. Fiir gewohnlich sind IL-6 Serumspiegel in Abwesenheit
von Entziindungsvorgdngen nicht messbar. Erst mit zunehmendem Alter werden sie auch unter
physiologischen Bedingungen nachweisbar. So wird in einer Studie von Angelis et al. (1997)
IL-6 im Serum von Alzheimerpatienten und gesunden Kontrollen nur bei wenigen Proben
iiberhaupt nachweisbar. In anderen Studien ist es wiederum messbar, aber es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Alzheimerpatienten und Kontrollen (van Duijn et al., 1990;
Lanzrein et al., 1998).

In einer Studie an Zellkulturen von Alzheimerpatienten und Kontrollen weisen jedoch
Huberman et al. (1995) bei Monozyten, die mit Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert wurden,
signifikant hohere IL-6-Konzentrationen bei Alzheimerpatienten nach. Kélman et al. (1997)
stiitzen diesen Fund, indem sie bei Alzheimerpatienten im fortgeschrittenen Stadium signifikant

hohere IL-6-Serumspiegel als bei Kontrollen finden. Zu gleichem Ergebnis kommen Bonaccorso
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et al. (1998) bei Alzheimerpatienten im Vergleich zu altersgleichen, gesunden Probanden, und
auch Maes et al. (1999 a) und Licastro et al. (2000) finden bei Alzheimerpatienten signifikant
hohere IL-6-Serum bzw.- Plasmaspiegel als in ihrer Kontrollgruppe. Richartz et al. (2005)
hingegen weisen ohne, als auch mit PHA-Stimulierung signifikant niedrigere IL-6-Spiegel im
Serum von Alzheimerpatienten nach.

Liquormessungen zum IL-6 zeigen bei Alzheimerpatienten sowohl signifikant erhohte
(Blum-Degen et al., 1995; Jia et al., 2003; Martinéz et al., 2000), als auch erniedrigte (Yamada et
al., 1995) IL-6-Konzentrationen. In der iiberwiegenden Zahl der Studien kann jedoch kein
signifikanter Unterschied gemessen werden (Galimberti et al., 2008; Garlind et al., 1999; Goméz-
Tortosa et al., 2003; Hampel et al., 1997; Kalman et al., 1997; Mérz et al., 1997; Popp et al.,
2009; Sala et al., 2003).

Im Rahmen von Rezeptormessungen weisen Angelis et al. (1997) signifikant niedrigere
sIL-6R-Konzentrationen im Serum von Alzheimerpatienten nach, was von Hampel et al. (1997)
fir Messungen im Liquor bestéitigt wird. Dieselbe Arbeitsgruppe kann auch von einer
signifikanten Erniedrigung ldslicher Anteile des gp130 im Liquor von Alzheimerpatienten
berichten (Hampel et al., 1999).

Grundsétzlich ist anzunehmen, dass bei psychiatrischen Erkrankungen Verdnderungen im
IL-6-Rezeptorsystem messbar sind. So zeigt eine Studie zur Major Depression (Stiibner et al.,
1999) bei Untersuchungen von IL-6, sIL-6R und sgp130 im Liquor bei Patienten im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe signifikant niedrigere IL-6- sowie auch sIL-6R-Konzentrationen.
Keine Korrelation zeigt sich bei Vergleich der drei Parameter mit dem Alter oder Geschlecht. Fiir
die Kontrollgruppe besteht ein signifikanter Zusammenhang bei Vergleich von sgp130 mit dem
Alter.

Studien, die Zusammenhéinge zwischen IL-6 und seinen Rezeptoren oder anderen,
Faktoren wie dem Alter, der MMSE (Mini Mental State Examination: Kurztest zur Beurteilung
geistiger Leistungsfahigkeit, der zur Diagnostik, Therapie und Verlaufskontrolle Anwendung
findet) und dem Geschlecht untersuchen, weisen bislang wenig richtungsweisende Ergebnisse
auf. Weder IL-6 und sIL-6R (Angelis et al., 1997) noch IL-6 und der MMSE (Angelis et al.,
1997; Galimberti et al., 2008; Hampel et al., 1997) beziehungsweise das Alter oder das
Geschlecht (Hampel et al., 1997; Schuitemaker et al., 2009) korrelieren in den vorliegenden

Studien bei AD miteinander.
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Das Interleukin 6-Gen

Genetische Varianten innerhalb des IL-6-Rezeptor-Systems nehmen voraussichtlich
Einfluss auf Entstehung und Verlauf von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist.
Somit kommen Mutationen sowohl im IL-6-Gen als auch in den Rezeptorgenen als
Risikofaktoren im Rahmen der Alzheimerpathogenese in Frage. Fir das IL-6 sind
Polymorphismen bekannt, welche die Expression oder Funktionalitit dieses Zytokins
moglicherweise verdndern.

Fiir einen  "Variable @ Number of Tandem  Repeat"  Polymorphismus
(VNTR-Polymorphismus) (Bowcock et al., 1989), der durch seinen Adenin- und Thymin-
Reichtum und kurze Sequenzen, die sich mehrmals wiederholen, charakterisiert ist, wurde in
einer Studie von Murray et al. (1997) eine signifikante Korrelation zwischen dem IL-6-Genotyp
und der Knochendichte bei 200 weiblichen Probanden festgestellt. In einer vorangehenden Studie
mit unserem Patientengut konnten wir eine &hnliche Beziehung zur AD nachweisen
(Papassotiropoulos et al., 1999).

Der VNTR-Polymorphismus (IL-6vntr) befindet sich im intronischen Bereich des
3"-Endes des Interleukin-6-Gens. Die Struktur ist ausgesprochen polymorph, sodass in
Abhingigkeit der Elektrophoresemethode unterschiedlich viele Allele detektiert werden kénnen,
die sich in ihrer Lidnge von 10 bp (bp = Basenpaare) bis zu 200 bp unterscheiden.
Papassotiropoulos et al. (1999) zeigen einen Zusammenhang zwischen dem C-Allel des IL-6vntr
(IL-6vntr*C) und der AD. Die Prasenz dieses Allels ist bei Alzheimerpatienten im Gegensatz zu
beiden Kontrollgruppen (gesunde Probanden und altersgleiche Patienten mit depressiven
Erkrankungen) signifikant erniedrigt. Zusitzlich haben Alzheimerpatienten, die Triger des
C-Allels sind, ein um fiinf Jahre hoheres Manifestationsalter. Diese Befunde legen die
Vermutung nahe, dass das IL-6vntr*C einen protektiven Einfluss auf die Alzheimergenese hat.
Trager haben demnach ein vermindertes Risiko, an der AD zu erkranken, bzw. entwickeln
wesentlich spater klinische Symptome, da der Krankheitsverlauf verzogert ist.

Ein anderer Polymorphismus im IL-6 Gen, der in der Promoterregion liegt (IL-6prom),
fiihrt bei Patienten mit juveniler chronischer Arthritis zu einem verdnderten IL-6-Stoffwechsel
(Fishman et al., 1998). Genauer handelt es sich um einen G — C- Polymorphismus in
Position -174 am 5’-Ende des IL-6-Gens. Je nach Genotyp werden verénderte IL-6-Plasmakon-
zentrationen gemessen, die bei Tragern des C-Allels (IL-6prom*C) signifikant erniedrigt sind. Da
die Haufigkeit dieses Allels bei Erkrankten stark reduziert ist, geht man von einem protektiven

Effekt bei Priasenz des IL-6prom*C aus. Ein solcher Effekt wire auch bei der AD denkbar.
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Bagli et al. (2000) finden fiir diesen Polymorphismus jedoch zundchst bei Alzheimer-
patienten keine positive Assoziation. Sowohl Genotyp- und Allelverteilung, als auch das
Manifestationsalter stehen in keinem statistischen Zusammenhang. Interessanterweise besteht
jedoch ein starkes Linkage-Disequilibrium zwischen dem IL-6vntr und IL-6prom (yx* = 104,28,
df=2, p < 0,001). Dies konnte bedeutet, dass unter Umstdnden noch ein weiterer, funktionell
bedeutender Polymorphismus ebenfalls im Linkage-Disequilibrium mit dem IL-6vntr steht und
eine Erkldrung fiir die mutmaBlichen Folgen des VNTR- Polymorphismus liefern konnte.

Folgestudien kommen auch hier zu unterschiedlichen Ergebnissen. Licastro et al. (2003)
bestétigen ein verringertes Vorkommen des IL-6vntr*C bei Alzheimerpatienten im Vergleich zu
Kontrollen und assoziieren es aulerdem mit einem geringen Erkrankungsrisiko. Dariiber hinaus
finden sie, im Gegensatz zu Bagli et al. (2000), dass das IL-6prom*C bei Patienten
iiberreprasentiert und das Alzheimerrisiko der Alleltrdger signifikant erhoht ist. In Anlehnung ist
wiederum ein starkes Linkage-Disequilibrium, welches von Licastro et al. (2003) zwischen dem
D-Allel des IL-6vntr und dem IL-6prom*C beschrieben wird, wobei homozygote Trager erhdhte
IL-6-Plasma-Spiegel aufweisen. Auch Arosio et al. (2004) stellen die Theorie des protektiven
Effekts bei Prasens des IL-6prom*C in Frage. Sie finden in einer Studie mit
65 Alzheimerpatienten und 65 Kontrollen bei Genotypisierung des IL-6prom den GG-Genotyp
bei Alzheimerpatienten erniedrigt und das CC-Genotyp signifikant (p < 0,005) erhdht. Es wird
ein 3-fach erhohtes Alzheimerrisiko bei vorliegen des CC-Genotyps abgeleitet, das
interessanterweise auf das 11-fache steigt, wenn neben dem C-Allel des IL-6prom, auch noch das
A-Allel eines Polymorphismus in der Promoterregion des Interleukin 10 (IL-10:-1082
G — A-Polymorphismus) vorliegt.

Weitere Studien zum Promoterpolymorphismus des IL-6 bestitigen wiederum das
Ergebnis von Bagli et al. (2000), in dem sie keinen signifikanten Unterschied bei der
Allelverteilung zwischen Alzheimerpatienten und Kontrollen finden (Capurso et al., 2004;
Depboylu et al. 2004; Ravaglia et al., 2006; van Oijen M et al., 2006; Paradowski et al., 2008;
Zhang et al., 2004). Letzteres gilt auch fiir Vural et al. (2009), die kein erhohtes Krankheitsrisiko
bei Prisenz des IL-6prom*C allein, jedoch wie bereits bei Arosio (2004) fiir einen
Promoterpolymorphismus im IL-10 beobachteten, bei gleichzeitigem Vorkommen des
IL-6prom*C Alles und des A-Alles des TNFalpha-308-Polymorphismus ein 3-fach erhohtes
Alzheimerrisiko beschreiben. Auch Vural et al. (2009) vermuten im Hinblick auf die

Alzheimergenese einen modifizierenden Effekt bei vorliegen mehrerer Polymorphismen.
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2 Zielsetzung der eigenen Untersuchungen

Die Studie wird an Alzheimerpatienten und einer gemischten Kontrollgruppe, bestehend
aus Patienten mit Depressionen, leichten Gedéchtnisstorungen, vaskuldrer und alkoholtoxischer
Demenz, erfolgen.

Eine Aufgabe der Alzheimerforschung ist diagnostische Parameter zu finden, welche
Diagnosestellung und Verlaufskontrolle vereinfachen. In diesem Zusammenhang sind auch
inflammatorische bzw. immunologische Faktoren von Bedeutung. In dieser Arbeit werden IL-6-
Parameter (IL-6, sIL-6R, sgp130) im Serum und Liquor bei Alzheimerpatienten und einer
gemischten Kontrollgruppe untersucht. Ziel ist festzustellen, ob bei Alzheimerpatienten
signifikante Verdnderungen nachzuweisen sind, die fiir die Alzheimerdiagnostik von Nutzen sein
konnten.

Desweiteren soll der Frage nachgegangen werden ob IL-6-Genpolymorphismen (IL-6vntr,
IL-6prom) und der ApoE-Polymorphismus Einfluss auf die Konzentrationen der IL-6-Parameter
nehmen. Der ApoE-Polymorphismus wird in der Literatur als gesicherter Risikofaktor fiir die AD
angesehen, was in vorrangehenden Studien auch fiir unsere Probanden bestétigt werden konnte.

Die Hypothese ist, dass sich die Konzentration von IL-6 und seinen Rezeptoren in Serum
und Liquor bei Patienten und Kontrollen unterscheiden und dass die Expression von IL-6 und
moglicherweise auch seiner Rezeptoren durch den IL-6-Genotyp beeinflusst wird.

Im Hinblick auf zukiinftige, weniger invasive Methoden in der Alzheimerdiagnostik
stellen wir die Hypothese auf, dass eine Korrelation der IL-6- bzw. IL-6-Rezeptorkonzentrationen
im Serum- und Liquor besteht, so dass durch Messungen peripherer Marker auf zentrale

Vorginge geschlossen werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Fir diese Studie wurden 58 Alzheimerpatienten (Alter: 71,2 + 8,6 Jahre) und eine
gemischte Kontrollgruppe von 25 Probanden (Alter 65,4 + 10,5 Jahre) rekrutiert (Tab. 1). Die
Rekrutierung der Kontrollgruppe, sowie 31 der Alzheimerpatienten fand in der Psychiatrischen
Klinik der Universitdt Bonn statt. Weitere 27 Alzheimerpatienten wurden in der Psychiatrischen
Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen rekrutiert. Der IL-6prom- Polymorphismus
wurde nur im Bonner Kollektiv analysiert.

Die klinische Diagnose wurde in Ubereinstimmung mit den NINCDS-ADRDA-Kriterien
(McKhann et al., 1984) gestellt. Zum Ausschluss anderer psychiatrischer Erkrankungen wurde
sowohl die klinische als auch familidre Anamnese erhoben. Dariiber hinaus fanden ein
psychiatrisches Gespriach, eine allgemeinmedizinische und -neurologische Untersuchung,
neuropsychologische Tests, Blut- und Liquoruntersuchungen, sowie computertomographische
Aufnahmen statt.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus sechs Patienten mit Depressionen, sechs mit leichten
Gedichtnisstorungen, zwolf Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen und einem
Patienten mit einer alkoholtoxischen Demenz zusammen. Patienten, die an einer akuten oder
chronischen Entziindung litten und solche, die antiinflammatorische Medikamente einnahmen,
wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Universitit
Bonn genehmigt. Alle Probanden wurden iiber die Verwendung ihrer Blut- und Liquorproben
aufgeklart und gaben ihr Einverstindnis. Die Studie wurde verblindet durchgefiihrt, das heif3t
weder der Versuchsleiter noch der Doktorand kannten die Zugehorigkeit der einzelnen Proben zu

einer der beiden Gruppen.

Patienten Kontrollen
Anzahl n 58 25
weiblich % 62,1 56
Alter m=+o 71,2 £8,6 65,4+ 10,5
MMSE m=+o 19,4 £5,0 24,5+ 44

n: Personenzahl, m: Mittelwert in Jahren, ¢: Standardabweichung

Tab. 1: Demographische und klinische Daten der Alzheimerpatienten und Kontrollen




3.2 Materialien

3.2.1 Gerite

Elisa-Reader MRX:

Farberahmen:

Fluoreszenz-Tisch:

Gelkammer (horizontal):

Gelkammer (vertikal):

Gelelektrophorese:

Gel-Vakuumtrockner:

Inkubator:

Laborwaage:

Mikrowelle:

PCR-Thermocycler:

pH-Meter:
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DYNEX  Technologies = GMBH, The
Microtieter® Company, Frankfurt,
Deutschland

Bender’scher Firberahmen von Bio Tech
Trade und Service GmbH (BTS), St.
Leon-Rat, Deutschland

TFX 20M von Vilber Lourmat,
Marne-LA-Vallee Cedex 1, Frankreich

Wide Mini-Sub Cell GT von BioRad Lab.,
California, USA

Sequi-Gen® GT von BioRad Lab., California,
USA

PowerPac 3000 von Bio-Rad Lab., Hercules,
Ca, USA

HydroTech - Vakuum Pump, Gel-Dryer
(M 583) von BioRad Lab., Hercules, Ca, USA

Unitek HB-130 von LTF Labortechnik GmbH,
Wasserberg, Deutschland

SBA/SBC von Scaltec Instruments GmbH,
Heiligenstadt, Deutschland

HMT 8123 von Bosch, Deutschland

PTC-200 Peletier-Thermal-Cycler von MJ
Research, Global Medical Instrumentation,

Inc., St. Paul, Minnesota, USA

Multi Cal von WTW, Weilheim, Deutschland



Photodokumentation:

Qiagen-Tip Séulen:

Semimikrowaage:

Sequenzier-Apparatur:

Spektralphotometer:

Tisch-Zentrifuge:

Vakuumtrockner:

Vakuumzentrifuge:

Wasserbad:

Zentrifuge:

3.2.2 Reagenzien

Gene Amp dNTPs (10 mM):

Ammonium-Persulfat (APS) TEMED:
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DS-34 Direct Screen Instant Camara mit
3%4x 4%, Film Packs von Polaroid GmbH,
Offenbach, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

SBC21
Heiligenstadt, Deutschland

von Scaltec Instruments GmbH,

Sequenzer 373A von Applied Biosystems,
Perkin Elmer, Weiterstedt, Deutschland

UV-120-02 von
Europa GmbH, Duisburg, Deutschland

Spectrometer Shimadzu

Model 5412 von Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Ko6ln, Deutschland

HydroTech Vacuum Pump mit Gel-Dryer
(Model 583) von BioRad,
Deutschland

Miinchen,

Speed Vac Plus SC 110A Savant, Refrigerated
Condensation Trap RT 100 von Thermo Life

Sciences, England

Wanne 22A von Julabo PC und Zubehor,

Seelbach, Schwarzwald

Varifuge 3,0R Heraeus Sepatech von Heraeus

Instruments GmbH, Diisseldorf, Deutschland

Applied Perkin

Weiterstadt, Deutschland

Biosystems, Elmer,

Bio-Rad Lab., Hercules, Ca, USA



Agarose-Gel, “Seakem GTC Agarose”,

Gelstar (10000x in DMSO), Metaphor-

Agarose, Long Ranger Gel Solution:
Primer (100 pmol/ul):

Molecular Weight Marker, Proteinase K:

Aqua dest, "HPLC analyzed”:

FMC BioProducts, Rockland, Maine, USA

Interaktiva Biotechnologie, Ulm, Deutschland:

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,

Deutschland

T.J. Baker

Folgende Chemikalien wurden mit pro analysi (p.a.) Reinheitsgrad von Merck Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland bezogen:

Borsdure, Bromphenolblau-Natriumsalz,

Dichlordimethylsilan, Dimethylsulfoxid (DMSO),

getrocknet, EDTA (Titriplex), Essigsdure konz. (98 %), Ethanol (absoluto), Ethanol (70 %),
Formaldehyd (37 % und 95 %), Glycerol, HCl konzentriert 37,5 %, Harnstoff, Isopropanol,

Natriumacetat, Natriumhydroxid 6M (Pldtzchen), Salpetersdure (65 %), Silbernitrat, Tris-HCI,

Xylencyanol.

Enzymsysteme

Taq DNA Polymerase System:

Expand High Fidelity PCR System:

Restriktionsenzyme

SFA NI, Mwo I):

(BstNI, Hha 1,

Kits

Quantikine®HS human IL-6,
Quantikine® human IL-6 sR,

Quantikine™ human soluble gp130:

DNA-Analyse-Kit:

Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, England
Boehringer, Mannheim, Deutschland

Biolabs
Schwalbach/Taunus, Deutschland

New England GmbH,

R&D
Deutschland

Systems,  Wiesbaden-Nordenstadt,

Qiagen, Hilden, Deutschland



3.2.3 Losungen und Puffer

Wenn nicht anders erwdhnt, wurde destilliertes Wasser verwendet, das mit einem Ionenaus-

tauscher (SG-280) der Firma SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH (Barsbiittel,

Deutschland) gereinigt wurde. 10x bedeutet, dass die Losung 10fach konzentriert war.

TBE-Puffer (10x):

DNA-Analyse-Kit:

G1-Puffer:

G2-Puffer:

QBT-Puffer:

QC-Pufter:

QF-Puffer:

TE-Puffer:

Proteinase K:

Reagenzien zur PCR:

Primer:

Tris-HCl (892 mM), Borsdure (825 mM),
EDTA (40 mM); pH 8

Saccharose (310 mM), MgCl, (5 mM), Tris-
HCI (10 mM), Triton-X-100 (1 %); pH 7,5

Guanidin-HCI (800 mM), EDTA (30 mM),
Tris-HCl (30 mM), Tween 20 (5 %),
Triton-X-100 (0,5 %); pH 7,5

NaCl (750 mM), MOPS (50 mM), Triton-
X-100 (0,15 %), Ethanol abs. (15 %); pH 7

NaCl (1M), Tris-HCI1 (50 mM), Ethanol abs.
(15 %); pH 7

NaCl (1,25 M), Tris-HCI (50 mM), Ethanol
abs. (15 %); pH 8,5

Tris-HCI1 (10 mM), EDTA (1 mM); pH 8

100 mg Proteinase K (Roche) in 5 ml Aqua
dest. gelost = 20 mg/ml, pro Probe wurden

200 pl =4 mg eingesetzt.

Die Primer wurden in destilliertem Wasser
gelost und auf eine Konzentration von

100 ng/ul eingestellt



Nukleotid-Mix:

Expand High Fidelity PCR System:

Enzym:

Puffer (10 x):

MgCl,-Losung:
Taq DNA Polymerase-System:
Enzym:

Puffer (10 x) :

Restriktionsenzyme:
BstN I:

Enzym:

NE-Puffer 2:

Hhal:

Enzym:
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Die Nukleotide (je Stammldsung 10 mM)
wurden zu gleichen Anteilen gemischt
(Nukleotidlosung 2 mM) und bei -20°C
gelagert.

3.50/

20 mM Tris-HCL (pH 7,5 bei 25 C), 100 mM
KCl, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 0,1 mM
EDTA, 0,5 % TWEEN-20, 0,5 % Nonidet P40
(v/v), 50 % Glycerol

25 mM

5 Units/ul (U/ul)

100 mM Tris-HCl (pH9), 500 mM KClI,
15 mM MgCl,

10 U/ul in 50 mM KCIl, 10 mM Tris-HCL
(pH 7,4), 0,1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol,
200 pg/ml BSA, 50 % Glycerin

50mM NaCl, 10mMTris-HCI, 10 mM

MgCl,, 1 mM Dithiotreitol (pH 7,9)

20 U/ul in 50 mM KCIl, 10 mM Tris-HCL
(pH 7,4), 0,1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol,
200 pg/ml BSA, 50 % Glycerin



NE-Puffer 2:

Mwo I:

Enzym:

NE-Puffer:

SfaN I:

Enzym:

NE-Puffer 3
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50 mM Kaliumacetat, 20mM Tris-HCI,
10 mM Magnesiumacetat, 1 mM Dithiotreitol
(pH 7.,9)

5U0ul in 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCL
(pH 7,4), 0,1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol,
200 pg ml BSA, 50 % Glycerin

150 mM NaCl, 500 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl,, 1 mM Dithiotreitol (pH 7,9)

1Uupl in 250 mM KCI, 10 mM Tris-HCL
(pH 7,4), 0,1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol,
200 pg ml BSA, 50 % Glycerin

100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM
MgCl,, 1 mM Dithiotreitol (pH 7,9)

Bei jedem Enzymsystem wurde zusétzlich bovines Serumalbumin (BSA = 100 mM) eingesetzt.

3.2.4 Gele zur Trennung von DNA-Fragmenten

Agarosegele:

Metaphorgele (2-4 %):

Auftragspuffer (10 x):

Laufmittel:

2-4 % Metaphor in 1x-TBE-Puffer (70 ml),
Farbung mit 1x-Gelstar (7 ul Gelstar auf
70 ml)

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 %
Xylenecyanol, 15 % Ficoll 400; der Ansatz
wird im Ultraschallbad gelost

10 x TBE-Puffer wird mit Aqua dest. im

Verhiltnis 1:10 verdiinnt
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Polyacrylamidgele:

Long Ranger Gel (denaturierend) 5 %:

Ladepufter:

Laufmittel:

Silberfarbung: Ethanol (10 %):
Salpetersédure (1 %):
Silbernitrat (0,2 %):

Formaldehyd-Lsg.:

Essigsédure (10 %):

Harnstoff (25,5g), 0,6x TBE-Puffer (3,6 ml),
5% Long Ranger Gel Solution (6,0 ml), mit
Aqua dest. auf 60 ml aufgefiillt, 10 % (100mg
auf 1 ml) APS (300 pl), TEMED-Lsg.( 30 ul)

Fornamid (47,5 ml), Xylencyanol (50 mg),
Bromphenolblau (50 mg), EDTA 0,25M
pH 9,5 (2 ml) auf 50 ml Aqua dest

10x TBE-Puffer (120ml), Aqua dest.
(1180 ml)

200 g Ethanol absolut ad 21 H20
31 ml konz.- (65 %)-Salpetersdure ad 21 H20
4 g Silbernitrat ad 21 H20

60 g Natriumcarbonat und 2,5 ml Formaldehyd
ad 21 H20

200 ml konz. Essigsdure (98 %) ad 21 H20
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3.3 Methoden

3.3.1 Enzym Linked Immunosorband Assay
Prinzip

Der Enzyme-Linked-Immunosorband-Assay (ELISA) ist ein Verfahren zur qualitativen
und quantitativen Bestimmung von Proteinen. Das Prinzip basiert darauf, die zu bestimmenden
Proteine bzw. Peptide an einen spezifischen Antikorper zu binden, an den gleichzeitig ein Enzym
gekoppelt ist. Dieses ist in der Lage ein spezifisches Substrat umzusetzen, was einen
Farbumschlag zur Folge hat. Die Farbintensitdt ist proportional zur Konzentration der Substanz,

die bestimmt werden soll, und wird photometrisch (ELISA-Reader) ermittelt.

Durchfiihrung

Fiir die Messungen von IL-6, sIL-6R und sgp130 im Plasma und Liquor wurden Kits der
Firma R&D-Systems verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Die Konzentrationen der einzelnen Parameter lagen alle innerhalb der vom Hersteller
angegebenen Nachweisgrenzen. Die untere technisch mogliche Nachweisgrenzen wurden mit
0,15 ng/l fir das IL-6 und mit 0,016 pg/l fiir das sIL-6R mit bestimmt. Zum Kalibrieren der
Assays wurden nach Vorgabe des Herstellers Verdiinnungsstufen angelegt, die vor jeder Messung
durchgefiihrt wurden und als Eichkurve dienten. Der Hersteller sah fiir das IL-6 eine
Standardkonzentration von 10,0 ng/l vor, die in sechs Schritten auf 0,156 ng/l verdiinnt wurde.
10,0 ng/l entsprach somit der hochsten Eichkonzentration, die Kalibrator-Losung RD5C diente
respektive als Nullstandard (0 ng/l). Beim sIL-6R und sgp130 erfolgten die Verdiinnungsstufen in
gleicher Weise ausgehend von einer Standardkonzentration von 2 pg/l auf 0,0312 pg/l beim
sIL6-R  und  respektive von 8,0 pug/l auf 0,125 pg/ll  beim sgpl30. Der
Intraassayvariationskoeffizient lag jeweils bei unter 5 %.

Vor Messung von sIL-6R und sgp130 wurden unserer Plasma- und Liquorproben mit
Kalibrator-Losung RDS5SC (1x) verdiinnt (Tab. 2). Die Messung von IL-6 erfolgte mit

unverdinnten Proben.

Parameter Probematrix Verdiinnung
Plasma 1:40
SIL-6R Liquor 1:2
Plasma 1:100
sgp130 Liquor 1:10

Tab. 2: Verdiinnung der ELISA-Proben
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3.3.2 DNA-Isolierung

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) wurde unter der Verwendung eines Kits der Firma
Qiagen nach Herstellerangaben isoliert. Es wurden jeweils 10 ml EDTA Vollblut verwendet, was
4 ml Blutzellsediment entsprach. Nach Abschluss der Isolierung wurde die DNA getrocknet und
in TE-Puffer geldst.

Konzentrationsbestimmung der DNA

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA im Verhéltnis 1:50 (10 ul DNA-LSsung
auf 490 pl Aqua dest.) verdiinnt und die Konzentration (Konz.) iiber die optische Dichte (OD) bei
einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm gemessen und mit TE-Puffer auf 300 pl/ml (Sollwert)
eingestellt. Als Referenzwert (Nullwert) diente Wasser. Die OD ist die Menge an Substanz geldst
in 1 ml, die in einem Spektralphotometer bei einer optischen Schichtdicke von 1 cm eine

Absorption von 1 hat. Die Konzentration wurde nach der Formel:

50ug DNA

1 0D260 = ml

berechnet. Aus dem Koeffizienten der OD bei 260 nm und 280 nm lie sich die Reinheit
(Verhéltnis der DNA-Menge zum Proteinanteil) der Probe ermitteln. Der Wert sollte zwischen
1,8 und 2,0 liegen. Die zur Konzentrationseinstellung benotigte Puffermenge (X) berechnet sich

nach der Formel:

Konzentration (ul/ml) gemessen) * Probenvolumen
300 ul/ml

X = Probenvolumen —
(Sollwert)

Frithestens einen Tag nach jedem Verdiinnungsschritt wurde die Konzentration erneut

photometrisch bestimmt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C.

3.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion
Prinzip

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR: Polymerase-Chain-Reaction) dient der in vitro
Amplifikation von definierten DNA-Abschnitten. Durch den Einsatz hitzestabiler
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DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien (Thermophilus aquaticus, Tag-Polymerase), die
auch noch bei Denaturierungstemperaturen (94 °C) ihre biologisch Aktivitdt behalten, werden
DNA-Abschnitte von bis zu 20 kb (Kilobasen = kb = 1000 Basenpaare) amplifiziert. Die
Zielsequenz, also beispielsweise ein polymorpher Bereich, wird festgelegt und dazu passende
Oligonukleotide (Primer) ausgewéhlt. Diese werden bendtigt, um den zu amplifizierenden
Bereich einzugrenzen und die Synthese zu dirigieren. Die Tag-Polymerase liest die Einzelstrang-
DNA vom 5'-Ende in Richtung 3'-Ende. Die Nukleotidsequenz der Primer muss somit den
jeweiligen DNA-Einzelstrang vom 5'-Ende ausgehend komplementieren. Nachdem das Original
(Template) einmal abgelesen wurde, dienen auch die Kopien als Matrize. So erhélt man nach
n Zyklen theoretisch (2n-1) Kopien des Originals. Tatsdchlich erhdlt man bei optimalen
Bedingungen nach 30-35 Zyklen ca.106 Kopien (Saiki et al., 1988).

Reaktionszyklen:

Vordenaturierung: Vor Beginn der eigentliche PCR wurde die DNA bei einer Temperatur von
92-96 °C vordenaturiert, um den Doppelstrang in seine Einzelstringe zu

zerlegen und optimale Anlagerungsbedingungen fiir Primer zu schaffen.

PCR-ZyKklen:

Denaturierung: Zu Beginn jedes neuen Zyklus wurde die DNA erneut denaturiert, um
hybridisierte Einzelstrange zu trennen.

Annealing: In der Annealingphase lagerten sich beide Primer den Einzelstringen an
und  hybridisierten mit ihnen. In  Abhéngigkeit von der
Basenzusammensetzung der Primer, lag die Annealingtemperatur zwischen
55°Cund 72 °C.

Elongation: Es erfolgte die Elongation (Verldngerung) der Primer bzw. Synthese des

neuen DNA-Stranges durch den Einbau freier Nukleotide. Gewohnlich
fand diese bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der hitzestabilen

DNA-Polymerase statt.
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Endelongation: Nach 30 bis 35 solcher Zyklen wurde abschlieend eine ca. siebenminiitige
Inkubation bei Elongationstemperatur  durchgefiihrt. Diese sollte
garantieren, dass zum Schluss alle synthetisierten Stringe bis zum Ende
repliziert wurden, und sich so die Anzahl abgebrochener Replikationen

verringert. Die PCR war nach Abkiihlung der Proben auf 4° C beendet.

Die fiir diese Studien verwendeten genspezifischen PCR-Bedingungen sind in Tab. 3 und Tab. 4
zusammengefasst. Die Optimierung der PCR orientierte sich an den Empfehlungen der Hersteller
des Enzymsystems, sowie am Protokoll des Erstautors (Tab. 3). Fiir alle Amplifikationen wurde

genomisches Template verwendet.



PCR-Bedingungen:
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Gen PCR Auswertung Optimierung nach:
Apo E 95 °C fur 5 min, (95 °C fiir 20 sec, 55 °C fiir 30 sec, 72 °C fiir 40 sec) x 30, 72 °C fiir 7min| 3 % M-Gel | Hixson und Vernier, 1990
IL-6vntr 95 °C fur 5 min, (95 °C fiir 30 sec, 57 °C fiir 30 sec, 72 °C fiir 1 min) x 30, 72 °C fiir Smin | 5 % LR-Gel Bowcock et al., 1989
IL-6prom o g . o g . o g . o g . o g . o .
95 °C fiir Svmin, (95 °C fiir 1 min, 64 °C fiir 1 min, 72 °C fiir 2 min) x 25, 72 °C fiir 10 min| 2 % M-Gel Fishman et al., 1998
M: Metaphor, LR: Long Ranger
Tab. 3: Genspezifische PCR-Zyklen und Auswertung
G Template | Enzym- | Enzym [ Primer | Nucleotide | DMSO MgCL2 Tubevolumen Restriktions-
en
(ng) | system | (U) | @M) [ @M | (%) (mM) (u) enzym
Apo E 750 HF 1 300 200 10 1,5 50 Hha I
IL-6vntr 1050 T 25 520 80 2 1,5 50 i
IL-6prom 300 T 2,0 300 500 i 3,0 50 SFA NI

HF: High Fidelity PCR System, T: Taq-Polymerase

Tab. 4: Genspezifischer PCR-Ansatz
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Auswahl der PCR-Primer

Um eine hohe Spezifitit zu gewéhrleisten, sollte ein Primer moglichst nur mit einer Stelle
im Genom hybridisieren. FEine Primerldinge von 18-30 bp war fiir die meisten
DNA-Amplifikationen optimal. Bei Primern unterhalb einer Léinge von 15 bp ist die
Wahrscheinlichkeit, dass es mehr als eine komplementdre Region gibt, grofl. Die optimale
Annealingtemperatur wich oft von der abgeschétzten Schmelztemperatur (Tm) ab. Dies kam auch
vor, wenn die Schmelztemperatur beider Primer nahe beieinander lag. Die Tm konnte

anndherungsweise mit der Formel:

Tm = (nA + nT) - 2°C + (TlG + nc) - 4°C

ermittelt werden. Fiir gewohnlich wurde jedoch die exakte Tm vom Hersteller angegeben. Als
Ausgangspunkt fiir die empirische Optimierung der Annealingtemperatur wurde 3-5 °C unterhalb
der Tm begonnen und ein Temperaturgradient gefahren.

Bei der Primerwahl wurden nach Moglichkeit nicht mehr als drei Guanin (G) oder
Cytosin (C) an das 3’-Ende gelegt, da diese drei Wasserstoftbriickenbindungen eingehen, und
somit eine unspezifische Anlagerung der Primer stabilisiert wiirde. Da Thymin (T) mehr als die
anderen Nukleotide dazu neigt, unspezifische Bindungen einzugehen, wurde es weitestgehend
vermieden, den Primer mit Thymin enden zu lassen. Um der Bildung von Primerdimeren
vorzubeugen, wurden komplementire Sequenzen innerhalb eines Primers oder zwischen beiden
Primern zueinander ausgeschlossen. Als Folge solcher Primerdimere konnen unspezifische
Beiprodukte entstehen. Dariiber hinaus wiirde die Ausbeute der PCR verringert, da weniger
Primer zur Amplifikation zu Verfiigung stiinde. Die Sequenzspezifitit der Primer wurde an
Online-Gendatenbanken (Altschul et al., 1997) iiberpriift. In der nachfolgenden Tab. 5 sind die
verwendeten Primer dargestellt. Alle Primer (100 mol/ul) wurden von Interactiva Ulm,
Deutschland bezogen. Die Schmelztemperatur (Tm) richtete sich nach den Angaben des

Herstellers.
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Gen Vorwirts-Primer Tm Riickwérts-Primer Tm | Wildtyp-
5" -3) °C 3 -5) °C | linge (bp)
Apo E
ggcacggctgtccaaggag | 63,8 | aca gaa ttc gcec cecg gee tgg tac ac | 60,6 244
IL-6vntr gca act ttg agt gtgtcacg | 48,7 tga cgt gat gga tgc aac ac 52,2 | 610-822
1L-6prom. cag aag aac tca gat gac tgg | 46,1 gact ggg ctc ctg gag ggg 59,0 611

Tab. 5: Verwendete Primer und ihre Schmelztemperaturen

3.3.4 PCR-basierter Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus
Prinzip

Mit einem PCR-basierten Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) kann
ein Amplifikat im Hinblick auf eine Mutation untersucht werden. Genauer gesagt kann durch
diese Methode nach Amplifikation einer bestimmten Zielsequenz zwischen unterschiedlichen
Genotypen bzw. Allelen unterschieden werden.

Es gibt Restriktionsenzyme, die ein bestimmtes Nukleotid oder sogar eine langere mehr
oder weniger genau definierte DNA-Sequenz erkennen und den DNA-Strang an einer definierten
Stelle teilen, also schneiden. Je nachdem ob diese definierte Sequenz ein Mal oder mehrmals in
dem Amplifikationsprodukt vorkommt, erhilt man unterschiedlich viele Schnittstiicke. Es handelt
sich bei diesen Restriktionsenzymen um nativ vorkommende Enzyme, die von Bakterien geklont
werden.

Zahlreichen Polymorphismen liegt der Austausch eines Nukleotids zugrunde. Bei solchen
Punktmutationen besteht hdufig die Moglichkeit, die DNA an genau dieser Stelle durch ein
passendes Restriktionsenzymen zu schneiden. Das Zielgen wird mittels einer PCR amplifiziert
und anschliefend mit dem Restriktionsenzym verdaut (Inkubation von 4-12 Stunden). Je nach
Sequenz liegen dann das ungeschnittene Amplifikationsprodukt, ein weiteres oder auch mehrere
Schnittstiicke vor. In Abhdngigkeit ihrer DNA-Konfiguration haben die DNA-Sequenzen ein
unterschiedliches Laufverhalten, was in der elektrophoretischen Auswertung dann je nach
Genotyp unterschiedlich viele Banden ergibt. Ein bestimmter Genotyp ist also durch ein
charakteristisches Bandenmuster definiert. Die in dieser Studie verwendeten Restriktionsenzyme
und Inkubationsbedingungen wurden in Tab. 6 und Tab. 7 zusammengefasst. Jedem Ansatz

wurden BSA (1 x) und ein Enzymspezifisches Reaktionspuffer (1 x) zugegeben und beim
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IL-6prom bezieht sich die Berechnung von BSA und Puffer auf das Gesamtvolumen und nicht

wie sonst auf den Enzymmix.

Linge des Erkennungssequenz mit
Gen Amplifikations- Schngi ¢ tsgelle Linge der Schnittprodukte (bp)
produkts (bp)
jedes Allel: 16 + 18 + 38
5...GCG*C...3' €2-Allel: 81 + 91
Apo E 228 3'..C*GCG...5' g3-Allel: 33 +48 + 91
g4-Allel: 20+ 33 +48 + 71
IL-6prom 611 5...GCATC(N)5*...3' G-Allel: 611

3'...CGTAG(N)9*...5'

C-Allel: 244 + 377

Tab. 6: Restriktionsenzyme und Schnittprodukte

Gen Enzym- Enzym- PCR-Produkt | Enzymmix pro Inkubation
system menge (U) (nb) Probe (nl) Temp./Zeit (°C/h)
Apo E Hhal 5 50 5 40/ 18
IL-6prom SfaN I 0,25 20 5 37/4

Tab. 7: Enzymsystem und Inkubationsbedingungen

Fallung

Um unspezifische Reaktionen bei der Verdauung durch ein Restriktionsenzym und daraus

resultierende undeutliche, schlierige Banden im Elektrophoresegel zu vermeiden, wurde das

PCR-Produkt im Falle des ApoE und IL-6prom aufgereinigt. Dazu wurden dem gesamten
PCR-Ansatz 2 ul 3 M Na-Acetat und 50 ul Ethanol (absolut) hinzugegeben. Die Fillung der
DNA fand dann iiber 18 h bei —20° C statt. Daran schloss sich eine Zentrifugation von 30 min bei

3500 g und 4 °C an. Der Uberstand wurde verworfen. Es folgte die Zugabe von 100 pl 70 %-igen

Ethanol und eine Inkubation von 30 min bei —20 °C, nach welcher der Ansatz wie zuvor
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zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde erneut verworfen und die Proben getrocknet. Im

Anschluss wurde dann erst das Restriktionsenzym zugegeben.

3.3.5 Methoden zur Darstellung der Amplifikationsprodukte
Agarose-Gelelektrophorese
Zur Darstellung der unterschiedlichen Amplifikationsprodukte wurde iiberwiegend die

horizontale Gelelektrophorese nach Meyers et al. (1976) verwendet.

Prinzip

In der Elektrophorese werden geloste und geladene Teilchen in einem elektrischen Feld
durch ihre unterschiedliche Wechselwirkung mit dem Trennmedium und unterschiedlichem
Molekulargewicht voneinander getrennt. Bei Agarosegelen besteht das Trennmedium aus einem
Polysaccharid, welches aus D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose aufgebaut ist. Durch
Ausbildung einer Netzstruktur entstehen Poren, welche die Wanderung der Molekiile je nach
ihrer GroB3e unterschiedlich beeinflussen, woraus unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten resul-
tieren. Agarose bildet sehr grof3e Poren, sodass das Laufverhalten der Molekiile primér durch ihre
Ladung bestimmt wird. Da die DNA polyanionisch geladen ist, eignen sich Agarosegele gut, um
unterschiedliche DNA-Fragmente zu trennen. Bei einer angelegten Spannung von 50-100 V
wandern DNA-Molekiile umgekehrt proportional zu ihrem Molekulargewicht Richtung Anode.
Die physikalische Eigenschaft des Agarosegels wird in erster Linie durch die Agarose-

konzentration bestimmt. Je hoher die Dichte bzw. Konzentration, desto feiner ist die Netzstruktur.

Durchfithrung

Je nach FragmentgroBBe und der daraus ableitbaren Laufgeschwindigkeit wurden
2-4 %-ige Agarosegele eingesetzt und zur Identifizierung der FragmentgroBe DNA-Lédngen-
standards (Molecular Weight Marker) mit definierten ReferenzgroBBen verwendet.

Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose (Metaphor) in 70 ml 1xXTBE-Puffer aufge-
kocht, bis sie vollstindig gelost war. Nach Abkiihlung im Wasserbad auf 55 °C wurden 7 pl
Gelstar zugegeben und die Gellosung moglichst blasenfrei in einen geeigneten Geltrager
gegossen. Gelstar ist ein Farbstoff, der durch Interkalation an die Doppelhelix bindet, so dass die
Banden unter UV-Licht nachweisbar werden. Nach einer Polymerisationszeit von ca. 45 min

wurden die Proben, sowie der Langenstandard (1 pl mit 9 pl HPLC-Wasser (1:10) verdiinnt) im
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Verhiltnis 1:5 mit einem Auftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Durch den
Auftragspuffer wurde die Dichte der Proben gegeniiber dem Elektrophoresepuffer erhoht, damit
diese nicht aus der Gelmatrix diffundierten. Die Elektrophorese wurde bei 4 °C durchgefiihrt und
dauerte in Abhédngigkeit von Gelkonzentration und DNA-Grofle zwei bis fiinf Stunden.
AnschlieBend wurden die Gele unter UV-Licht ausgewertet.

Denaturierendes Long-Ranger-Gel
Prinzip

Das denaturierende Long-Ranger-Gel dient ebenfalls der Darstellung von Amplifikations-
produkten. Das elektrophoretische Prinzip dieses Polyacrylamidgels (PAA-Gel) ist vergleichbar
mit dem der Agarosegele. Der Vorteil ist jedoch, dass die Nachweisgrenze wesentlich sensibler
ist und je nach Zusammensetzung des Gels Unterschiede der Amplifikationsprodukte von
wenigen Basenpaaren bis zu Punktmutationen nachgewiesen werden konnen. Dabei wird die
zuvor durch Denaturierung entstandene Einzelstrang-DNA nach GroBle beziehungsweise
Nukleotidzusammensetzung aufgetrennt.

Da Polyacrylamidgele chemisch inert sind, treten sie nicht in Wechselwirkung mit den zu
trennenden Polyionen und verursachen keine Elektroosmose. Durch radikalische Polymerisation
entsteht eine siebartige Netzstruktur, welche die Einzelstrang-DNA passieren muss. Die freien
Radikale, die bei dem Zerfall von Ammoniumpersulfat (APS) zu Ammoniumsulfat entstehen,
werden durch N,N,N,N"-Tetramethyl-ethylendiamin (kurz: TEMED) stabilisiert.

Die DNA wird erst wiahrend der Elektrophorese durch hohe Temperaturen und den
Harnstoff, der dem Gel zugesetzt wird, denaturiert. Die resultierenden Nucleotideinzelstrange mit
komplementidrer Basenzusammensetzung und die daraus folgenden Unterschiede in
Molekulargewicht und Ausbildung moglicher Sekundirstrukturen haben ein voneinander
abweichendes Laufverhalten zur Folge. So sind nach der Elektrophorese beim Wildtyp sowie

homozygoten Mutationstriger jeweils zwei und beim heterozygoten Triager vier Banden zu sehen.

Durchfiihrung

Die Polyacrylamidgelelektrophoresen wurden in vertikalen Kammern durchgefiihrt, die
sich durch ihre ldngere Trennstrecke auszeichnen. Zur Herstellung des Gels wurden Harnstoff,
TBE-Puffer (0,6x) und die Long Ranger Gel Solution (5 %) in ca. 30 ml destilliertem Wasser auf

dem vorgewdrmten Magnetrithrer gelost und daraufhin ebenfalls mit destilliertem Wasser auf
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60 ml aufgefiillt und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Nach Zugabe der Polymerisations-
substanzen (APS 10 % und TEMD-Lsg.) wurde die Losung ziigig in die Kammer gegossen. Die
IPC Platte (Integral Plate Chamber), an der das Gel nicht anhaften sollte, wurde zuvor mit ca. 2
ml Dichlordimethylsilan (5 %) silanisiert. Nach einer Stunde Hértungszeit wurde die Apparatur
zusammengebaut, mit Laufmittel (0,6x TBE-Puffer) gefiillt und auf 45 °C vorgeheizt. Die mit
Ladepuffer versetzten Proben wurden vor dem Auftragen 10min bei 4 °C vordenaturiert. Als
interner Standard zum Vergleich der Gele untereinander wurde ein Lingenstandard eingesetzt.
Als Langenvergleich dienten sequenzierte Proben mit bekanntem Genotyp. Die Elektrophorese

wurde bei konstanter Temperatur und 55 Watt 3-4 Stunden laufen gelassen.

Silberfirbung

Da Polyacrylamidgelen kein Farbstoff zugegeben wird, welcher mit DNA interkaliert,
wurde die DNA nachtraglich gefarbt. Eine empfindliche Methode stellt die Silberfarbung dar, mit
der ein Nachweis von 0,03 ng DNA pro mm?, d.h. von weniger als 50 pg Nukleinsduren pro

Bande moglich ist.

Durchfithrung

Zur Fixierung der DNA wurde diese mit 1 %-iger Salpetersdure in Gegenwart von
Alkohol (Ethanol 10 %) denaturiert und ausgefillt. Um die Dissoziation der entstandenen Proto-
nen zu verhindern, wurde der pH-Wert erniedrigt. Die Nukleinsduren verloren dabei ihre negative
Ladung und prézipitierten. Im Anschluss daran wurde eine neutrale Silbernitratlosung (0,2 %)
zugegeben. Die prazipitierten Nukleinsduren banden die Silberionen, und es entstand metallisches
Silber, das in der Entwicklungsphase die Reduktion der verbleibenden Silberionen zu
metallischem Silber katalysiert. Fiir diese Reaktion wurde der pH-Wert durch Natriumcarbonat
erhoht und Formaldehyd als starkes Reduktionsmittel zugegeben (Natriumcarbonat-Formal-
dehyd-Losung). Dabei farbte sich die DNA in dunkelbraune bis schwarze Banden. Durch Zugabe
von 10 %-iger Essigsdure wurde der pH-Wert stark gesenkt und die Reaktion dadurch gestoppt.

3.3.6 Darstellung der Genpolymorphismen
Im Folgenden werden die untersuchten Polymorphismen dargestellt. Auf den
Gelabbildungen entsprechen die Zahlenwerte rechts der Linge des Genprodukts in bp. Handelt es

sich um ein Agarosegel entspricht die linke Spur dem Genprodukte des Langenstandards in bp.
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Da in dieser Studie nur Probanden aufgenommen wurden, von denen eine Liquorprobe vorlag,

hat diese Auswahl dazu gefiihrte, dass nicht immer alle Genotypen vorlagen.

Apolipoprotein E

Die drei ApoE*e-Allele, die nach der Methode von Hixson und Vernier (1990)
amplifiziert wurden, unterscheiden sich durch Gegenwart bzw. Fehlen einer Punktmutationen in
Position 112 und/oder 158. Liegt ein Cytosin anstelle eines Thymins vor, wird das
244 bp-Amplifikationsprodukt durch das Restriktionsenzym Hha I geschnitten. Jedes Allel wird
an drei Stellen geteilt. Es resultieren Schnittprodukte mit einer Linge von 16, 18 und 38 bp, die
regelmifBig bei jedem Allel vorkommen. Das €2-Allel wird dann nicht weiter, das €3-Allel in
Position 158 und das e4-Allel sowohl in Position 158 als auch 112 geschnitten. Die Allele
unterschieden sich in der Kombination folgender zusitzlicher Schnittstiicke: €2 (91 bp + 81 bp),
€3 (91 bp +48 bp + 33 bp), 4 (71 bp + 48 bp + 33 bp + 20 bp)

In unserer Auswertung liefen die Schnittprodukte von 16, 18, 20, 33 und 38 bp in einer
gemeinsamen, schlierigen Bande, so dass sich die drei Allele im Gel durch folgende zusitzliche

Bande unterschieden: €2 (91 bp + 81 bp), €3 (91 bp + 48 bp), €4 (71 bp + 48 bp).
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Abb. 4: Apolipoprotein E

3 % Metaphorgel
Spur 1: Standard V, Spur 2-5: Genotyp ApoE*¢€3/3, 2/3, 3/4, 4/4.
Die Genotypen €2/2 und €2/4 wurden in diesem Kollektiv nicht gefunden.
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Interleukin-6-VNTR

Der von Bowcock et al. (1989) erstmals beschriebene VNTR-Polymorphismus des IL-6
ist durch Sequenzabschnitte charakterisiert, die sich je nach Allel unterschiedlich haufig
wiederholen. Das Resultat sind unterschiedlich lange Amplifikationsprodukte. Die Nomenklatur
dieser Allele wird in der Literatur nicht einheitlich verwendet, so dass auch gleich bezeichnete
Allele nicht immer genau der gleichen Basenpaarlidnge entsprechen. Diese Tatsache ist Folge der
groBen Variabilitit von VNTR-Polymorphismen. Entscheidend ist, dass bei Vergleich
unterschiedlicher Studien auf die anniherungsweise Ubereinstimmung der Allellinge geachtet
wird, nicht aber auf die Bezeichnung derselben. Bowcock et al. (1989) beschrieben vier Allele:
B1 (760 bp), B2 (680 bp), B3 (640 bp), B4 (610 bp) und Murray et al. (1997) sechs: A (822 bp),
B (698 bp), C (672 bp), D (662 bp), E (652 bp), F (642 bp). Fiir die Bezeichnung der bei uns
detektierten Allele tibernahmen wir die Nomenklatur von Murray et al. In einer vorangehenden
Studie wurden in unserem Bonner Gesamtkollektiv alle Allele nachgewiesen. In der vorliegenden

Studie mit selektiertem Kollektiv fehlen die Allele A und D.

Abb. 5: Interleukin-6-VNTR

5 %iges Long-Ranger Gel
Von links nach rechts sind die Genotypen EE, BC, EF, BE, BB, und CE dargestellt.
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Interleukin-6-Promoter

Beim nach Fishman et al. (1998) beschriebenen Promoterpolymorphismus des IL-6
handelt es sich um eine einfache Punktmutation (G — C) in Position -174 am 5'-Ende des
Promotergens. Liegt das Cytosin (C-Allel) anstelle von Guanin vor, schneidet das
Restriktionsenzym SfaN I das 611 bp lange Amplifikationsprodukt, mit zwei resultierenden
Schnittstiicken von 234 und 377 bp Liange. Handelt es sich um den Wildtyp (G-Allel) wird im
Gel eine Bande bei etwa 611 bp sichtbar.

611
377
234

587
434

267

Abb. 6: Interleukin-6-Promoter

2 % Metaphorgel. Spur 1: Standard V, Spur 2-4: Genotyp CG, GG, CC.
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3.3.7 Statistische Auswertung der Daten

Zur Datenanalyse wurden statistische Prozeduren des Software-Pakets SPSS/PC+ Version
9.0.1 fir Windows (SPSS: Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, Ill., USA) und
Microsoft Office Excel 2007 verwendet.

Alle zu testenden Variablen wurde zundchst mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test unter
Annahme der Nullhypothese, d.h. der Annahme auf Vorliegen einer Normalverteilung, bei einem
Kolmogorov-Smirnov-Z-Wert von p > 0,05 auf Normalverteilung getestet.

Die Assoziation zweier metrischer Merkmale wurde unter der Verwendung von Pearsons
Korrelationskoeffizient (r = 0) analysiert. Es wurde jeweils der Korrelationskoeffizient (r)
angegeben, sowie der p-Wert, der sich auf die Nullhypothese, dass keine Korrelation vorliegt,
bezieht.

Wie sich zwei Gruppen von metrischen Merkmalen unterscheiden, wurde mittels eines
t-Test analysiert. Dieser Test dient dem Vergleich zweier unabhingiger Stichproben hinsichtlich
ihrer Mittelwerte. Es soll der Frage nachgegangen werden, ob auftretende Mittelwertunterschiede
mit zufilligen Schwankungen erkldrt werden konnen oder nicht. Dabei wird vorausgesetzt, dass
die Mittelwerte aus Stichproben mit normalverteilten Werten stammen. Um dies zu gewahrleisten
wurde der zuvor erwdhnte Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt. Es wurde bei fester
Hypothese die einseitige und wenn nicht anders gekennzeichnet die zweiseitige Signifikanz
berechnet.

Fiir alle Tests wurde als Signifikanzniveau eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05
gewiihlt, dass heiBt eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p < 0,05 fiihrte zu Ablehnung
der Nullhypothese.

Bei den uns zu Verfligung stehenden Proben des Miinchner Kollektivs wurde nicht die
IL-6prom — Genotypisierung durchgefiihrt. Im Falle, dass sich die Ergebnisse nur auf das Bonner

Kollektiv beziehen, wird darauf hingewiesen.
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4 Ergebnisse

Plasma- und Liquorspiegel unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Probanden
unserer gemischten Kontrollgruppe, sodass diese fiir alle statistischen Analysen zu einer Gruppe
zusammengefasst wurden. Dies wurde durch eine Varianzanalyse (ANOVA) statistisch iiberpriift
(p > 0,2 fir alle Vergleiche) (Bagli et al. 2003).

4.1 Plasma- und Liquorspiegel von IL-6, sSIL-6R und sgp130

Der Mittelwertvergleich von IL-6, sIL-6R und sgp130 in Plasma und Liquor zwischen
Patienten und Kontrollen, sowie den Geschlechtern erfolgte mit einem t-Test. Der sIL-6R-Spiegel
war sowohl im Plasma als auch im Liquor bei Alzheimerpatienten hdher als in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied erwies sich im Plasma als signifikant (p = 0,048), im Liquor
jedoch nicht (p = 0,225). Bei den IL-6- und sgp130-Konzentrationen konnte weder im Plasma
noch im Liquor ein wesentlicher Unterschied beobachtet werden (Tab. 8). In folgenden Analysen
(4.4) wird somit ausschlielich der sIL-6R als biochemischer Parameter einbezogen.

Bei Einteilung der Probanden nach ihrem Geschlecht lie3 sich weder beim IL-6 noch bei

seinen Rezeptoren ein signifikanter Konzentrationsunterschied messen (Tab. 9).

Plasma Liquor
Patienten Kontrollen p Patienten Kontrollen p
IL-6 [ng/1] 2,55+2,24 2,55+3,37 (0,999 242+1,12 2,71 +£2,64 | 0,479
[SIL-6R [ng/l] 34,8 £9,1* 30,6 +8,1% |0,048| 0,98 +0,27 091+0,22 | 0,225
|sgp130 [ng] 291,25 £ 62,32 | 290,69 + 59,30 10,970 47,01 £13,40 [ 44,92+12,64 | 0,512

Tab. 8: Plasma- und Liquorspiegel von IL-6, sIL-6R und sgp130 bei Patienten und
Kontrollen
Plasma Liquor
weiblich ménnlich p weiblich ménnlich P

IL-6 [ng/l] 2,49 £2.49 2,65£279 10,794 | 2,56+ 1,39 2,41+213 0,703

|sIL-6R [ng/1] 34,33+9,2 32,39+ 8,67 | 0,341 | 0,95+0,24 0,97 £ 0,29 0,702

|sgp130 [ng/ | 290,81+60,7 |291,5+62,56| 0,960 | 46,8+13,67 | 45,7+12,44 | 0,715
Tab.9: Plasma- und Liquorspiegel von IL-6, sIL-6R und sgpl130 bei

Minnern und Frauen
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4.2 Konzentrationsunterschiede abhingig von Erkrankungsschweregrad und Alter

Bei Korrelationsanalysen der IL-6-Parameter mit der kognitiven Féhigkeit der Probanden
(ausgedriickt im MMSE) und des Alters, korrelierte der Faktor Alter mit der
IL-6-Plasmakonzentration sowohl bei Patienten (r=0,302, n=58, p<0,021), als auch bei
Kontrollen (r=0,453, n=24, p<0,026) (Abb. 7). Dariiber hinaus zeigte sich in der
Patientengruppe ein Zusammenhang zwischen dem Alter und sgpl130-Spiegel im Plasma
(r=0,368; p=10,005; n = 58) (Abb. 11).

In keiner der untersuchten Gruppen zeigte sich eine signifikante Beziehung des Alters zur
sIL-6R-Plasmakonzentration (Abb. 9), oder zu den Liquorkonzentrationen (Abb. 8, Abb. 10 und
Abb. 12) und bei Analyse des MMSE mit den biochemischen Parametern war ebenfalls kein
Zusammenhang feststellbar (Tab. 10).

Plasma Liquor
IL-6 sIL-6R | sgp130 IL-6 sIL-6R sgp130

r 0,033 | -0,070 | 0,000 | -0.146 | 0,130 0,197
Patienten p 0,817 0,623 0,947 0,302 0,357 1,63

n 53 52 53 52 52 52

MMSE

r 0,181 | 0366 | -0322 | 0,044 | -0,115 0,177
Kontrollen p 0,432 0,94 0,143 0,848 0,610 0,432

n 21 22 22 21 22 22

Tab. 10: Korrelation des MMSE mit der IL-6-, sIL-6R- und gp130-Konzentration im
Plasma und Liquor bei Patienten und Kontrollen
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4.3 Genotypisierung

Es wurde eine Genotypisierung des ApoE-, IL-6prom- und IL-6vntr- Gens durchgefiihrt.
Das Augenmerk lag darauf, ob das jeweilige Kandidatenallel vorlag oder nicht. Beim Apo E
handelt es sich dabei um das ApoE*4- Allel, welches bei Alzheimerpatienten vermehrt vorkommt
und mit der APP-Bildung assoziiert wird. Das IL-6vntr*C-Allel, Kandidatenallel des IL-6vntr-
Polymorphismus, wird hinsichtlich der Alzheimergenese in der Literatur mir einem protektiven
Effekt in Verbindung gebracht (Papassotiropoulos et al., 1999). Das Kandidatenallel des IL-
6prom, das IL-6prom*C-Allel, steht hingegen im Linkage-Disequilibrium einerseits (Bagli et al.,
2000) und es wurde bei Vorliegen des Allels fiir die Genese eine anderen entziindlichen
Erkrankung (der juvenilen chronischen Arthritis) ebenfalls ein protektiver Effekt angenommen
(Fishman et al., 1998).

Es ergab sich die in Tab. 11 dargestellte Verteilung der Kandidatenallele. Beim IL-6prom

beziehen sich die Ergebnisse ausschlieBlich auf das Bonner Kollektiv.

Allel Patienten | Kontrollen
Apo E*4 T g? ZZ
IL-6prom*C T ?; 22
+
IL-6vntr*C - 22 32

Angaben sind in Prozent (%).

(+) Allel vorhanden, (-) Allel nicht vorhanden

Tab. 11:  Allelverteilung

4.4 Interaktion von sIL-6R mit dem Geschlecht und den Kandidatengenen

Der Mittelwertvergleich der sIL-6R-Plasma- und -Liquorkonzentration mit der Diagnose
einerseits und dem Geschlecht bzw. dem Genotyp andererseits erfolgte mit dem Student’s t-Test.
Die sIL-6R-Konzentration, flir die ausschlieflich eine Korrelation nachgewiesen werden konnte
(siche 4.1), ging als abhidngige, alle anderen als unabhingige Variable in die Analyse ein. Es
wurde jeweils die einseitige Signifikanz berechnet. Der in den Graphiken dargestellte

,Fehlerindikator* entspricht dem Standardfehler.
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Es zeigte sich sowohl im Plasma als auch Liquor, dass die sIL-6R-Konzentration

weiblicher wie auch maénnlicher Alzheimerpatienten tendenziell hoher war, als die der

Kontrollprobanden (Abb. 13 und Abb. 14). Signifikant waren die Unterschiede jedoch nicht.
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Bei Betrachtung der Kandidatengene, welche als unabhidngige Faktoren in die
Varianzanalyse eingingen, konnten wir fiir beide IL-6-Polymorphysmen signifikante
Unterschiede messen. Beim ApoE-Kandidatengen zeigte sich hier nur ein Trend.

Mit Ausnahme der IL-6vntr-Triger und IL-6prom-G-homozygoten zeigte sich bei
Patienten eine hohere sIL-6R-Konzentration als in der Kontrollgruppe. Dies traf sowohl fiir
Risikoalleltrdger, als auch fiir Nichttrager in beiden Kompartimenten zu. Der Unterscheid erwies
sich fiir IL 6vntr*C-Nichttrager sowie fiir IL-6prom*C-homozygote Probanden als signifikant.
Dariiber hinaus waren mit Ausnahme des ApoE-Genotyps im Plasma und Liquor bei Patienten
die sIL-6R-Spiegel bei Allel-Nichttragern konstant hoher, als bei IL-6vntr*C- Tragern. Gleiches
konnte fiir IL-6prom-homozygoten (CC > GG > CQG) beobachtet werden. In der Kontrollgruppe
fiel das Ergebnis dagegen inhomogen aus (Abb. 15 - Abb. 20).

Beim ApoE-Polymorphismus konnte eine gegensétzliche Tendenz beobachtete werden.
Sowohl bei Patienten als auch Kontrollen waren die sIL-6R-Konzentrationen bei
Risikoallel-Tragern minimal, also nicht signifikant, hoher als in der Gruppe der Nichttrédger (Abb.
15 und Abb. 16).
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Abb. 15: sIL-6R-Plasmakonzentration bei Patienten und Kontrollen in Abhéingigkeit des
Apo E*e4-Allels
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Apo E*e4-Allels

Wie einleitend bemerkt konnten wir bei Stratifizierung nach den IL-6-Polymorphismen
im Plasma und Liquor von IL-6vntr*C-Nichttragern signifikante sIL-6R-Konzentrations-
unterschied zwischen Patienten und Kontrollen beobachten (p = 0,001 und p = 0,035). Patienten,
die IL-6vntr*C-Nichttrager waren, wiesen gegeniiber Kontrollen erhohte Konzentrationen auf
(Abb. 17 und Abb. 18).

Bei Genotypisierung des IL-6prom zeigten sich in der Gruppe der IL-6prom*C-Allel-
homozygoten bei Alzheimerpatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hdhere
sIL-6R-Plasma- (p = 0,001) und Liquorspiegel (p < 0,001) (Abb. 19 und Abb. 20). In der Gruppe
mit heterozygoter (IL-6prom*CG), aber auch IL 6prom*GG-homozygoter Allelverteilung
konnten weder im Plasma noch im Liquor signifikante sIL-6R-Konzentrationsunterschiede
beobachtet werden. Auch bei Einteilung der Gruppen nach Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein des IL-6prom*C-Allels wurde kein signifikanter Unterschied gemessen

wurde.
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4.5 Interleukin-6-Rezeptorsystem zentral und peripher

Um den Zusammenhang peripherer und zentraler Prozesse zu untersuchen, wurde
ebenfalls der Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet. Wir verglichen alle Plasma- und
Liquorwerte miteinander, dariiber hinaus wurden Plasma- und Liquorkonzentrationen beider
Rezeptoren miteinander, sowie jedes Rezeptors mit der IL-6-Konzentration korreliert. Wir
stellten fest, dass ein Zusammenhang peripherer und zentraler Prozesse darstellbar ist.

Sowohl bei Patienten als auch in der Kontrollgruppe korrelierten die sIL-6R-
Konzentration im Plasma und Liquor miteinander (r = 0,426, n = 55, p < 0,001 und r = 0,620,
n=25,p<0,001) (Abb. 21). Keine signifikante Beziechung zwischen Plasma- und Liquorwerten
konnte beim IL-6 und sgp130 (Abb. 22 und Abb. 23) gemessen werden.
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Abb. 21: Korrelation der sIL-6R-Konzentration im Plasma und Liquor bei Patienten
(r =0,426; p < 0,001; n = 55) und Kontrollen (r = 0,620; p < 0,001; n = 25)
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Bei Analyse des IL-6-Rezeptorsystems (Tab. 12) korrelierte im Plasma von Patienten die
IL-6-Konzentration mit der des sgp130 (r=0,348; p=0,007; n=58) (Abb. 24) und im Liquor
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die Konzentrationen der beiden Rezeptoren miteinander (r = 0,457; p = 0,000; n = 56) (Abb. 25).

In der Kontrollgruppe wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen.
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Abb. 24: Korrelation der IL-6- mit der sgpl30-Plasmakonzentration bei Patienten
(r=0,348; p = 0,007; n = 58) und Kontrollen (r = 0,034; p = 0,875; n = 24)
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Plasma Liquor

sIL-6R sgp130 sIL-6R sgp130

r 0,066 0,348 -0,010 0,099

1L-6 > 0.624 0,007 0.041 0,467
Patienten n 57 58 56 56
r 0,160 - 0,457 -
sgp130 p 0,236 - 0,000 -
n 57 - 56 -

r 0,121 0,034 -0,268 -0,049

1L-6 D 0,573 0.875 0,205 0,820
Kontrollen n 24 24 24 24
r 0,202 - 0,257 -
sgp130 p 0,332 - 0,215 -
n 25 - 25 -

Tab. 12: Korrelation der Parameter des IL-6-Rezeptorsystems im Plasma und Liquor bei

Patienten und Kontrollen
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5 Diskussion

Mit zunehmendem Alter unserer Bevolkerung steigt auch die Inzidenz der AD und damit
der Bedarf nach sensitiven Testverfahren zur Fritherkennung dieser Erkrankung, sowie nach
prognostischen Markern, die der Erstellung von Therapiepldnen, der Verlaufskontrolle und der
individuellen Lebensplanung Betroffener und ihrer Angehdrigen dienen. Die Kenntnis der zu
Grunde liegenden Pathomechanismen ist dafiir Voraussetzung. Es wird eine multifaktorielle
Genese der AD angenommen, welche neben natiirlichen Alterungsprozessen sowohl genetische
als auch umweltbedingte Faktoren und nicht zuletzt inflammatorische Prozesse umfasst
(Giunta et al., 2008, Parihar und Hemnani, 2004). In der vorliegenden Studie wurden
alzheimerrelevante inflammatorische Prozesse und ihr genetischer Hintergrund untersucht. Das
Ziel war festzustellen, ob die Bestimmung immunochemischer Parameter (IL-6, sIL-6R, sgp130)
und relevanter Gen-Polymorphismen (ApoE, IL-6vntr, IL-6prom) einen diagnostischen Wert zur
(Friih-) Erkennung der AD haben und ob sie gegebenenfalls eine Aussage iiber den Schweregrad
der Erkrankung zulassen.

Die Untersuchungen zeigen, dass bei Alzheimerpatienten erhohte IL-6-Parameter zu
messen sind. Die sIL-6R-Konzentration war bei Alzheimerpatienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe in Plasma- und Liquorproben signifikant erhoht. Des Weiteren korrelierten in
beiden Gruppen, also bei Alzheimerpatienten wie auch in der Kontrollgruppe, die IL-6-
Plasmakonzentrationen mit dem Alter. Das hei3t, mit zunehmendem Alter konnten innerhalb
dieser beiden Gruppen hohere IL-6-Plasmakonzentrationen gemessen werden. Bei
Alzheimerpatienten traf dies auch fiir die sgp130-Plasmakonzentration zu.

In den molekulargenetischen Analysen stellten wir fest, dass die Expression der drei
IL-6-Parameter vom IL-6-Genotyp beeinflusst wird. Alzheimerpatienten, die den
IL-6vntr*C- Polymorphismus nicht trugen, hatten im Vergleich zu Trdgern erhohte
sIL-6R-Plasma- und Liquorkonzentrationen. Beim Vergleich von Patienten und Kontrollen
innerhalb der Gruppe der IL-6vntr*C- Nicht-Trager wiesen wir bei Alzheimerpatienten
signifikant hohere sIL-6R-Plasma- und Liquorkonzentrationen nach. Beim
IL-6prom-Polymorphismus maflen wir bei IL-6prom*C-homozygoten Alzheimerpatienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hoherer sIL-6R-Plasma- und Liquorkonzentrationen.

Dartiber hinaus gibt es Hinweise dafiir, dass zentrale Prozesse in der Peripherie messbar
sind. Das heillt Verdnderungen im ZNS, représentiert durch die Analyse unserer Liquorproben,

korrelierten mit Verdnderungen in der Peripherie, also mit den Plasmaproben. In beiden Gruppen
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korrelierte die sIL-6R-Konzentration im Plasma mit der sIL-6R-Liquorkonzentration, d. h.
steigende Plasmakonzentrationen gehen mit steigenden Liquorkonzentrationen einher. Dariiber
hinaus zeigte sich fiir Alzheimerpatienten, dass IL-6 und sgp130 im Plasma und sIL-6R und
sgp130 im Liquor positiv miteinander korrelieren.

Es kann festgehalten werden, dass die vorliegende Studie bei Alzheimerpatienten sowie
auch bei hohem Lebensalter erhdhte Interleukin 6-Parameter nachweist. Diese Parameter kdnnten
prospektiv als diagnostische Marker eingesetzt werden. Dariiber hinaus konnen wir

Zusammenhidnge zwischen IL-6-Parametern und -Genetik darstellen.

5.1 Erhohte Entziindungsparameter im Alter und bei Alzheimerkranken

Unter physiologischen Bedingungen sind Entziindungsreaktionen gegen pathogene
Stimuli gerichtet. Unspezifische oder verldngerte immunologische Aktivierung fiihrt jedoch auch
zu Zerstorung intakten Gewebes. Eine fehlerhafte Immunreaktion wird fiir die Pathogenese der
AD  vielseitig  diskutiert. Mikrogliaaktivierung und  Aktivierung  IL-6-vermittelter
neuroimmunologischer Reaktionen werden als Teil eines Teufelskreises angesehen, der in
Degeneration von Neuronen endet. Es ist anzunehmen, dass eine solche Fehlregulierung mit
veranderten Plasma- und Liquorspiegeln der Zytokine sowie ihrer Rezeptoren einher geht.

In der vorliegenden Studie wurde sowohl bei Alzheimerpatienten als auch in der
Kontrollgruppe ein altersabhdngiger Anstieg der IL-6-Plasmakonzentration beobachtet. Auf
Rezeptorebene konnte im Patientenkollektiv eine altersabhdngige Zunahme der sgpl130
Plasmakonzentration gemessen werden. Dariiber hinaus hatten Alzheimerpatienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant hohere sIL-6R-Plasmakonzentrationen. Fiir die Schwere der
Erkrankung, dargestellt mit dem MMSE, war in unserer Studie kein Zusammenhang zur IL-6-,
sIL-6R- oder sgp130-Plasma- oder Liquorkonzentration nachweisbar.

Die Tatsache, dass andere Arbeiten sowohl vergleichbare als auch unterschiedliche
Ergebnisse erheben, konnte in einer voneinander abweichenden Methodik liegen. Noch vor dem
experimentellen Teil, sind die Auswahl der Patienten und einer angemessenen Kontrollgruppe,
sowie die Zahl der Probanden insgesamt ausschlaggebend. Besonders bei Liquorstudien ist die
Fallzahl hiufig sehr klein, wodurch Reprisentativitit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse in
Frage gestellt werden miissen. Dariiber hinaus konnen Faktoren wie genetische und
soziodemographische Heterogenitit der unterschiedlichen Studien divergente Ergebnisse

bedingen. So beschreiben beispielsweise Capurso et al. (2004) einen regionalen européischen
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Unterschied in der IL-6prom- Genotyp- und Allelverteilung. Genauer finden sie ein Nord-Siid-
Gefille, wobei der IL-6-GG-Genotyp im Siiden signifikant hdufiger vorkam. Auf experimenteller
Ebene beeinflussen Faktoren wie die Auswahl der biologischen Kompartimente (Liquor oder
Plasma bzw. Serum) und die Probenaufbereitung sowie Sensitivititsunterschiede der
verwendeten Kits das Ergebnis.

Wir wiesen einen Zusammenhang zwischen dem Alter und der IL-6-Plasmakonzentration
nach, was mit Ergebnissen vorangehender Studien (Ershler 1993; Ershler et al., 1993; Wei et al.,
1992) iibereinstimmt. Die Autoren der zitierten Studien begriinden diesen Anstieg mit dem
Einfluss von Ostrogen bzw. Testosteron; Hormonen, die in der Lage sind die IL-6-Produktion zu
hemmen. Es wird unter anderem angenommen, dass moglicherweise niedrigere Hormonspiegel
mit Beginn der Meno- bzw. Andropause mit steigenden IL-6-Konzentrationen im Alter
einhergehen.

Der in unserer Studie gemessene sgpl30-Konzentrations-Anstieg mit dem Alter stimmt
mit den Ergebnissen einer Studie von Giuliani et al. (2001) iiberein. Es wurden alters- und
menopausenabhéngige Konzentrationsverdnderungen von IL-6 und seinen 16slichen Rezeptoren
im Serum von 220 Frauen im Alter von 25 bis 104 Jahren gemessen. Die IL-6-Konzentration
stieg exponentiell mit dem Alter und die Konzentration des sIL-6R und sgp130 zeigte bis in die
7. Lebensdekade einen signifikanten Konzentrationsanstieg und danach eine stetige
Konzentrationsabnahme. =~ Wir  finden also auch  durch diese Studie einen
IL-6-Konzentrationsanstieg mit zunehmendem Alter bestitigt. Der dariiber hinaus beschriebene
Anstieg der sgpl30-Konzentration bis in die 7. Lebensdekade stimmt nicht mit unseren
Ergebnissen iiberein. Im Vergleich zu unserer Studie handelt es sich bei Giuliani et al.
ausschlieBlich um weibliche Probanden und die Fallzahl ist mit 220 Probanden deutlich groBer
als in unsere Studie (58 Alzheimerpatienten, 25 Probanden). Letzteres konnte der Grund dafiir
sein, dass kein Anstieg der sgpl130-Konzentration innerhalb unserer Kontrollgruppe, sowie der
sIL-6R-Konzentration in beiden Gruppen messbar ist. Obwohl auch in unserem Kollektiv etwas
mehr weibliche Probanden vorliegen (62% des Patienten-, 56% des Kontroll-Kollektivs), konnen
wir nicht den Abfall der sgp130-Plasmakonzentration nach dem 70. Lebensjahr bestdtigen. Etwa
64% unserer Alzheimerpatientinnen {iberschritt das 70. Lebensjahr.

In zwei weiteren Studien mit ebenfalls kleiner Fallzahl wird ein Zusammenhang zwischen
dem Alter und der sgp130- sowie auch sIL-6R-Konzentration beschrieben. Maes et al. (1999 b)
untersuchten sIL-6R- und sgp130-Serumkonzentrationen (Abnahmezeitpunkt 07:45h +/- 15 min)
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bei 13 posttraumatischen Patienten (posttraumatic stress disorder) und 32 gesunden Kontrollen
(HC = healthy controls). Sowohl bei Patienten, als auch Kontrollen korrelierte das Alter positiv
mit dem sgp130 (r = 0,43, p = 0,005) im Serum. In beiden Gruppen waren ebenfalls prozentual
mehr Frauen eingeschlossen (Patienten 70%, Kontrollen 84%), jedoch wurde im Gegensatz zu
unserer Studie in keiner der beiden Gruppen die 7. Lebensdekade erreicht (Patienten 47 J +/- 9,3,
Kontrollen 45,3 J+/- 7,7). Stiibner et al. (1999) fanden auch einen Zusammenhang zwischen
sgp130 im Liquor und dem Alter. Es wurde bei 20 geriatrischen Patienten (m/w = 7/13), die an
Major Depression (MD) litten und 20 gesunden Kontrollen (m/w = 12/8) IL-6 und beide
Rezeptoren im Liquor gemessen. Eine signifikante Korrelation zwischen sgp130 und dem Alter
(r=0,563, p=0,012) zeigte sich jedoch ausschlieBlich in der Kontrollgruppe.

Beim Vergleich dieser Studien ist neben inhomogenen Testgruppen auch der bereits oben
erwahnte Sensitivitidtsunterschied auf experimenteller Ebene zu bedenken. Die zum Zeitpunkt
unserer Studie zur Verfligung stehenden ELISA-Kits messen zwar sgp130 genau, die Sensivitit
fiir IL-6 und den sIL-6R ist jedoch nicht sehr hoch (siehe 3.3.1). So wurden letztere unter
Umstdnden sowohl alleine als auch im sIL-6*IL-6R-Komplex gemessen. Dariiber hinaus stellt
sich die Frage, wie gut sich Plasma- und/oder Liquorwerte von Zytokinrezeptoren als
prognostische Marker fiir ZNS-Erkrankungen eignen.

Positiv wird diese Frage von Pulkki et al. (1996) beantwortet. So gibt es Hinweise dafiir,
dass sIL-6R im Serum fiir die Erkrankung des Multiplen Myeloms (MM) als prognostischer
Faktor Relevanz haben konnte. Die  Autoren zeigen, dass die Dreijahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Menschen, die an MM erkrankt waren, mit der
sIL-6R-Konzentration im Zusammenhang steht. Die Kaplan-Meier-Analyse zeigt, dass erhdhte
Serumkonzentrationen mit kiirzerer Uberlebenszeit assoziiert sind. Interessanterweise zeigte sich
keine lineare Korrelation zwischen sIL6R und IL-6, sowie P2-Makroglobulin (f2-M), die
ebenfalls in der Gruppe von MM-Patienten, die innerhalb von drei Jahren starben, signifikant
erhoht waren. Diese Ergebnisse werden durch Studien von Kyrtsonis et al. (1996) bestitigt.
Dartiber hinaus konnten Kyrtsonis et al. das Ausmal} des im Plasma zirkulierenden sIL-6R mit
Schwere und Stadium der MM korrelieren.

Fiir die AD liegen bisher nicht so eindeutige und reproduzierbare Studienergebnisse vor.
Angelis et al. (1997) weisen bei Alzheimerpatienten  signifikant niedrigere
sIL-6R-Plasmakonzentrationen als in der Kontrollgruppe nach. Hampel et al. (1998) bestdtigen

dies fiir Messungen im Liquor. Dariiber hinaus misst dieselbe Arbeitsgruppe bei
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Alzheimerpatienten signifikant niedrigere sgp130-Liquorkonzentrationen (Hampel et al., 1999).
Richartz et al. (2005) untersuchen neben IL-1B, IL-2, TNF-a, sIL-2r und sTNF-ar ebenfalls 1L-6
und den sIL-6R im Serum und Liquor von 20 Alzheimerpatienten und 21 Kontrollen, die
vergleichbar mit unserer Kontrollgruppe sind. Sie finden ebenfalls sémtliche Parameter sowohl
im Serum als auch Liquor bei Alzheimerpatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt.
Statistisch signifikant ist der Unterschied bei TNF-a im Liquor (p < 0.0001) und IL-6 im Serum
(p < 0.0012). Es zeigte sich keine Abhéngigkeit im Hinblick auf Geschlecht, Alter oder
Schweregrad der Erkrankung. Uber die einfachen Konzentrationsmessungen hinaus wurden o. g.
Zytokine und Zytokinrezeptoren auch nach Stimulierung der Blutbestandteile mit LPS
(Lipopolysaccharide) und PHA bestimmt. Hier zeigten sich bei Alzheimerpatienten gegeniiber
Kontrollen ebenfalls teils signifikant (IL-6, IFN-c, TNF- a, IL-5) niedrigere Konzentrationen. Ein
moglicher Einfluss durch das Alter oder Geschlecht wurde ausgeschlossen. Richartz et al.
nehmen im Hinblick auf die Genese der AD an, dass eine reduzierte Immunkompetenz
vorzuliegen scheint.

Unsere Studie bestitigt die sgpl130-Ergebinsse von Hampel et al. nicht. Weder
sgpl130-Plasma- noch Liquorwerte unserer Patienten und Kontrollen wichen malgeblich
voneinander ab. Anders verhilt es sich beim sIL-6R. Alzheimerpatienten hatten im Gegensatz zu
den Ergebnissen von Hampel, Angelis und Richartz et al. signifikant hohere
sIL-6R-Plasmakonzenrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es liegen also genau
umgekehrte Verhiltnisse vor. Vergleicht man den Studienaufbau miteinander, so weicht die Zahl
der Studienteilnehmer, insbesondere bezogen auf die Kontrollgruppe (in obiger Reihenfolge
AD/Kontrolle: 25/19, 41/32, 20/21), nicht wesentlich voneinander ab und die eingesetzten
ELISA-Kits waren vom selben Hersteller (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt).

Unter Umsténden liegt die Ursache fiir die divergenten Ergebnisse in Unterschieden bei
der Studiendurchfithrung. Schon ein voneinander abweichender Entnahmezeitpunkt der Serum-
bzw. Liquorproben und eine andere Abnahmetechnik koénnten insbesondere bei kleiner Fallzahl
unterschiedlich Ergebnisse verursachen. Hierbei sei auch an den physiologisch vorhandenen
zirkadianen Biorhythmus gedacht, durch den z. Bsp. cortisonabhingig die Konzentration
immunologischer und inflammatorischer Parameter im Tagesverlauf schwanken. Vergleichen wir
unsere Werte mit der Literatur, so finden sich fiir die sIL-6R-Liquorwerte unserer Kontrollgruppe
(0.91 £ 0.22 ng/ ml) vergleichbare Angaben fiir gesunde Individuen (0.8 — 1.67 ng/ ml) (Frieling
et al., 1994; Rose-John und Heinrich, 1994).
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Wie einleitend erwidhnt, konnten wir keinen Zusammenhang zwischen Schweregrad der
AD und den drei IL-6-Parametern messen. Dies geht mit Studien von Angelis et al. (1997),
Galimberti et al. (2008), Hampel et al. (1997 und 1998) und Richartz et al. (2005) konform.
Gleiches gilt auch fiir den fehlenden Nachweis einer signifikanten Anderung der
IL-6-Konzentration im Plasma oder Liquor je nach Gruppenzugehorigkeit (Alzheimerpatienten
oder Kontrollen). Fiir Plasma- bzw. Serumspiegel wird dies von van Duijin et al. (1989) bestitigt,
fiir Liquorspiegel von Garlind et al. (1999), Hampel et al. (1997), und Lanzrein et al. (1998).

Zu abweichenden Ergebnissen kamen wiederum Martinez et al. (2000). Sie weisen bei
Alzheimerpatienten im Vergleich zu altersgleichen Kontrollen signifikant hohere
IL-6-Liquorkonzentrationen nach. Dies bestitigen Licastro et al. (2000) fiir Messungen im
Plasma. Patienten hatten wesentlich hohere Werte als Kontrollen (p < 0,001). Licastro et al.
verwendeten andere ELISA-Kits (Endogen, Italien und PKL, Deutschland), was zu
unterschiedlichen Ergebnissen fiihren konnte. Dariiber hinaus konnten diese auch mit der kurzen
Halbwertszeit (unter einer Stunde) von IL-6 erkldrt werden. Die Stabilitdt der Proben im Plasma
bei einer Temperatur von 2-8 °C wird mit einem Tag, bei -20 °C mit 6 Monaten angegeben
(aus: Information zu Laborparametern der Abteilung fiir Laboratoriumsmedizin des AKH Celle,
www.akh-celle.de/index.php?id=105). Es ist anzunehmen, dass zwischen Abnahme einer Probe
und Analyse derselben unterschiedlich viel Zeit verstrich, welche moglicherweise das Ergebnis
verfalscht.

Es bleibt zu hoffen, dass eine steigende Zahl von Studien zu dieser Fragestellung und
standardisierte =~ Testverfahren  langfristig = zu  homogenen  und  aussagekréftigen

Untersuchungsergebnissen fiihren wird.

5.2 Die IL-6R-Konzentration in Abhingigkeit von IL-6 Polymorphismen

Wir zeigen, dass Plasma- und Liquorspiegel des sIL-6-Rezeptors mit der genetischen
Variabilitdt des IL-6, also dem VNTR- und G — C-Polymorphismus, zusammenhédngen. In
Abhingigkeit des IL-6vntr*C-Allels wurden sowohl im Plasma als auch im Liquor signifikante
sIL-6R-Konzentrationsunterschiede bei Alzheimerpatienten und Kontrollen gemessen. Konkret
wiesen wir bei IL-6vntr*C- Nichttrdgern in der Gruppe der Alzheimerpatienten signifikant
hohere sIL-6R-Plasma- und Liquorkonzentrationen nach als in der Kontrollgruppe. Ein

tendenziell umgekehrtes Verhdltnis liegt bei IL-6vntr*C-Tridgern vor. Hier waren in der
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Kontrollgruppe hohere sIL-6R-Konzentrationen messbar als bei Alzheimerpatienten. Dies traf
ebenfalls fiir Messungen in beiden Medien zu, jedoch wurden keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede erreicht.

In einer vorrangehenden Studie unserer Arbeitsgruppe konnte im Hinblick auf die
Alzheimergenese ein protektiver Effekt bei Pridsenz des IL-6vntr*C-Allel gezeigt werden
(Papassotiropoulos et al., 1999). Bei Alzheimerpatienten war die Zahl der IL-6vntr*C-Trager im
Gegensatz zu beiden Kontrollgruppen (gesunde Probanden und altersgleiche Patienten mit
depressiven Erkrankungen) signifikant erniedrigt. Dartiber hinaus wurde die AD bei Trégern des
IL-6vntr*C-Allels um finf Jahre spédter manifest als bei Nichttrdgern. In Anlehnung an eine
Studie von Fishman et al. (1998) zum G — C-Polymorphismus des IL-6 (IL-6prom) nehmen wir
an, dass bei Prasenz des IL-6vntr*C-Allels ein protektiver Effekt vorliegt.

Bei Fishman et al. wurde bei Patienten mit juveniler chronischer Arthritis und gesunden
Kontrollen die IL-6-Plasmakonzentration in Abhédngigkeit der IL-6-prom-Allelverteilung
gemessen. Die IL-6-Plasmakonzentration in der Kontrollgruppe war bei Trigern des C-Allels
(IL-6prom*C) signifikant erniedrigt, und da die Haufigkeit dieses Allels bei Erkrankten stark
reduziert war, ging man von einem protektiven Effekt bei Prisenz des IL-6prom*C aus. Der
Konzentrationsunterschied wurde interessanterweise bei Stratifizierung nach homozygoten
Triagern noch grofer (IL-6-Konzentration CC<CG<GG). Zu idhnlichen Ergebnissen kamen
Shibata et al. (2002) in einer Studie mit asiatischen Probanden. Bei 128 Alzheimerkranken und
83 gesunden Probanden wurde der IL-6vntr- und IL—6-prom-Polymorphismus sowie IL-6 im
Plasma bestimmt. Es zeigte sich bei Alzheimerpatienten eine signifikant erhohte
IL-6-Plasmakonzentration, sowie ein erhohtes IL-6prom*G-Allel-Vorkommen. Dariiber hinaus
war die IL-6-Plasmakonzentration unter den Alzheimerpatienten bei IL-6prom*G-Allele-Tragern
tendenziell erhoht.

In einer weiteren Studie, die der vorliegenden vorausging, replizierten wir ebenfalls die
Studie von Fishman et al. (1998) mit Alzheimerpatienten und einer gemischten Kontrollgruppe
und konnten keinen direkten Zusammenhang zwischen dem IL-6prom und der AD nachweisen
(Bagli et al., 2000). Wir stellten jedoch fest, dass der IL-6prom-Polymorphismus im starken
Linkage-Disequilibrium mit dem IL-6vntr-Polymorphismus liegt.

Diese und moglicherweise andere, bisher unbekannte AD-relevante Polymorphismen, die
unter Umstdnden im Linkage-Disequilibrium miteinander liegen, konnten solche Phédnomene

erkldren. Konkret wire davon auszugehen, dass nicht IL-6vntr oder IL-6prom zur AD fiihrende
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bzw. beitragende Genorte sind, sondern sie wiirden mit einem anderen, alzheimerrelevanten
Polymorphismus im Linkage-Disequilibrium liegen. Hierzu werden in Zukunft die GWAS
wichtige Aufschliisse geben konnen.

In der gegenwirtigen Studie =zeigte sich, dass die sIL-6R-Plasma- und
Liquorkonzentrationen dhnlich genotypabhingig sind wie IL-6-Plasmaspiegel in der Studie von
Fishman et al. (1998). In der Gruppe IL-6prom*C-homozygoter Triger ermittelten wir bei
Alzheimerpatienten im Gegensatz zur Kontrollgruppe deutlich erhohte sIL-6R-Plasma- und
Liquorkonzentrationen. Kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen zeigte
sich bei heterozygoten und IL-6prom*G-homozygoten Tragern.

Zu bedenken ist, dass es sich hierbei um den sIL-6-Rezeptor des IL-6 handelt und nicht
um IL-6 selber. Es ist jedoch zu vermuten, dass Polymorphismen im IL-6-Gen indirekt die
Expression der IL-6-Rezeptoren beeinflussen. Desweiteren sei erwihnt, dass wir einen
Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen innerhalb einer genetischen Gruppe feststellen
und nicht innerhalb einer Probandengruppe Unterschiede zwischen Trédgern und Nichttrdgern.

Samtliche fiir die Alzheimer Demenz als Risiko definierten Allele kommen mit hoher
Haufigkeit in der Allgemeinbevolkerung vor. Die Wahrscheinlichkeit, dass jedes Individuum
mehr als eines dieser Risikoallele erbt, ist demnach hoch. Grundséitzlich kann also davon
ausgegangen werden, dass das Gesamtrisiko eines Individuums an Alzheimer zu erkranken,
durch ein Zusammenspiel geerbter Risikoallele und unterschiedlicher Umwelteinfliissen
bestimmt wird. In der vorliegenden Arbeit finden wir Hinweise dafiir, dass ein Zusammenhang

zwischen IL-6-Genetik und IL-6-Parametern in Serum bzw. Liquor besteht.

5.3 Zusammenhiinge zentraler und peripherer Prozesse

Die Pathogenese der AD findet im ZNS statt. Fiir Diagnose und Verlaufskontrolle stehen
kognitive (neurologische / psychiatrische) Tests, aber auch biochemische Parameter zur
Verfiigung. Bei letzteren handelt es sich vor allem um die Analyse von Serum- bzw. Plasma- und
Liquorproben. Die Liquorentnahme ist eine relativ invasive Diagnostik, dass heif3t aufwandig
einerseits, aber auch komplikationsreicher als die Gewinnung von Serum bzw. Plasma. Die
Uberlegung ist nun, in welchem MaB dieses periphere Kompartiment zentrale Vorginge
reprisentiert, d. h. ob Prozesse auf Ebene des ZNS in der Peripherie messbar werden und damit
die Messung peripherer Kompartimente unmittelbare Riickschliisse zuldsst. Genau genommen

stellt sich die Frage, ob die Blut-Hirn-Schranke, die physiologisch genau diese beiden
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Kompartimente voneinander trennt, im Rahmen der Alzheimerpathogenese durchléssig wird.
Sollte dies so sein, wére natlirlich auch denkbar, dass sich umgekehrt periphere Prozesse durch
IL-6-, sIL-6R- und sgp130-Liquormessungen widerspiegeln lassen. Nicht zuletzt konnte sich die
Frage stellen, ob IL-6-, sIL-6R- und sgp130 mdglicherweise die Integritit der BHS beeinflussen.

Bestandteil der AD-Pathologie ist eine zerebrale Angiopathie. Es gibt Hinweise dafiir,
dass mehr als 30 % aller Alzheimerpatienten zerebrovaskulidre Verdnderungen aufweisen, die
auch Zellstrukturen der Blut-Hirn-Schranke einschlieen. Bestimmte GefaBBverdnderungen, wie
die mikrovaskulidre Degeneration, welche sich auf das zerebrale Endothel auswirkt, eine zerebrale
Amyloidangiopathie, sowie periventrikuldre Lésionen der weilen Substanz, sind in praktisch
allen AD-Fillen anzunehmen (Kalaria RN, 1999). In Studien mit transgenen Méusen fiihrte eine
Uberexpression von IL-6 zu Neurodegeneration, Einbruch der BHS und zur Angiogenese
(Campbell et al., 1993). Oh et al. (1998) zeigten, dass IL-6 und sIL-6R die TNFa-induzierte
Expression von VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule, ein Gen welches ein
immunassoziiertes Zelloberflichen-Glykoprotein codiert) in Astrozyten erhoht. Dariiber hinaus
zeigen klinische Studien, dass Alzheimerpatienten, die an peripheren Gefaflverdnderungen, einer
koronare Herzkrankheit oder Diabetes mellitus leiden, ebenfalls eine Dysfunktion der
Blut-Hirn-Schranke aufweisen (Kalaria RN, 1999). Hier wird auch ApoE, welches als
Risikofaktor fiir die AD bekannt ist (Strittmatter et al., 1993), im Zusammenhang mit
GefaBverdnderungen diskutiert. In wie fern diese mit der AD einhergehen oder aber ursiachlich an
der Alzheimerpathogenese beteiligt sind, ist offen. Es darf jedoch angenommen werde, dass die
Integritdt der Blut-Hirn-Schranke spétestens im fortgeschrittenen Krankheitsstadium nicht
erhalten ist.

Fabry et al. (1993) zeigen, dass IL-1 und IL-6 von zerebralen Endothelzellen exprimiert
und ausgeschiittet werden. Es liegt nah, dass diese Molekiile als Konsequenz zentraler
Entziindungsprozesse von aktiviertem Endothel der HirngefiBle in erhohter Konzentration
produziert werden. Besonders unter inflammatorischen Bedingungen werden auch aktivierte
Makrophagen und T-Zellen des ZNS als Ort zentraler sIL-6R-Produktion gesehen (Banning et al.,
1998).

Miachalopoulou et al. (2004) untersuchten den sIL-6R in Plasma und Liquor bei Patienten
sowohl mit entziindlichen als auch nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen, zwei
unterschiedlichen Formen der Multiplen Sklerose (MS) sowie gesunden Probanden. Sie nahmen

unter anderem den Liquor/Serum-Quotienten des Albumin, welcher als MalBl fiir die
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BHS-Funktion Verwendung findet, zu Hilfe und beobachteten eine positive Korrelation zwischen
diesem Quotienten und der sIL-6R-Liquorkonzentration in der Gruppe der Probanden mit
entziindlichen neurologischen Erkrankungen, nicht aber bei MS. Sie leiteten daraus ab, dass in
threr Patientengruppe die Liquorkonzentrationen des sIL-6R durch Serum-sIL-6R-
Konzentrationen und Eigenschaften der BHS beeinflusst sein konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden IL-6, sIL-6R und sgp130 im Plasma und Liquor
gemessen und miteinander korreliert. Wir beobachteten, dass bei Patienten und Kontrollen die
Plasma- und Liquorkonzentrationen von sIL-6R positiv miteinander korrelieren, hingegen konnte
keine Abhidngigkeit zwischen IL-6- sowie sgpl30-Konzentrationen im Plasma und Liquor
nachgewiesen werden. Bislang liegen noch nicht viele dieser Arbeit vorrangehende, wie auch
folgende Studien vor, die ebenfalls IL-6, sIL-6R und sgp130 in Plasma und seltener auch im
Liquor von Alzheimerpatienten untersuchen (Blum-Degen et al., 1995; Galimberti et al., 2008;
Garlind et al., 1999; Goméz-Tortosa et al., 2003; Hampel et al., 1997, 1998 und 1999; Jia et al.,
2005; Lanzrein et al., 1998; Marz et al., 1997; Martinez et al., 2000; Popp et al., 2009; Richartz et
al., 2005; Schuitemaker et al., 2009; Sun et al., 2003; Wada-Isoe et al., 2004; Yamada et al.,
1995). Dartiiber hinaus fiithrten lediglich Lanzrein et al. (1998) und Sun et al. (2003) ein Vergleich
von IL-6-Serum- und Liquorwerten an, und nur bei Hampel et. al. (1999) und Mérz et. al. (1997)
wurde sgp130 im Liquor bestimmt.

In der Studie von Sun et al. (2003) konnte, vergleichbar mit dem sIL-6R in unserer Studie,
eine signifikante Beziehung zwischen Liquor- und Plasmakonzentrationen von IL-6
(r=0.74,p<0.001), aber auch ACT (r = 0.4, p < 0.001) und MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) (r=0.71, p < 0.001) gemessen werden. Dariiber hinaus wurde eine signifikante
Korrelation von ACT- und oxLDL (oxidised low-density lipoprotein)- Liquorspiegeln und des
bereits oben erwihnten Liquor/-Serum-Albumin-Quotienten beschrieben. Sun et al. bewerten Ihre
Daten als Hinweise dafiir, dass ACT-, IL-6-, MCP-1- und oxLDL- Plasma- und
Liquormessungen gute Parameter zur Kontrolle inflammatorischer Prozesse in der AD sein
konnten. Die Studie wurde ausschlieBlich an 141 Patienten mit mutmaBlicher AD durchgefiihrt.
Es fehlte also trotz hoherer Fallzahl eine Kontrollgruppe. Der sIL-6R war nicht Bestandteil der
Studie.

In der Studie von Lanzrein et al. (1998) wurde neben IL 6 und seinen Rezeptoren noch
weitere Entziindungsparameter wie ACT, IL-1pB, IL1-ra, TNF-a und sTNFR-II untersucht. Bei

acht Alzheimerpatienten und neun Probanden, die wie in unserer Kontrollgruppe an anderen
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psychiatrischen bzw. neurologischen Erkrankungen litten, wurden iiber zwei bis fiinf Jahre,
jeweils bis zum Tod, jdhrliche Messungen obiger Faktoren im Serum und Liquor vorgenommen.
Dariiber hinaus wurden CT-Aufnahmen zur Atrophiebestimmung durchgefiihrt und post mortem
IL-1B, IL-6 und TNF-a im Gewebe unterschiedlicher Hirnregionen bestimmt. Fast alle Parameter
variierten iiber die Zeit, ohne dass signifikante Abweichungen auftraten. Serum- und Liquorwerte
korrelierten nicht miteinander. Lediglich TNF-o konnte in allen Hirnregionen bei
Alzheimerpatienten in signifikant hoherer Konzentration nachgewiesen werden.

Angesichts des unterschiedlichen Studienaufbaus kann kein direkter Vergleich mit unserer
Studie angefiihrt werden. Es handelte sich um eine sehr viel kleinere Fallzahl und es wurden
ausschlieBlich Alzheimerpatienten rekrutiert, die sich in der Endphase ihrer Erkrankung
befanden. Dariiber hinaus wurden Mehrfachmessungen durchgefiihrt, wihrend es sich bei uns um
Einmalbestimmungen handelte. Im Hinblick auf die Frage, ob zentrale Prozesse in der Peripherie
messbar sind, ist ein Vergleich der beiden Studien aber durchaus zuldssig, denn auch wir
bestitigen, dass IL-6-Plasma- und Liquorkonzentrationen bei Alzheimerpatienten nicht
miteinander korrelieren.

Wie einleitend beschrieben kommt gpl30 vor allem membrangebunden vor und
ibermittelt nur so das IL-6-Signal. Dennoch wird gpl130 auch spontan als losliche Form
exprimiert und ist, wie wir ebenfalls bestitigen konnen, als solche sowohl im Plasma als auch im
Liquor messbar. Da gpl130 fiir das IL-6-Signal verantwortlich ist, wire die Kenntnis von
gp130-Konzentrationsschwankungen von Interesse. In vivo-Bestimmungen von gpl30 sind
naturgemal nur erschwert moglich. Somit wéren Studien, die untersuchen, ob gp130 und sgp130
grundsitzlich miteinander korrelieren, so dass iiber sgp130 Plasma- oder Liquormessungen die
membrangebundene gpl30-Konzentration abgeleitet werden konnte, von Interesse. Desweiteren
wird angenommen, dass der sgpl30 der natiirliche Inhibitor der IL-6-Wirkung ist, also der
Antagonist der IL-6-Signaltransduktion (Jostock et al., 2001, Miiller-Newen et al., 1998,
Murakami-Mori et al., 1996, Salvati et al., 1995, Tenhumberg et al., 2008). Somit sind
sgp130-Messungen unabhéngig der gp130-Konzentration fiir viele Fragestellungen sinnvoll.

Wir fanden sowohl bei Patienten als auch Kontrollen eine positive Korrelation der
sIL-6R-Plasma- und Liquorkonzentration. Die Tatsache, dass dies fiir beide Gruppen zutraf, ist
nicht unbedingt ein Widerspruch, denn wir nehmen an, dass unter pathologischen Bedingungen
die BHS geschidigt und somit fiir Molekiile zentralen Ursprungs durchldssig sein konnte. Hier

konnte u. U. die Tatsache, dass sich unsere Kontrollgruppe nicht aus gesunden Probanden
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zusammensetzt, ein limitierender Faktor fiir die Bewertung dieser Studie sein. Da Allelverteilung
sowie IL-6-, sIL-6R- und sgp130-Plasma- und Liquorkonzentrationen bei den Probanden unserer
Kontrollgruppe homogen waren (ANOVA-Test p=>0,2), konnten diese zu einer Gruppe

zusammengefasst werden.

5.4 Interaktion des IL-6-Rezeptorsystem

IL-6 besitzt auf zerebraler Ebene ein vielseitiges Wirkungsspektrum. Hierbei kann es
neben seinen physiologischen, protektiven Funktionen auch pathologisch wirken. Dahingehend
ist die Komplexitit des IL-6-Rezeptorsystems (siehe 1.2.2) noch ldngst nicht ganz verstanden und
es ist nicht bekannt in welchem Male Prozesse in der Peripherie auch fiir das ZNS zutreffen. So
werden beispielsweise noch andere, bisher unbekannte IL-6-Rezeptoren, fiir das ZNS in Betracht
gezogen (Bauer et al., 1993).

Derzeit liegen wenige Arbeiten zum IL-6-Rezeptorsystem bei Alzheimerpatienten vor. In
der vorliegenden Studie untersuchten wir IL-6 und beide Rezeptoren im Plasma sowie im Liquor.
Wir verglichen die Werte fiir IL-6 mit denen jedes Rezeptors, sowie die Rezeptorkonzentrationen
untereinander. AusschlieBlich bei Alzheimerpatienten konnten wir zwei signifikante Befunde
erheben. Im Plasma korrelierte die IL-6- mit der sgpl130-Konzentration und im Liquor beide
Rezeptoren miteinander.

Auch im ZNS scheint die biologische Wirksamkeit von IL-6 von der Verfligbarkeit seiner
Rezeptoren abzuhingen. Die Prdasenz von gp130 und IL-6R sowohl in membrangebundener als
auch l16slicher Form ist Voraussetzung fiir die Transduktion des IL-6-Signals. Es wird
angenommen, dass die losliche Form des gpl30 den IL-6*IL-6R-Komplex “neutralisiert®
(Narazaki et al., 1994), also eine kompetitive Hemmung der Signaltransduktion bewirkt. Dariiber
hinaus scheint sgp130 auch in Abwesenheit von IL-6 den zirkulierenden sIL-6R direkt zu binden,
wonach keine weitere Verbindung zu IL-6 mdglich ist (Gaillard et al., 1999). Es wird spekuliert,
ob tatséchlich eine direkte Interaktion dieser beiden 16slichen Rezeptoren vorliegt oder aber ein
weiteres unbekanntes Molekiil moglicherweise eine IL-6-antagonistische Wirkung ausiibt.
Unabhéngig davon wird jedoch angenommen, dass der sIL-6R eine IL-6-synergistische Wirkung
hat, wihrend der sgp130 als IL-6-Antagonist dieselbe hemmt.

In-vitro-Studien geben Aufschluss tiber die Wirkung von IL-6 an Zellen des ZNS. So
konnte gezeigt werden, dass menschliche Astrozyten nur in geringer Konzentration sIL-6R

exprimieren und eine Zugabe von sIL-6R fiir eine IL-6-induzierte Reaktion bendtigten (Oh et al.,
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1998). Eine Folgestudie derselben Arbeitsgruppe (van Wagoner et al., 1999) zeigt, dass es bei
Astrozyten die mit IL-6 und sIL-6R behandelt wurden, nur zu geringer Erh6hung der IL-6 mRNA
kam. Die gleichzeitige Behandlung mit loslichem TNF-a oder IL-1fB fiihrt jedoch zu einem
starken Anstieg der IL-6-Genexpression. Es wird spekuliert, dass eine TNF-a-Stimulation von
Astrozyten die Quelle endogenen IL-6 sei, das wiederum mit sIL-6R reagiere und abermals die
IL-6-Expression beeinflusse. Bei Zugabe von TNF-a und sIL-6R zu anderen Zelltypen zentralen
Ursprungs, kam es ebenfalls zu einem synergistischem Anstieg der IL-6-Expression.

Weitere Studien zeigen, dass Zellen des ZNS, die nur leicht oder gar nicht auf IL-6
reagieren, in Gegenwart von sIL-6R eine deutliche IL-6-Signaltransduktion entwickeln.
Beispielsweise zeigen Kordula et al. (1998) an Zellkulturen von menschlichen Astrozyten, dass
IL-6 allein keinen Einfluss auf die ACT-Expression hat, wohl aber in Gegenwart von sIL-6R.
Ringheim et al. (1998) untersuchten die Wirkung von IL-6 und sIL-6R auf die APP-Transkription
und -Expression in humanen Neuronen. Sie zeigen, dass die APP-Promoteraktivitdt nicht durch
IL-6 allein induziert wird, wohl aber durch IL-6 und sIL-6R gemeinsam. In mRNA-Analysen von
adultem Hirngewebe sowie Zellkulturen fetalen Hirngewebes kann anders geschnittene
IL-6R-mRNA nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass Zellen zentralen Ursprungs
sIL-6R-Proteine mit anderer Konfiguration und damit unter Umstidnden auch unterschiedlicher
Funktion produzieren. Es wird deutlich, dass es sich beim sIL-6R um ein funktionell relevantes
ZNS-Molekiil handelt und eine bestimmte sIL-6R-Regulation scheint zur Erhaltung seiner
physiologischen Eigenschaften und zur Vermeidung IL-6-induzierter Neuropathologie
erforderlich zu sein.

Ziel der vorliegenden Studie war es nicht, den Funktionsmechanismus des
IL-6-Rezeptorsystem darzustellen, sondern zu untersuchen, ob sich durch Serum- und
Liquormessungen eine Beziehung zwischen IL-6 und seinen Rezeptoren darstellen ldsst und ob
ein Zusammenhang der IL-6-Parameter im ZNS mit den peripher gemessenen Parametern
besteht.

Die vorliegende Arbeit ist hinsichtlich der relativ kleinen Stichprobenzahl als Pilotstudie
anzusehen. Aus diesem Grund ist es unerlésslich, dass die hier gewonnen Daten im Rahmen einer
prospektiven Studie mit groBerer Fallzahl und statistischer a priori Korrektur im Hinblick auf
multiples Testen verifiziert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten jedoch
wertvolle Trends herausgearbeitet werden, die auch im Hinblick auf die (Patho-) physiologie des

IL6-Rezeptorsystems plausibel erscheinen. Bei Alzheimerpatienten wiesen wir in unserer
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Testung eine signifikante Korrelation von IL-6 und sgpl130 im Plasma nach. Angesichts der
Vorstellung, dass der sgpl130 ein IL-6-Antagonist ist, wire eine Schlussfolgerung, dass mit
steigender IL-6-Konzentration auch die sgpl30-Konzentration proportional dazu ansteigt.
Besonders unter pathologischen Bedingungen, in denen erhdhte IL-6-Konzentrationen auftreten,
wiirde der gleichzeitige Anstieg des sgpl130 als ein Schutzmechanismus interpretiert werden
konnen. Wir konnten primér keinen IL-6-Konzentrationsunterschied zwischen Patienten und
Kontrollen nachweisen. Das bedeutet, dass entweder kein pathologischer Konzentrationsanstieg
unter inflammatorischen Bedingungen, wie sie bei der Alzheimerpathogenese vorliegen,
stattfindet oder, wie bereits im vorangehenden Kapitel diskutiert, bei unserer Kontrollgruppe, die
ebenfalls aus Probanden mit Erkrankungen des ZNS besteht, IL-6 in dhnlicher Konzentration
vorliegt. Folgend stellt sich die Frage, warum wir in unserer Kontrollgruppe nicht ebenfalls eine
signifikante Korrelation von IL-6 und sgp130 im Plasma fanden. Es bleibt spekulativ, aber es ist
vorstellbar, dass sgp130 nicht nur im Zusammenhang mit zunehmenden IL-6-Konzentrationen
steigt, sondern eventuell auch mit unterschiedlicher IL-6-Wirksamkeit. Angenommen, bei
Alzheimerpatienten wiirde das IL-6-Signal zu einer groBeren oder fehlerhaften Zell-Antwort
fithren, wiére ein proportionaler sgp130-Anstieg denkbar, der dann in der Kontrollgruppe fehlen
wiirde.

Jostock et al. (2001) zeigen wie fein das IL-6-Rezeptorsystem aufeinander abgestimmt ist.
Sie stellten ein rekombinantes sgpl130-Protein her, das den IL-6*sIL-6RK bindet und damit
inhibiert. Interessanterweise findet diese Inhibierung nicht statt, wenn die Zellen der
BAF/3-Zellkultur nicht nur membrangebundenes gp130, sondern auch membrangebundenes
IL-6R exprimierten. Das heif3t, dass sgp130 nicht in der Lage war, mit IL-6 gebunden an den
IL-6R, und somit an der Zelloberfldche, eine Bindung einzugehen. Rekombinantes sgp130 konnte
dazu verwendet werden, die anti-apoptotische Wirkung des sIL-6R an der Lamina Propria von
Patienten die an Morbus Crohn erkrankt sind, zu blockieren. Es wurde gefolgert, dass die
natiirliche hemmende Wirkung von sgp130 auf IL-6-Signale von der Gegenwart des sIL-6R
abhéngt. Es besteht die Hoffnung, dass rekombinantes sgp130 unter Umstédnden ein wertvolles
Therapeutikum fiir solche Erkrankungen sein konnte, in denen pathologische Reaktionen auf
IL-6-Signale existieren.

In der Gruppe unserer Alzheimerpatienten korrelierten sIL-6R und sgp130 im Liquor
miteinander. Dieses Ergebnis geht mit der Vorstellung konform, dass sgpl30 seine

antagonistische Wirkung in Abhéngigkeit von sIL-6R entfaltet. Zu vergleichbarem Ergebnis kam
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Kovacs (2001) in einer Studie mit 76 Krebspatienten und 28 gesunden Kontrollen, in der IL-6,
sIL6-R und sgp130 im Serum untersucht wurden. Die Patienten unterschiedlicher Tumortypen
wurden in Abhéngigkeit ihres Tumorstadiums (I-VI) und erfolgter Therapie (ohne oder mit
Chemo-/Radiotherapie) in Gruppen eingeteilt. Ahnlich wie in unserer Studie wich die
IL-6-Konzentration unabhingig des Tumorstadiums oder der Therapie nicht maB3geblich von der
Kontrollgruppe ab. In Stadium I und II war sIL-6R signifikant erhoht, in Stadium III und IV
zeigte sich nur eine Tendenz. In allen Féllen hatte keine Therapie stattgefunden. Der sgp130 war
sowohl mit als auch ohne Therapie in allen Tumorstadien signifikant erhoht. In allen Stadien
ohne Therapie korrelierten sIL-6R und sgpl130 miteinander, vergleichbar wie bei unseren
Alzheimerpatienten im Liquor.

Es kann festgehalten werden, dass die vorliegende Arbeit Hinweise dafiir liefert, dass es
grundsdtzlich fiir das Verstdndnis der IL-6-Regulation und der Bewertung messbarer
[L-6-Parameter sinnvoll ist, nicht nur IL-6, sondern auch sIL-6R und sgp130 zu bestimmen und
zu vergleichen.

Ziel der Studie war es festzustellen, ob die Bestimmung immunochemischer Parameter
(IL-6, sIL-6R, sgp130) und relevanter Gen-Polymorphismen (ApoE, IL-6vntr, IL-6prom) einen
diagnostischen Wert zur (Friih-) Erkennung und ggf. Verlaufskontrolle der AD haben, und ob sie
gegebenenfalls eine Aussage iiber den Schweregrad der Erkrankung zulassen. Dariiber hinaus
wurde das IL-6-Rezeptorsystem untersucht und nach mdglichen Zusammenhéngen ausgewertet.

Hinsichtlich des Studiendesigns miissen beziiglich der Auswertung einige limitierende
Faktoren bedacht werden. Die Fallzahl war sehr klein, d. h. die Power damit schwach und unsere
Kontrollgruppe setzte sich nicht ausschlieBlich aus gesunden Probanden zusammen, sondern
bestand aus Patienten mit anderen psychiatrisch-neurologischen Erkrankungen. Dariiber hinaus
sind die MefBmethoden aus aktueller Sicht verhiltnismiBig grob.

Nichts desto trotz konnten wir zeigen, dass signifikante Zusammenhénge zwischen
IL-6-Genetik, Alzheimer und messbaren IL-6-Parametern bestehen und das wir Hinweise dafiir
finden konnten, dass Messungen inflammatorischer Parameter, wie z. Bsp. das IL-6, als
diagnostische Marker fiir die Alzheimerdemenz herangezogen werden konnen.

Sicher sind hier weitere Studien mit hoherer Probandenzahl und effektiveren

laborchemischen Testverfahren, wie beispielsweise dem ,,Deep sequencing®, erforderlich.
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6 Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionelles Zytokin, das eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Alzheimerdemenz (AD) spielt. Die funktionellen Effekte des IL-6 werden durch
einen speziellen Rezeptorkomplex, bestehend aus einem IL-6-bindenden Glykoprotein, dem gp80
beziehungsweise 1L-6-Rezeptor (IL-6R), und einem fiir die Signaltransduktion verantwortlichen
Glykoprotein, dem gp130, vermittelt. Studien, welche die 16slichen Formen dieser Parameter
(IL-6, sIL-6R und sgp130) in Plasma und Liquor bei Alzheimerpatienten untersuchten, kamen
bislang zu widerspriichlichen Ergebnissen. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, in
wieweit die genetische Heterogenitit das Ausmall der Konzentrationsunterschiede von IL-6,
sIL-6R und sgp130 beeinflusst, ob es Unterschiede in Abhdngigkeit von Alter, Geschlecht und
Erkrankungsschwere gibt und ob Zusammenhdnge zwischen zentralen und peripheren Prozessen
gemessen werden konnen.

Bei 58 Alzheimerpatienten und 25 Kontrollen, bestehend aus Patienten, die an anderen
psychiatrischen Erkrankungen (Depressionen, leichte Gedichtnisstorungen, vaskuldre und
alkoholabhédngige Demenz) litten, wurden IL-6, sIL-6R und sgp130-Konzentrationen im Plasma
und Liquor gemessen und der Polymorphismus Apolipoprotein E (ApoE) und IL-6-Genotyp
(IL-6prom und IL-6vntr) genotypisiert.

Wir fanden bei Alzheimerpatienten im Vergleich zu den Probanden der Kontrollgruppe
hohere sIL-6R-Konzentrationen im Plasma und in beiden Gruppen korrelierte IL-6 im Plasma mit
dem Alter. Aullerdem konnten wir bei Alzheimerpatienten eine positive Korrelation von sgp130
im Plasma mit dem Alter darstellen.

Dariliber hinaus konnten wir bei Alzheimerpatienten einen Zusammenhang zwischen
erhohten sIL-6R-Spiegeln und der genetischen Variabilitidt des IL-6-Gens, das heillt mit dem
VNTR- und Promoterpolymorphismus, herstellen. Patienten die Nichttrager des IL-6vntr*C-
Allels waren, hatten sowohl im Plasma als auch im Liquor signifikant hoéhere sIL-6R-
Konzentrationen. Eine dhnliche Beobachtung konnte fiir den IL-6prom*CC- Genotyp gemacht
werden. Bei IL-6prom*C-homozygoten Trigern hatten Patienten im Plasma und im Liquor
hohere sIL-6R-Konzentrationen als Kontrollen.

Des Weiteren gibt es Hinweise dafiir, dass sich zentrale Prozesse in der Peripherie messen
lassen und auch Zusammenhinge des 1L-6-Signaltransduktionssystems darstellbar sind. In beiden

Gruppen korrelierte der sIL-6R im Plasma mit dem sIL-6R im Liquor. Bei Alzheimerpatienten
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war eine signifikante Beziehung von IL-6 und sgp130 im Plasma, sowie von sIL-6R und sgp130
im Liquor nachweisbar.

Obwohl die Studie durch ihre kleine Fallzahl und die Tatsache, dass es sich bei der
Kontrollgruppe nicht um ausschlieBlich gesunde Probanden handelt, limitiert ist, liefert sie
wertvolle Hinweise dafiir, dass Messungen von IL-6 und seinen Rezeptoren sinnvoll sind, um die
Bedeutung inflammatorischer Prozesse fiir die Pathogenese der AD zu verstehen und zu bewerten
und dass moglicherweise genetische Verdanderungen des IL-6 zu messbaren Verdnderungen des

IL-6-Signaltransduktionssystems fiihren.
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