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1. Einleitung

1.1. Lewy-Korperchen-Erkrankungen (Lewy body
diseases, LBD)

1.1.1. Begriffsklarung

Sowohl die Parkinson-Krankheit ohne Demenz (Parkinson disease without dementia,
PDND) als auch die Parkinson-Krankheit mit Demenz (Parkinson disease with de-
mentia, PDD) als auch die Demenz mit Lewy-Kérperchen (dementia with Lewy bodies,
DLB) weisen Proteinaggregate in Form von Lewy-Kérperchen (Lewy bodies, LB) auf.
Es liegt daher nahe, diese drei Krankheiten unter dem Uberbegriff ,Lewy-Kérperchen-
Erkrankungen“ (Lewy body diseases, LBD) zusammenzufassen (Lippa et al., 2007).
Dies erscheint auch sinnvoll, um die z. T. identischen pathologischen Prozesse die-
ser Krankheiten besser nachvollziehen zu kénnen und anhand eines verbesserten
Krankheitsverstdndnisses neue Therapieméglichkeiten zu entwickeln.

1.1.2. Klinische Einteilung
PDND, PDD

Die Parkinson-Krankheit (Parkinson disease, PD) wurde erstmals im Jahre 1817 von
James Parkinson in ,An Essay on the Shaking Palsy“ beschrieben (Parkinson, 2002),
dessen Schilderung zum Teil bis heute ihre Giiltigkeit hat. Die nach ihrem Erstbe-
schreiber benannte Erkrankung ist nach der Alzheimer-Demenz (AD) die zweithdu-
figste altersassoziierte neurodegenerative Erkrankung. Wahrend die Pravalenz der
PD in der Altersgruppe der 65- bis 69-jahrigen noch bei 0.6 % liegt, steigt sie in der
Altersgruppe der 85- bis 89-jahrigen auf 3.5% an (de Rik et al., [1997). Angesichts
der demographischen Entwicklung ist eine zunehmende Pravalenz der PD mit den
sich daraus ergebenden sozio6konomischen Folgen zu erwarten.

Die PD tritt bei Mannern haufiger als bei Frauen auf, wobei diese Geschlechtsprafe-
renz insbesondere bei alteren Patienten (>70 Jahre) und in westlichen Populationen
ausgepragt ist (Taylor et al., 2007). Die Inzidenz der PD steigt ab dem 50. Lebensjahr
stark an (Elbaz et al., [2002). Neben einer Akinese (hochgradige Bewegungsarmut
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bis Bewegungslosigkeit) treten bei der PD die Kardinalsymptome Rigor (Erhéhung
des Muskeltonus mit charakteristischem ,wachsernen” Widerstand bei passiver Be-
wegung), Ruhetremor (Zittern im Ruhezustand) und posturale Instabilitat (mangeln-
de Stabilitdt der aufrechten Kérperhaltung) in unterschiedlich starkem AusmaR auf.
An fakultativen Begleitsymptomen sind sensorische Symptome (Dysasthesien und
Schmerzen), vegetative Stdérungen (Stérungen von Blutdruck, Temperaturregulation,
Harnblasenfunktion und sexuellen Funktionen), psychische Symptome (v.a. Depres-
sion) und kognitive Symptome (frontale Stérungen, in fortgeschrittenen Stadien De-
menz) zu nennen (Leitlinien der DGN 2008. Parkinson-Syndrome: Diagnostik und
Therapie. http://www.dgn.org/leitlinien-der-dgn-2008-96.html)

Motorische Symptome werden klinisch manifest, wenn mindestens 50 % der Gangli-
enzellen in der Pars compacta der Substantia nigra (SN) zugrunde gegangen sind,
was zu einer Uber 80%igen Reduktion der Dopamin-Spiegel im Striatum fihrt (Whit-
ton, 2007). Die PD wird anhand der Stadien nach Hoehn & Yahr in finf Schweregrade
eingeteilt (Hoehn und Yahr, [1967). Die Einteilung bertcksichtigt, ob die Symptomatik
ein- oder beidseitig vorhanden ist, ob die Stellreflexe gestdrt sind und ob der Patient
in seiner Mobilitat eingeschrankt ist.

Zunehmend in den Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses ist die Tatsache ge-
rickt, dass PD-Patienten nicht nur unter motorischen Symptomen leiden, sondern
auch haufig von kognitiven Stérungen betroffen sind. Studien haben gezeigt, dass
im Querschnitt etwa 40 % der PD-Patienten von einer Demenz betroffen sind (Cum-
mings, 1988) und das kumulative Risiko bei Uber 75 % liegt (Aarsland et al., [2003),
da das Risiko fur eine Demenz im Rahmen einer PD mit zunehmender Krankheits-
dauer steigt. Die Diagnose PDD wird gestellt, wenn die Demenz-Symptome spater
als ein Jahr nach Entwicklung einer PD einsetzen. Als Risikofaktoren fir die Ent-
wicklung einer Demenz gelten ein hoheres Alter bei Erkrankung an PD, eine langere
Dauer der Parkinson-Symptome, eine akinetisch-rigide Verlaufsform, eine axiale Be-
teiligung, das Vorhandensein von Halluzinationen, das Auftreten von Psychosen, ein
niedrigerer Ausgangswert im Mini-Mental-Status-Test (MMST) und eine Verschlech-
terung im Sprachfluss (lexikalisch und semantisch) und in den exekutiven und visuell-
raumlichen Fahigkeiten (Dodel et al., 2008).

DLB

Bei der DLB handelt es sich um eine progrediente degenerative Demenz-Erkrankung.
Sie gilt als die zweithaufigste degenerative Demenzform im Alter, obgleich der ange-
gebene Anteil der DLB an allen Demenz-Erkrankungen in verschiedenen Studien mit


http://www.dgn.org/leitlinien-der-dgn-2008-96.html

1. Einleitung

0-30.5 % stark variiert (McKeith et al., [2004; Zaccai et al., 2005). Die Demenz kann
zu deliranten Verwirrtheitszustdnden flihren, welche vorrangig nach der Gabe von
Neuroleptika auftreten. Weitere typische Merkmale sind visuelle Halluzinationen und
starke Fluktuationen der Wachheit und der Aufmerksamkeit. DLB-Patienten zeigen
im Vergleich zu PDD-Patienten eher symmetrische motorische Auffalligkeiten, wah-
rend das Auftreten eines Tremors weniger typisch ist (Goldmann Gross et al., [2008).
Im Unterschied zur PDD qilt als diagnostisches Kriterium flir die DLB das friihzeitige
Auftreten von Demenz-Symptomen vor oder mit dem Eintreten motorischer Sympto-
me, oder zumindest innerhalb des ersten Jahres nach Entwicklung einer PD (McKeith
et al., |2005). Da diese Einteilung der beiden Erkrankungen offensichtlich ,klnstlich*
ist und bisher keine biochemischen Unterscheidungsmerkmale identifiziert wurden,
wurde vorgeschlagen, PDD und DLB nicht als eigenstandige Entitaten zu betrachten,
sondern als eine gemeinsame Entitat unter dem Namen ,PDD/DLB-Komplex“ zusam-
menzufassen (McGeer und McGeer, 2008).

1.1.3. Atiologie und Pathogenese

Mithilfe von Studien, die sich auf ganz unterschiedliche Weise dem Thema genéhert
haben, sollen Atiologie und Pathogenese der LBD dargelegt werden.

Neuropathologie

Die LBD (PDND, PDD, DLB) sind neuropathologisch durch einen Untergang von me-
laninhaltigen, Dopamin-produzierenden Zellen in der Pars compacta der SN, durch
das Auftreten von LB auBerhalb der SN und haufig durch eine begleitende AD-Patho-
logie (3-Amyloid- (A()-Plaques und Neurofibrillenblndel) gekennzeichnet (Apaydin
et al., 2002} Braak et al., 2003; Leech et al., 2001; Smith und Prayson, 1996). LB sind
kugelférmige, eosinophile, zytoplasmatische Proteineinschllsse, die aus a-Synuclein,
Parkin, Ubiquitin, Synphilin, Neurofilamenten und vielen anderen Proteinen bestehen.
Bis dato wurden mehr als 40 Proteine in LB nachgewiesen (Shults, 2006), wobei jedes
Jahr weitere Proteine identifiziert werden. a-Synuclein stellt die Hauptkomponente der
LB dar (Spillantini et al., [1998). Dieses Protein stammt aus der Familie der Synuclei-
ne und ist im normalen Gehirn reichlich an den synaptischen Endkolben vorhanden.
Seine physiologische Funktion ist nicht restlich geklart. In mehreren Studien konnte
ein Zusammenhang zwischen der Gesamtzahl von kortikalen LB und dem Auftreten
einer Demenz nachgewiesen werden (Aarsland et al., 2005} [Hurtig et al., |2000). Es
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ware allerdings auch denkbar, dass es sich bei den LB um ein Epiphadnomen handelt,
welches durch den neuronalen Untergang induziert wird. Demnach wéren nicht die
a-Synuclein-Aggregate, sondern vielmehr die Vorstufen, I6sliche Oligomere, toxisch
und somit méglicherweise als ursachlich fiir die Neurodegeneration anzusehen (Con-
way et al., 2000).

Bei der PD zeigt sich Uber die Jahre folgendes Ausbreitungsmuster: Wahrend der pra-
motorischen Periode breiten sich die LB zunachst vom Bulbus olfactorius und Vagus-
nerv in tiefer gelegene Hirnstammregionen aus. In der darauf folgenden motorischen
Periode werden das Mittelhirn einschlieBlich der SN und spéater der Mesokortex sowie
eventuell der Neokortex einbezogen (Alves et al., 2008; Braak et al., 2004). Dieses
Ausbreitungsmuster kann bei der DLB abweichen. Nach einer vierstufigen Klassifikati-
on nach Marui breitet sich die Krankheit von der Amygdala Gber das limbische System
zum Neocortex hin aus (Buracchio et al., 2005). In fortgeschrittenen Krankheitsstadi-
en kommt es zu Uberlappungen der Einteilungen von Braak und Marui (Buracchio
et al.,[2005; Jellinger,[2008). Die Struktur der LB ist bei PDND, PDD und DLB nicht zu
unterscheiden. Es existieren auch keine weiteren eindeutigen neuropathologischen
Merkmale, um PDD und DLB voneinander zu unterscheiden (Lippa et al., 2007). Er-
wahnenswert ist allerdings, dass LB, welche im Hirnstamm lokalisiert sind, tendenziell
mehr fibrillare Strukturen aufweisen, wahrend kortikal lokalisierte LB eher amorphes
Material enthalten (Saito et al., [2003).

Studien zu monogenetischen Parkinson-Syndromen

Ungefahr 10-15 % der Patienten, welche das typische klinische Bild einer PD zeigen,
haben eine positive Familienanamnese fir eine nach den Mendel-Regeln (autosomal-
dominant oder autosomal-rezessiv) vererbte PD (Gasser, 2007). Mehrere Gene konn-
ten den seltenen monogenetischen Formen familiarer Parkinson-Syndrome zugeord-
net werden.

Mutationen im «a-Synuclein-Gen (SNCA), welches flir das gleichnamige Protein ko-
diert, fuhren zu einer autosomal-dominanten familiaren PD mit frihem Beginn. Bei
diesen Familien liegt eine Verdreifachung oder Verdopplung des SNCA-Gens vor, was
impliziert, dass eine Uberexpression von normalem a-Synuclein krankheitsverursa-
chend sein kann (Wright, [2005). Es wird vermutet, dass die aberrierende Aggregation
des Proteins zu einer Zellschadigung und schlieBlich zu einem Untergang der Neuro-
nen fUhrt. Der genaue Mechanismus ist allerdings bis heute nicht richtig verstanden
(Pankratz und Foroud, [2007).

Mutationen im leucine-rich repeat kinase 2-Gen (LRRK2), das fir das gleichnamige

10
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Protein kodiert, verursachen ebenfalls eine autosomal-dominant erbliche Form der PD
(Pankratz und Foroud, |2007). Es gibt Hinweise, dass LRRK2-Protein aggregieren und
Zelleinschlisse bilden kann (Devine und Lewis, 2008). Wird LRRK2 in Zellen Uber-
exprimiert, kann es Einschlusskérperchen bilden. Diese bilden sich verstarkt, wenn
das Protein mutiert ist (Devine und Lewis, 2008). LRRK2-Mutationen gelten nach
heutigem Wissensstand als die haufigste genetische Ursache autosomal-dominant
vererbter PD und spielen wahrscheinlich auch eine Rolle bei der typischen spét auf-
tretenden Erkrankung (Gasser, 2007). Einen Hinweis darauf liefert der Nachweis von
LRRK2 in LB von idiopathischen PD-Patienten (Devine und Lewis, 2008).
Mutationen im Parkin-Gen (PRKN), welches fir das Protein Parkin kodiert, filhren zu
einer autosomal-rezessiv erblichen PD. Der komplette Verlust von Parkin aufgrund
einer homozygoten Deletion im PRKN-Gen ist mit einem deutlichen Verlust von do-
paminergen Neuronen in der SN und dem Locus coeruleus assoziiert, beachtenswer-
terweise fehlen i. d. R. allerdings LB (Wright, 2005). Parkin ist eine E3-Typ Ubiquitin-
Protein-Ligase, die am Abbau von spezifischen Proteinen, einschlieBlich a-Synuclein,
beteiligt ist. Es wird vermutet, dass Mutationen in PRKN diese wichtige E3-Aktivitat
stéren und in einem Verlust der normalen Proteinabbaufunktion resultieren (Pankratz
und Foroud, 2007).

Das DJ-1-Gen, welches bei einer seltenen autosomal-rezessiv erblichen Form der
PD mutiert ist, kodiert fir einen weiteren Bestandteil des Ubiquitin-Proteasomen-
Systems, das Protein DJ-1. Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle im Zusammen-
hang mit oxidativem Stress (Pankratz und Foroud,|2007). Oxidativer Stress wird durch
ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen, wel-
che physiologischerweise im Rahmen verschiedener Stoffwechselvorgénge entste-
hen, und der Fahigkeit des Koérpers, diese zu entgiften oder den daraus resultieren-
den Schaden zu reparieren, verursacht. Es wird angenommen, dass eine Verbindung
zwischen der neuronalen Degeneration bei den LBD und oxidativem Stress besteht
(Schulz et al., 2000; Simonian und Coyle, [1996). DJ-1 fungiert normalerweise, sobald
es oxidiert wird, als ein Chaperon fir Proteine wie a-Synuclein, und beugt dadurch
der Fibrillenbildung, Proteinaggregation und Proteinfehlfaltung von «-Synuclein vor
(Pankratz und Foroud, 2007). Es ist daher anzunehmen, dass eine Mutation in einem
gestorten Ablauf dieser Prozesse resultiert.

Eine weitere seltene autosomal-rezessiv erbliche Form des Parkinson-Syndroms be-
ruht auf Mutationen im Phosphatase and tensin homolog-induced putative kinase 1-
Gen (PINKT1). Dieses Gen ist insbesondere im Zusammenhang von PD mit mitochon-
drialer Dysfunktion und oxidativem Stress interessant, da PINK1 fiir eine gleichnamige
Proteinkinase kodiert, die v.a. in den Mitochondrien vorkommt (Biskup et al., 2008).

11
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Es wird angenommen, dass PINK1 eine Rolle bei der Phosphorylierung von Protei-
nen spielt. PINK1-Protein kdnnte dabei Zellproteine, welche das Uberleben von Neu-
ronen steuern, entweder direkt phosphorylieren oder an diese binden. AuBBerdem gibt
es Hinweise darauf, dass PINK1 die Parkin-Aktivitdt moduliert und so neuroprotek-
tiv wirkt (Mills et al., 2008). Mutationen im PINK1-Gen kdnnten diese neuroprotektive
Wirkung negativ beeinflussen.

Die haufigste monogenetische Ursache fiir ein Parkinson-Syndrom sind Mutationen
im Glukozerebrosidase-Gen (GBA). Es konnte gezeigt werden, dass (je nach Ko-
horte) 1-33 % der PD-Patienten eine GBA-Mutation tragen (Neumann et al., [2009).
Heterozygote Mutationstrager des GBA-Gens haben ein etwa 6-fach erhdhtes Risi-
ko, an einem Parkinson-Syndrom zu erkranken (Sidransky et al., [2009; |Goker-Alpan
et al., 2006). Der pathogenetische Zusammenhang ist bis dato unklar. Bekannt ist,
dass Mutationen beider Allele zu einer (lysosomalen) Lipidspeicherkrankheit, dem
M. Gaucher, fihren (Jmoudiak und Futerman, 2005).

Zusammenfassend ergeben sich somit aus den Erkenntnissen von monogenetischen
Parkinson-Syndromen Hinweise, dass neben mitochondrialer Dysfunktion, lysosoma-
ler Dysfunktion, Exzitotoxizitat und oxidativem Stress auch Proteinfehlfaltung eine we-
sentliche pathogenetische Rolle spielt.

Studien zu Einzelnukleotid-Polymorphismen

Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotid polymorphisms, SNPs) sind gene-
tische Varianten, die durch den Austausch einer einzelnen Nukleotidbase der DNA-
Sequenz durch eine andere entstehen. Sie machen ca. 90 % aller genetischen Vari-
anten im menschlichen Genom aus. Es handelt sich um Mutationen, die sich mit einer
Haufigkeit von >1 % in einer Population etabliert haben. Aufgrund ihrer Haufigkeit und
individuellen Unterschiede definieren SNPs jeden gegebenen DNA-Abschnitt. Die ver-
schiedenen Allele von SNPs sind i.d. R. nicht direkt krankheitsauslésend, sie kon-
nen allerdings das Erkrankungsrisiko fur bestimmte Krankheiten beeinflussen. SNPs
werden daher haufig in Assoziationsstudien betrachtet, um die ,genetische Suszep-
tibilitat* und somit ein veréandertes Krankheitsrisiko einer Person zu untersuchen.
Auch SNPs in nicht-kodierenden Abschnitten der DNA, wie Introns oder Promotor-
Regionen, kénnen die Genexpression verandern und sind damit von wissenschaftli-
chem Interesse. So wurde z.B. berichtet, dass Variationen in der Promotor-Region
des SNCA-Gens die Suszeptibilitat fir die PD erhéhen und dass dieser Marker mit
einem leicht, aber signifikant erhdhten Erkrankungsrisiko fiir die PD einhergeht (Pan-
kratz und Foroud, 2007).

12
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Im Zusammenhang mit der PD waren funktionale Polymorphismen im Tumornekro-
sefaktor a- (TNF-a) und im Interleukin 13- (IL-13) Gen mit einem erhéhten Erkran-
kungsrisiko assoziiert. Bei TNF-a und IL-13 handelt es sich um proinflammatorische
Zytokine, welche von aktivierten Mikrogliazellen freigesetzt werden (Wersinger und
Sidhu, 2006).

Zusammenfassend weisen SNP-Analysen somit auf eine wesentliche Beteiligung von
Proteinfehlfaltung und Inflammation an der Entstehung von LBD hin. Die Rolle von
Polymorphismen im Butyrylcholinesterase-Gen (BCHE) und im Apolipoprotein E-Gen
(APOE) wird in den Kap.[1.2.3|und[1.3.4] detailliert beschrieben.

Epidemiologische, molekularbiologische und biochemische Studien

Verschiedene epidemiologische, molekularbiologische und biochemische Studien
konnten zeigen, dass neben einem cholinergen Defizit und Proteinfehlfaltungspro-
zessen, die Inflammation eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von LBD spielt
(Dubois und Pillon|, 11997|; Emre, 2004; Gandhi und Wood, 2005 |Olanow, 2007}; Tira-
boschi et al., 2000). Als weitere pathogenetische Faktoren, auf die im Rahmen dieser
Arbeit nicht ndher eingegangen werden soll, wurden oxidativer Stress, mitochondriale
Dysfunktion und Exzitotoxizitat beschrieben (Gandhi und Wood, 2005; Olanow, 2007).

Cholinerges Defizit Der Ausdruck ,cholinerg“ bezeichnet neuronale Signalwege,
bei welchen Acetylcholin als Neurotransmitter freigesetzt wird. Dies ist in dem Zusam-
menhang von Relevanz, als ein cholinerges Defizit eine entscheidende Rolle bei der
AD spielt (Frolichl, 2002; Lane et al., 2006). Da Demenz eine haufige Begleiterschei-
nung der LBD ist, wird auch hier als mégliche Ursache eine Abnahme des Neurotrans-
mitters Acetylcholin diskutiert. Tats&chlich weisen PDD- und DLB-Patienten neuropa-
thologisch und bildgebend eine verminderte cholinerge Aktivitat auf (Tiraboschi et al.,
2000), welche sogar starker als bei AD-Patienten ausgepragt ist (Bohnen et al.,|2003;
Tiraboschi et al., [2000). Patienten mit AD werden seit 1angerer Zeit erfolgreich mit
Cholinesterase-Inhibitoren (ChEIl) behandelt, ebenso Patienten mit PDD (Emre et al.,
2004). Bemerkenswerterweise besteht jedoch nicht nur bei PDD-Patienten, sondern
auch bei PDND-Patienten ein cholinerges Defizit (Bohnen et al., [2006; |Hilker et al.,
2005). Dieses korreliert mit der Gedachtnis- und Aufmerksamkeitsleistung sowie mit
den Exekutivfunktionen (Bohnen et al., 2006).
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1. Einleitung

Proteinfehlfaltung und Proteinaggregation Wie bereits oben erwahnt, weisen
verschiedene neurodegenerative Krankheiten im Gehirn charakteristische Amyloid-
Lasionen auf, welche auf a-Synuclein-Pathologien beruhen. Da diese Krankheiten
ahnliche Krankheitsmechanismen teilen, werden sie unter dem Begriff der ,a-Synu-
cleinopathien® zusammengefasst. Dazu gehéren auch die PD und die DLB, bei wel-
chen die a-Synuclein-Aggregate in Form von LB vorliegen. Die ,proteolytische Hy-
pothese* besagt, dass der Neuronenverlust in der SN von PD-Patienten das Resul-
tat einer toxischen Akkumulation von fehlgefalteten und aggregierten Proteinen wie
a-Synuclein ist (Whitton, 2007). a-Synuclein wird dabei abnormal nitriert, phosphory-
liert und/oder ubiquitiniert (Trojanowski und Lee, 2003). Wie a-Synuclein-Aggregate
auf Neurone des ZNS schéadlich wirken, ist noch nicht ganz geklart. Aufgrund von
transgenen Tiermodellen flr a-Synuclein wird vermutet, dass LB wahrscheinlich die
Funktion bzw. die Lebensfahigkeit der betroffenen Neuronen beeinflussen (Trojanow-
ski und Lee, 2003). a-Synuclein aktiviert Mikroglia, wahrscheinlich indem es durch
diese phagozytiert wird (Whitton, [2007). Proteinfehlfaltung und Inflammation sind al-
so nicht als separate Prozesse zu betrachten sondern vermutlich eng miteinander
verbunden. Etwa ein Viertel der LBD-Patienten weisen neben LB auch AD-typische
Amyloidablagerungen auf (A3). Fur diese Form des Amyloids gelten ahnliche Annah-
men (Finder und Glockshuber, [2007; |[Kar et al., 2004). Zusammenfassend kann fest-
gehalten werden, dass Proteinfehlfaltung einen der wesentlichen pathogenetischen
Faktoren bei LBD darstellen dirfte.

Inflammation Das Gehirn galt aufgrund seines Schutzes durch die Blut-Hirn-
Schranke vor schadlichen Agenzien lange als ein immunprivilegiertes Organ. Im Lau-
fe der Zeit hat sich jedoch gezeigt, dass das Gehirn selbst zu einer Immunantwort
imstande ist, welche in einer Schadigung der Wirtszellen resultieren kann. Das Ge-
hirn kbnnte also anstatt ein besonders immunprivilegiertes, ein besonders vulnerables
Organ sein, da es sich bei den Neuronen um postmitotische Zellen handelt, welche
im Falle des Zelltods i. d. R. nicht mehr ersetzt werden kénnen (McGeer et al., [2001).
Grundsatzlich ist Inflammation eine physiologische Antwort des Kérpers, um sich vor
schadigenden Einflissen zu schitzen. Allerdings kann sich die Inflammation zu ei-
nem unkontrollierten chronischen Prozess entwickeln. Das AusmaB der Inflammation
hangt dabei vom Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren
ab. Unter fast allen inflammatorischen Bedingungen erfolgt eine schnelle Hochregula-
tion von MHC Klasse |I-Molekulen bei parenchymalen Mikrogliazellen, was vermuten
lasst, dass Mikrogliazellen an der Antigenprasentation beteiligt sind, welche wéahrend
des inflammatorischen Prozesses stattfindet (McGeer et al., 2001). Mikrogliazellen
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zéhlen zu den wichtigsten Vertretern des Immunsystems im Gehirn (Becher et al.,
2000). Sie ahneln Makrophagen aus der Kérperperipherie und sind zur Phagozytose
und zur Antigenprasentation fahig. Desweiteren besitzen sie zytotoxische Eigenschaf-
ten. Bereits bei kleinsten pathologischen Veranderungen im ZNS werden Mikroglia-
zellen aktiviert. Aktivierte Mikrogliazellen setzen u. a. die inflammatorischen Zytokine
IL-13 und TNF-« frei, wodurch apoptotische Prozesse in dopaminergen Neuronen
ausgeldst werden kénnen (Wersinger und Sidhu, |2006). Es konnte nachgewiesen
werden, dass inflammatorische Zytokine und Proteasen bei PD-Patienten in verschie-
denen Bereichen des Gehirns, insbesondere in der SN, dem Striatum und im Liquor
erhéht sind (Wersinger und Sidhu, 2006). Dass fehlgefaltetes a-Synuclein Mikroglia
aktiviert (Whitton, 2007), kénnte ein Hinweis darauf sein, dass Proteinfehlfaltungspro-
zesse die Inflammation férdern. Die Tatsache, dass Menschen, welche regelméaBig
nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAID) einnehmen, ein geringeres Erkrankungsrisi-
ko fir PD aufweisen als Menschen, die diese nicht regelmaBig einnehmen, deutet an,
dass NSAID eine neuroprotektive Wirkung bei LBD haben kénnten (Whitton), [2007).

1.2. Butyrylcholinesterase, Gen (BCHE) und Protein
(BuChE)

Bei der Butyrylcholinesterase (BuChE; auch Pseudocholinesterase oder nicht-spezi-
fische Cholinesterase genannt) handelt es sich um ein Glykoprotein, welches durch
das gleichnamige Gen (BCHE) kodiert wird. Die Beobachtung, dass die Applikation
des Muskelrelaxans Succinyldicholin bei bestimmten Patienten eine stark verlanger-
te Apnoe verursacht, fihrte zu Experimenten, die das Vorhandensein verschiedener
genetisch bedingter Enzymvarianten der BuChE aufzeigten (Bartels et al., [1992Db).
Auch heute, viele Jahrzehnte nach den ersten Studien zur Butyrylcholinesterase, hat
das wissenschaftliche Interesse nicht nachgelassen. Es gibt vermehrt Hinweise da-
rauf, dass die Butyrylcholinesterase eine wichtige Rolle im ZNS spielt. So wird vermu-
tet, dass eine Reduktion der BuChE-Aktivitat — entweder durch die Behandlung mit
ChEl oder aufgrund einer BCHE-Variante mit reduzierter Enzymaktivitét — die kogni-
tive Funktion von Patienten mit AD oder LBD beeinflussen kann.
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1.2.1. Lokalisation und Struktur der Butyrylcholinesterase

Das BCHE-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 3 (3926) lokalisiert (All-
derdice et al., ' 1991). Das Gen setzt sich aus vier Exons und drei Introns zusammen.
Das Protein BuChE existiert in sechs polymeren Formen, die in die zwei Klassen
,kugelformig“ und ,asymmetrisch” eingeteilt werden kdnnen. Die kugelférmigen For-
men bestehen aus einer, zwei und vier katalytischen Untereinheiten (G1, G2 und G4),
wahrend die asymmetrischen Formen Polymere aus einem, zwei oder drei Tetrame-
ren sind, welche an einen kollagenartigen Schwanz angeheftet sind (A4, A8 und A12)
(Massoulie und Bon, 1982).

1.2.2. Vorkommen der Butyrylcholinesterase

Die BCHE wird v. a. in der Leber exprimiert und das Proteinprodukt ins Serum sezer-
niert. AuBerdem wird die BCHE im Darm, in der Lunge, im Herz, im Muskel und im
Gehirn exprimiert. Kleine Mengen finden sich auch im Liquor. Dem Liquor gilt dabei
aufgrund seiner engen Verbindung zum Gehirn besonderes Interesse. Die BuChE-
Aktivitat im Liquor tragt 10—20 % zur gesamten Cholinesterasenaktivitat bei (Sirvio
et al., [1989), die restlichen 80-90 % deckt die Acetylcholinesterase (AChE) ab. Es
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der BUChE in mehreren ZNS-Regionen
(Nucleus caudatus, Nucleus Meynert, SN, Zerebellum, Rickenmark, Hippocampus,
temporaler und parietaler Kortex, Fornix) gleichméaBiger verteilt ist als die der AChE
(Atack et al.,|1986)), was eine weiterreichende Funktion des Proteins im ZNS nahelegt.
Das Verhaltnis zwischen léslichen und membrangebundenen Formen der BuChE ist
dabei ausgewogen (Atack et al., [1986). Es ist denkbar, dass sich die Iéslichen, hy-
drophilen Formen von den membrangebundenen, amphiphilen Formen bedingt durch
ihre speziellen chemischen Eigenschaften auch in ihren Funktionen unterscheiden.

1.2.3. BCHE-Gen-Polymorphismen
BCHE K-Variante

Die K-Variante der BCHE, benannt zu Ehren Kalows, wurde 1978 im Rahmen von
Untersuchungen mit Dibucain durch Rubinstein und Kollegen entdeckt. In den Unter-
suchungen zeigte sich, dass die BCHE K-Variante mit einer um ein Drittel reduzierten
Aktivitat der BUuChE im Serum assoziiert ist (Rubinstein et al., [1978). Urséachlich fir
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den BCHE-K-Phéanotyp ist eine Punktmutation an der Nukleotidposition 1615 (GCA
— ACA), welche zum Austausch der Aminosaure Alanin durch Threonin an Positi-
on 539 fuhrt (Bartels et al., [1992a). Mit einer Homozygotenfrequenz von 1.5 % stellt
die K-Variante die haufigste BCHE-Variante dar.

BCHE A-Variante

Die atypische, Dibucain-resistente Variante der BCHE (A-Variante) wird durch eine
Punktmutation im Nukleotid 209 verursacht (GAT — GGT). Die Mutation resultiert in
einer Substitution von Aspartat durch Glycin als 70. Aminosaure. Wahrscheinlich be-
grandet der Austausch der sauren Aminosaure durch eine neutrale Aminosaure im
aktiven Zentrum des Enzyms die reduzierte Affinitéat der atypischen BuChE zu Cho-
linestern (La Du et al., [1990). Die Homozygotenfrequenz der BCHE A-Variante liegt
bei etwa 1:3000 bei weiBen Nordamerikanern (Kalow und Gunn, |1959).

1.2.4. Physiologische Funktionen der Butyrylcholinesterase

Die BuChE ist eine Serin-Hydrolase, welche die Hydrolyse von Cholinestern kataly-
siert (Silver, [1974). Strukturell und funktionell &hnelt sie der AChE und hat daher auch
die Fahigkeit, Acetylcholin zu spalten. Sie zeichnet sich jedoch dadurch aus, dass
sie nicht nur spezifisch Acetylcholinester spaltet (Silver, [1974). Lange Zeit wurde die
BuChE als ein unspezifisches, nicht-essentielles Enzym wahrgenommen, wéahrend
die AChE aufgrund ihrer Spezifitdt und ihrer Funktion fir die cholinerge Neurotrans-
mission im Interesse der Forschung stand. Inzwischen ist die BUuChE neben ihrer
Funktion in der cholinergen Neurotransmission fur die Regulation der zellularen Proli-
feration und des Neuritenwachstums bekannt (Darvesh et al.,|2003). Es konnte nach-
gewiesen werden, dass bestimmte Neuronenverbande im Verlauf der Entwicklung
BCHE exprimieren (Darvesh et al., 2003), und dass die Wachstumskegel von Neuri-
ten von Zellen umgeben sind, welche Butyrylcholinesterase exprimieren und produ-
zieren (Layer, 1991).
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1.2.5. Butyrylcholinesterase und Neurodegeneration
Butyrylcholinesterase und cholinerges Defizit

In Abwesenheit der AChE kann die BuChE deren Funktionen als Cholinesterase weit-
gehend kompensieren: Bei AChE-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass die
Entwicklung cholinerger Signalwege mdglich ist und dass die BUChE die Hydroly-
se von Acetylcholinestern katalysieren kann (Mesulam et al., 2002). Fur die AD ist
die Degeneration des cholinergen Systems des basalen Vorderhirns charakteristisch.
Der Verlust von Neuronen, welche normalerweise in hohem MaBe Acetylcholin und
AChE exprimieren, fuhrt gleichzeitig zu einer Verminderung des Neurotransmitters
und seines hydrolysierenden Enzyms. Die BuChE-Aktivitat im Bereich des Kortex
steigt dahingegen signifikant an und ist mit neuritischen Plaques und Neurofibrillen
assoziiert (Darvesh et al., 2003). Interessanterweise ahnelt die molekulare Form der
BuChE, welche AD-Patienten exprimieren, jener Form, welche wahrend der Embryo-
nalentwicklung vorliegt, und nicht jener, welche typischerweise im Erwachsenenalter
gefunden wird. Die embryonale Form der BuChE ist im zerebralen Kortex von AD-
Patienten deutlich erhéht und eine Zunahme dieser BuChE-Form korreliert signifikant
positiv mit der Anzahl an Plaques im Kortex dieser Patienten. Folglich ist es denk-
bar, dass eine Riickartung zu der embryonalen Form der BuChE mit deren verander-
ten biochemischen Eigenschaften, eine Rolle in diesem neurodegenerativen Prozess
spielen kénnte (Darvesh et al., 2003).

In einer Studie konnte eine hochsignifikante Assoziation zwischen niedrigeren
BuChE-Aktivitatswerten in der grauen Substanz und einer langsameren kognitiven
Verschlechterung bei DLB-Patienten nachgewiesen werden. Allerdings waren, im Ge-
gensatz zu AD-Patienten, die BuChE-Aktivitatswerte bei DLB-Patienten gegeniber
Kontrollpersonen nicht signifikant erhdht (Perry et al., 2003). Untersuchungen zeig-
ten bei DLB-Patienten eine signifikant erhéhte Anzahl von homozygoten BCHE K-
Alleltragern gegenlber Kontrollpersonen (Singleton et al., [1998). Besser untersucht
ist der Zusammenhang zwischen BCHE-Gen-Polymorphismen und klinischen Symp-
tomen bei der AD: Wahrend eine Studie zeigen konnte, dass AD-Patienten mit ei-
nem Erkrankungsalter >65 Jahre signifikant hdufiger ein BCHE K-Allel tragen als ge-
sunde Kontrollpersonen (Lehmann et al., [1997), wiesen andere Studien kein geh&uf-
tes Auftreten des BCHE K-Allels bei AD-Patienten gegenlber Kontrollpersonen nach
(Alvarez-Arcaya et al., 2000; Singleton et al., [1998).
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Butyrylcholinesterase und Proteinfehlfaltung/Proteinaggregation

Sowohl bei AD-Patienten als auch bei etwa einem Viertel der LBD-Patienten und der
nicht-dementen Alteren finden sich im Hirngewebe Aj3-Ablagerungen (Boller et al.
1980; Braak et al., 2005; Hughes et al., [1993; Mesulam und Geula, 1994 |Jellinger
et al., [2003; [Maetzler et al., 2009). Es ist somit durchaus vorstellbar, dass AgS v. a.
im Zusammenhang mit weiteren fehlgefalteten Proteinen — bei AD mit Neurofibrillen-
bindeln, bei LBD mit LB — schadlich ist (Maetzler et al., 2009). In den AS-Plaques
ist eine Aktivitdt der BuChE nachweisbar, wobei die Areale der A3-Ablagerungen,
welche die BuChE-Aktivitat exprimieren, bei AD-Patienten verhaltnismaRBig gréBer als
bei altersangepassten nicht-dementen Kontrollpersonen sind. Wahrend in den fri-
hen/benignen Stadien der Plagueformation die BuChE-Reaktivitat auf einen kleinen
Teil der Oberflache der Amyloid-Ablagerungen beschrankt ist, ist sie in fortgeschrit-
tenen Stadien nahezu auf der kompletten Oberflache nachweisbar (Mesulam und
Geula, [1994). Die BuChE-Aktivitat korreliert signifikant und positiv mit der Entwick-
lung der kennzeichnenden kortikalen und neokortikalen amyloidreichen neuritischen
Plaques und Neurofibrillen (Das, 2007). Daher erscheint es mdglich, dass die BuChE
an der Maturation der Amyloid-Plaques von der diffusen Form in die kompakte, pa-
thologische Form beteiligt ist (Darvesh et al., 2003). Eine Studie, welche die Amyloid-
Fibrillenbildung in vitro untersuchte, konnte demonstrieren, dass die BuChE die Fibril-
lenbildung abschwacht: Die Zeitdauer bis zur Fibrillenbildung verlangerte sich und die
Geschwindigkeit der Fibrillenbildung verlangsamte sich (Diamant et al., 2006). Diese
Kenntnisse legen einerseits den Schluss nahe, dass die BuChE AD-typische Prote-
infehlfaltungsprozesse bei LBD beeinflusst, was etwa ein Viertel der LBD-Patienten
betreffen wirde (Boller et al., [1980; [Braak et al., 2005; Hughes et al., |1993; Jellinger
et al., 2003; Maetzler et al.,|2009), andererseits aber auch, dass die BuChE prinzipiell
die Fahigkeit hat, Proteinfehlfaltung zu beeinflussen und damit auch einen Einfluss
auf alle LBD-assoziierten Proteinfehlfaltungsprozesse haben kénnte.

Butyrylcholinesterase und Inflammation

Verschiedene Laborparameter weisen darauf hin, dass bei AD eine geringgradige
systemische Entziindung vorliegt (Das, |2007). Interessanterweise hemmt Acetylcho-
lin, das Substrat der BUChE, die Synthese und Freisetzung von TNF-a sowohl in vitro
als auch in vivo und zeigt somit eine antiinflammatorische Wirkung (Das|, 2007). AD-
Patienten weisen eine Verringerung des Neurotransmitters Acetylcholin und seines
hydrolysierenden Enzyms AChE auf (Darvesh et al., 2003). Dahingegen nimmt die
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BuChE-Aktivitdt mit dem Fortschreiten der AD zu (Das|, 2007). Erhéhte Enzymakti-
vitdten von AChE und BuChE fuhren zu erniedrigten Spiegeln von Acetylcholin, wo-
durch dessen antiinflammatorische Wirkung abnimmt. Auch PD-Patienten weisen ein
cholinerges Defizit auf, die Freisetzung von TNF-a kann daher vermutlich nur unzu-
reichend durch Acetylcholin verhindert werden. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass apoptotische Prozesse in dopaminergen Neuronen, die durch TNF-a ausgeldst
werden (Wersinger und Sidhu, [2006)), nicht unterbunden werden kénnen.

1.3. Apolipoprotein E, Gen (APOE) und Protein (ApoE)

1.3.1. Lokalisation und Struktur des Apolipoproteins E

Das Apolipoprotein E (APOE) ist im humanen Genom auf dem langen Arm des Chro-
mosoms 19 (19q13.2) lokalisiert. Es enthalt vier Exons, welche flr das 299 Amino-
sauren lange Protein kodieren, und drei Introns.

1.3.2. Vorkommen des Apolipoproteins E

ApoE ist ein weit verbreitetes Cholesterin-Transportprotein, das vor allem in der Leber,
aber auch in der Milz, den Nieren und im Gehirn synthetisiert wird. Es ist das wich-
tigste Apolipoprotein des ZNS, wo es von Gliazellen, Makrophagen und Neuronen
synthetisiert wird (Bedlack et al., [2000). Auch im PNS kommt ApoE vor. Dort erfolgt
die Produktion durch Schwann-Zellen, Ganglien-Satellitenzellen und Makrophagen
(Bedlack et al., 2000).

1.3.3. Physiologie und Pathophysiologie des Apolipoproteins E

ApoE ist Bestandteil von Lipoproteinen im Blut. Es spielt eine wichtige Rolle im Fett-
stoffwechsel, insbesondere in der Entfernung atherogener Uberbleibsel von triglyze-
ridreichen Lipoproteinen (Mahley, |1988), aber auch im Bereich der Immunabwehr:
ApoE bindet Lipid-Antigene und setzt sie Uber einen Rezeptor-vermittelten Mechanis-
mus in CD1-haltige, endosomale Kompartimente von Antigen-présentierenden Zellen
frei, wodurch eine Aktivierung von T-Zellen erfolgt (van den Elzen et al.,2005). Zudem
scheint ApoE eine wichtige Rolle im ZNS zu spielen: Abhangig von der Isoform sti-
muliert ApoE entweder das Aussprossen von Neuriten oder inhibiert dieses (Huang,
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2006). ApoE nimmt Lipide auf, welche bei neuronaler Degeneration entstehen, und
verteilt sie an diejenigen Zellen, die Lipide zur Proliferation, zur Membranreparatur
oder zur Remyelinisierung neuer Axone bendtigen (Huang, 2006).

1.3.4. Apolipoprotein E-Gen-Polymorphismen

Drei Allele (€2, €3 und e4) kodieren fir die Isoformen APOE2, APOE3 und APOEA4.
Es existieren drei homozygote (APOE €2/2, APOE €3/3, APOE €4/4) und drei hetero-
zygote Phanotypen (APOE ¢2/3, APOE ¢2/4, APOE ¢3/4). Die drei Isoformen unter-
scheiden sich durch den Austausch der Aminosduren 112 und 158. APOE?2 besitzt
an beiden Positionen Cystein, APOE3 an Position 112 Cystein und an Position 158
Arginin, APOE4 besitzt an beiden Positionen Arginin (Rall et al., |1982]; |Weisgraber
et al., [1981). APOERS ist die haufigste (,Wildtyp®) Isoform. Neben diesen Hauptvarian-
ten wurden ca. 30 weitere Varianten beschrieben (de Knijff et al., [1994). Das APOE
e4-Allel konnte als der wichtigste monogenetische Risikofaktor fur AD identifiziert wer-
den (Corder et al., [1993).

1.3.5. Apolipoprotein E und Neurodegeneration

Seit das APOE e4-Allel als Suszeptibilitatsgen far AD mit spatem Beginn identifiziert
wurde (Strittmatter et al., [1993), wurden in zahlreichen Studien die APOE-Genotypen
von AD-Patienten untersucht. Es zeigte sich, dass das APOE ¢4-Allel sowohl bei spo-
radischen AD-Fallen als auch bei familiaren AD-Fallen geh&uft vorliegt (Corder et al.,
1998}, IDeniz-Naranjo et al., 2007 Piccardi et al., 2007). In beiden Gruppen wurde
das Vorhandensein eines Gen-Dosis-Effekts beobachtet. Jedes vorhandene APOE
e4-Allel fahrt zu einem friiheren Beginn des histopathologischen Prozesses (Corder
et al., [1998; Richard und Amouyel, 2001). Der APOE-Polymorphismus ist sowohl mit
der Plaque-Last als auch mit der Bildung von Neurofibrillen assoziiert (Corder et al.,
1998; Huang, 2006).

Basierend auf diesen Ergebnissen und der Tatsache, dass AD und LBD beide al-
tersabhangige Krankheiten mit vielen gemeinsamen Eigenschaften sind — beide Er-
krankungen sind Amyloidosen, beide Erkrankungen weisen ein cholinerges Defizit
und eine aktivierte Entziindungsreaktion auf —, stellte sich die Frage, inwiefern das
APOE ¢4-Allel auch einen Risikofaktor flir den Formenkreis der LBD darstellt. Ver-
schiedene Studien haben die Assoziation zwischen dem APOE e4-Allel und einer
Demenz bei PD untersucht und auch nach einem méglichen Zusammenhang zwi-
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schen dem APOE e4-Allel und der PD an sich geforscht. Die Ergebnisse der Studi-
en fielen dabei sehr unterschiedlich aus: Wéahrend Li und Kollegen keine Assoziati-
on zwischen dem APOE e4-Allel und dem Risiko an PD mit kognitiver Verschlech-
terung zu erkranken feststellen konnten (Li et al., 2004), stand das APOE e4-Allel
bei Pankratz und Kollegen mit einem signifikant erhéhten Risiko im Rahmen der PD
an Demenz zu erkranken in Zusammenhang (Pankratz et al., |2006). Weitere Stu-
dien wiesen nach, dass das APOE ¢4-Allel bei PDD-Patienten signifikant haufiger
als bei gesunden Kontrollpersonen vorliegt (Parsian et al., |2002), dass sich jedoch
PDND-Patienten und PDD-Patienten hinsichtlich der Allelhdufigkeit nicht signifikant
unterscheiden (Jasinska-Myga et al., [2007). Wahrend einige Studien demonstrier-
ten, dass das APOE e4-Allel sowohl mit dem Risiko an PD zu erkranken (Li et al.,
2004) als auch mit einem jungeren Erkrankungsalter assoziiert ist (LI et al., |2004;
Pankratz et al., 2006), war in einer anderen Studie das APOE e4-Allel nicht mit dem
Erkrankungsalter bei PD assoziiert (Parsian et al., [2002). In einer PET-Untersuchung
der im Rahmen der vorliegenden Studie genetisch charakterisierten Patienten konnte
gezeigt werden, dass LBD-Patienten mit zumindest einem APOE c4-Allel signifikant
haufiger kortikale A3-Ablagerungen haben (Maetzler et al., [2009).
Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass zumindest bei einem Teil
der LBD-Patienten ein Zusammenhang zwischen dem APOE-Genotyp und klinischen
Symptomen (z. B. einer Demenz) besteht, dass dieser mit den derzeitigen diagnosti-
schen Méglichkeiten jedoch nicht sicher detektiert werden kann.

1.4. Apolipoprotein E und Butyrylcholinesterase

In der Literatur wird v. a. in Zusammenhang mit der AD diskutiert, inwiefern das gleich-
zeitige Vorliegen eines APOE e4-Allels und verschiedener BCHE-Genvarianten neu-
ropathologische Vorgange gegenlber dem singularen Vorliegen entweder einer
BCHE-Variante oder eines APOE ¢4-Allels verstarken kénnte. Diese Fragestellung
muss aufgrund der ahnlichen neuropathologischen und biochemischen Aspekte auch
fur die LBD als relevant angesehen werden. Wahrend einige Studien keinen Zusam-
menhang zwischen der BCHE K-Variante, dem APOE e¢4-Allel und der AD finden
konnten (Alvarez-Arcaya et al., 2000}; |Singleton et al., ' 1998), konnte eine andere Stu-
die nachweisen, dass Personen mit der Kombination aus BCHE-Wildtyp und APOE
e4-Allel ein erhéhtes Risiko haben, an AD zu erkranken (Mattila et al., [2000). Andere
Studien beschrieben, dass die Kombination aus BCHE K-Variante und APOE e4-Allel
mit einem hdéheren Erkrankungsrisiko fur AD assoziiert ist (Lehmann et al., 2000;; Til-
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1. Einleitung

ley et all |1999). Es ist somit noch nicht abschlieBend geklart, aber wahrscheinlich,
dass das kombinierte Vorliegen eines APOE c4-Allels und eines BCHE K-Allels ein
erhdhtes Risiko fur neuropathologische Vorgange wie sie z. B. bei der AD, aber bis zu
einem gewissen Grad auch bei der LBD, vorkommen, darstellt.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Far diese Arbeit wurden bei LBD-Patienten und gesunden Kontrollpersonen die Akti-
vitat der BuChE im Liquor und Serum, der BCHE-Genotyp und der APOE-Genotyp
bestimmt.

Folgende Leitfragen sollten bei der Auswertung bearbeitet werden:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen der BuChE-Aktivitdt im Liquor/Serum
und klinischen Symptomen (vorrangig motorisch/kognitiv)?

2. Sind die untersuchten genetischen Varianten bzw. deren kombiniertes Vorliegen
mit der BuChE-Aktivitat assoziiert?

3. Stehen die untersuchten genetischen Varianten im Bezug zu klinischen Symp-
tomen?
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2. Studienkollektiv, Material und
Methoden

Fir die Bestimmung der genetischen Varianten von BCHE und APOE sowie der
BuChE-Aktivitat in Liquor und Serum wurde auf die Biobank des Hertie-Instituts flr
klinische Hirnforschung in Tlbingen zurlckgegriffen. Die Aufgaben der Promovendin
bestanden in der Rekrutierung weiterer Patienten fir die bereits bestehende LBD-
Kohorte, der Genotypisierung sowie der Bestimmung der BuChE-Aktivitat. Fur die
Rekrutierung der Patienten wurden diese zunéachst telefonisch kontaktiert, Gber den
Ablauf der Studie informiert und um eine Teilnahme an der Studie gebeten. Abhangig
von ihrer Mobilitat und ihrem Gesundheitszustand wurden die Patienten zu einem Un-
tersuchungstermin nach TlUbingen eingeladen oder um ihre Einwilligung zu einer Blut-
abnahme durch den behandelnden Hausarzt gebeten. Waren die Patienten mit einer
hausérztlichen Blutabnahme einverstanden, wurde die Bereitschaft der Hauséarzte zur
Mitarbeit am Telefon erfragt und nach deren Zustimmung die entsprechenden Réhr-
chen zusammen mit Aufklarungsbdgen und frankierten Versandtaschen verschickt.
Die Methoden zur Genotypisierung werden in Kap.[2.4.2Jund Kap.[2.4.4] beschrieben,
die BuChE-Aktivitdtsbestimmung in Kap.[2.4.3| erlautert.

2.1. Studienkollektiv

Als Basis fur diese Arbeit wurde ein Kollektiv von Patienten und Kontrollpersonen
nach den unten beschriebenen Auswahlkriterien zusammengestellt. Alle Teilnehmer
wurden von der Station und der Ambulanz der Abteilung fir Neurologie am Univer-
sitatsklinikum TUbingen rekrutiert. Sie wurden Uber die Studie aufgeklart und gaben
ihre schriftliche Einverstandniserklarung ab. Die Ethik-Kommission der Medizinischen
Fakultat Tibingen genehmigte die Studie.

Zunéachst wurde bei den Teilnehmern eine Anamnese erhoben, bevor sie neurolo-
gisch und neuropsychologisch untersucht wurden. Die Diagnose wurde von erfah-
renen Arzten der Abteilung fiir Neurodegeneration der Universitat Tlbingen gestellt.
Insgesamt wurden 117 Patienten und 31 Kontrollen in die Studie eingeschlossen. Da-
bei wurde darauf geachtet, dass sich Patienten und Kontrollpersonen hinsichtlich Ge-
schlecht und Alter nicht signifikant voneinander unterschieden.
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden

2.1.1. Patienten

Die Charakterisierung der Patienten erfolgte nach den aktuell geltenden Diagnosekri-
terien. Alle PD-Patienten erflllten die UKPDS Brain Bank Kriterien (Gibb und Lees,
1988). PDD-Patienten erflllten zudem die DSM-IV Kriterien fir Demenz (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders-1V, Amerikanische Psychiatrische Vereini-
gung). Patienten mit einer DLB wurden nach den McKeith Kriterien fiir die klinische
Diagnose einer wahrscheinlichen DLB identifiziert (McKeith et al., 2005).

Von den insgesamt 117 in die Studie eingeschlossenen Patienten hatten 55 Patienten
eine PDND, 37 Patienten eine PDD und 25 Patienten eine DLB.

2.1.2. Kontrollen

In die Kontrollgruppe wurden 31 Personen aufgenommen. Zum Ausschluss aus der
Kontrollgruppe fuhrte der V.a. primar degenerative, entziindliche oder maligne Er-
krankungen des ZNS.

Die Indikationen, die bei den Kontrollpersonen zur Lumbalpunktion fuhrten, laute-
ten im Einzelnen: V.a. Blutung (8), Bandscheibenprolaps (13), funktionell, d.h. Patien-
ten, bei denen eine somatische Erkrankung ausgeschlossen wurde (7), Kopfschmer-
zen (1) und Polyneuropathie (2).

2.2. DNA-, Liquor- und Serumgewinnung

2.2.1. DNA

Zur Aufnahme in die Biobank wurden Patienten und Kontrollen 2x9 ml EDTA-BIlut
durch Venenpunktion zur DNA-Isolierung entnommen. Die DNA-Isolierung erfolgte
nach standardisierten Protokollen im Rahmen der Routinetéatigkeit (abgeandert nach
Miller et al.| (1988)) am Hertie-Institut fUr klinische Hirnforschung in TUbingen. Die
Konzentration der DNA-L&sung wurde photometrisch bestimmt. Fur die Experimente
dieser Studie wurde die DNA auf eine Konzentration von 10 ng/ul eingestellt.
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden

2.2.2. Liquor

Die Liquorgewinnung wurde nach standardisierten Protokollen durchgefiihrt. Die Lum-
balpunktion erfolgte zwischen 8:00 und 10:00 Uhr morgens und die Studienteilnehmer
wurden gebeten, hierzu nlchtern zu erscheinen. Nach der Liquorgewinnung wurden
die Proben innerhalb von 30 min zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C aufbewabhrt. Fir die Studie wurden nur Proben von Patienten und Kontrollen
verwendet, welche normale Routine-Liquorwerte (Leukozytenzahl <4x106, IgG-Index
Liquor/Serum <0.6) und keinen Hinweis auf eine intrathekale IgG-Synthese zeigten.
Die Routine-Liquorwerte (Albumin, 1gG, Zellzahl, Zytologie) unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den Untergruppen. Die routinemaBig im chemischen Labor der
Neurologie durchgefiihrte Bestimmung der A342-Konzentration im Liquor erfolgte mit
ELISA-Kits der Firma Innogenetics NV.

2.2.3. Serum
Die Serumentnahme wurde in einer Sitzung mit der Liquorentnahme durchgefihrt.
Die Zentrifugation und Aliquotierung erfolgte ebenfalls nach etablierten Protokollen

im Rahmen der Routineaufarbeitung. Im Anschluss wurden die Seren bei -80 °C ein-
gefroren.

2.3. Material

2.3.1. Chemikalien und Enzyme

Fur diese Arbeit wurden die in Tab.[B.1] auf S.[79 aufgelisteten Chemikalien und En-
zyme eingesetzt.

2.3.2. Puffer und Lésungen

Alle Lésungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden

Bromphenolblaumarker

20 ml Glycerol
0,04 ml Bromphenolblau
0,04 g Xylencynol

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)

108 g TrisBase

55 g Borat

40 ml EDTA (0,5M, pH 8,0)

mit doppelt destilliertem Wasser auf 11 auffullen.

Als Laufpuffer und fir das Agarosegel wurde 0,5x TBE-Puffer eingesetzt.

0,1M KQHPO4, pH 8,0

1,7418 g KQHPO4
100 ml H,O
pH mit 30%iger H3PO, einstellen.

0,1 M NaH,PO,, pH7,0

1,3799 g NaH,PO,
100 ml H,O
pH mit 1 N NaOH einstellen.

5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesaure (DTNB)

13mg 3,3mM DTNB

10ml 0,1 M NaH;POy,, pH7,0
15mg NaHCO;

pH 7,0 mit 1 N NaOH einstellen.
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden
Acetylthiocholinjodid (ATCHJ; Substrat) 5,6 mM

16,2 mg Acetylthiocholinjodid (M =289,2 g/mol)
10ml 0,1 M KyHPO,.

BW 284c51 (selektiver AChE-Inhibitor) 5,6 mM

15,86 mg BW 284c51 (M =566,4 g/mol)
5ml 0,1 M KyHPO, pH 8,0.

Eserine (AChE- und BuChE-Inhibitor) 5,6 mM
9,08 mg Eserine (M =324,4 g/mol)

5ml 0,1 M K;HPO, pH 8,0.

2.3.3. Referenzsequenzen

Die Referenzsequenzen fir humane BCHE (NM_000055) und humanes APOE
(NM_000041) wurden von UCSC unter der Internetadresse http://genome.ucsc.
edu/ bezogen. Die Sequenzen sind in Tab.[B.2] auf S.[80, Tab.[B.3| auf S.[81] und

Tab.[B.4]auf S.[82]dargestellt.

2.3.4. Oligonukleotide (Primer)
Die Primer wurden mithilfe der Primer-Design-Software Primer3 (http://primer3.
sourceforge.net/) ausgewahlt. Die gewlinschten Primer wurden von der Firma Me-

tabion GmbH synthetisiert. Tab.[B.5 auf S.[83|zeigt die Sequenzen der Primer, welche
zur BCHE- und APOE-Genotypisierung eingesetzt wurden.

2.3.5. DNA-GroBenstandard

Als DNA-GréBenstandard wurde eine 100 bp DNA-Leiter verwendet.
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2.3.6. Gerate und Hilfsmittel, Verbrauchsmaterialien

Die flr diese Arbeit verwendeten Gerate und Hilfsmittel sind in Tab.[B.6| auf S.[84], die
Verbrauchsmaterialien in Tab.[B.7| auf S.[84] aufgelistet.
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden

2.4. Methoden

Es war nicht méglich von allen Patienten und Kontrollpersonen DNA, Liquor und Se-
rum far die im Folgenden beschriebenen Experimente einzusetzen, da nicht von allen
Proben ausreichend groBe Volumina vorhanden waren. Dies liegt darin begrindet,
dass die Probenentnahme fir die Tubinger DNA-, Liquor-, und Serumbank tber meh-
rere Jahre erfolgte und laufend fortgesetzt wird und die Proben einiger Probanden z.T.
bereits fir andere Studien eingesetzt wurden. In diesen Fallen wurden nur diejenigen
Untersuchungen durchgefiihrt, flr die das entsprechende Material vorhanden war, es
sei denn, die Patienten waren mit einer erneuten Probenentnahme einverstanden. Fir
die einzelnen Bestimmungen ergaben sich folgende Fallzahlen: BuChE-Aktivitat im
Liquor (LBD: 111 (PDND: 53; PDD: 34; DLB: 24); Kontrollen: 28), BuChE-Aktivitat im
Serum (LBD: 110 (PDND: 53; PDD: 35; DLB: 22); Kontrollen: 24), BCHE- und APOE-
Genotypisierung (LBD: 86 (PDND: 44; PDD: 26; DLB: 16); Kontrollen: 31).

2.4.1. Standardmethoden
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) erlaubt es, be-
stimmte DNA-Abschnitte in vitro zu vervielféltigen. Als Material benétigt man dop-
pelstrangige, genomische DNA, ein passendes Primerpaar, Puffer, Nukleotide, ei-
ne thermostabile DNA-Polymerase sowie MgCl,. Im ersten Schritt wird der DNA-
Doppelstrang durch Erhéhung der Temperatur auf 94°C in zwei Einzelstrange auf-
geteilt (Denaturierung), welche im Folgenden als Matrizen dienen. Im zweiten, sog.
Annealingschritt wird die Temperatur auf ca. 55°C gesenkt, sodass sich die Primer
spezifisch anlagern kénnen. Bei den Primern handelt es sich um zwei aus etwa 15—
25 Basen bestehende Oligonukleotide, die zu den beiden Einzelstrangen der DNA
komplementar sind. Die genaue Annealingtemperatur hangt von der Lange und Se-
quenz der Primer ab. Die hitzestabile DNA-Polymerase synthetisiert ausgehend vom
3’-Ende der Primer je einen neuen DNA-Strang, indem sie den fehlenden Strang mit
den Desoxynukleotiden dATP, dCTP, dGTP und dTTP auffillt. So entstehen neue
DNA-Doppelstrange. Fir diesen Elongationsschritt wahlt man eine Temperatur von
72 °C, bei welcher das Temperaturoptimum der hitzestabilen Tag-Polymerase liegt. In-
dem die Primer so gewahlt werden, dass einer am sense-Strang und der andere am
antisense-Strang bindet, kann gezielt die Lange des gewlnschten DNA-Fragments
bestimmt werden. Die jeweils gebildeten DNA-Produkte dienen selbst als Matrize in
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2. Studienkollektiv, Material und Methoden

den weiteren Zyklen. Durch mehrfache Wiederholung der drei Zyklusschritte Denatu-
rierung, Annealing und Elongation, ergibt sich eine exponentielle Zunahme der ampli-
fizierten DNA. In der Regel wird die Reaktionsabfolge 30—40 mal wiederholt.

In dieser Arbeit wurde die PCR zum einen fir die BCHE-Genotypisierung, zum an-
deren flr die APOE-Genotypisierung verwendet. Abb.[A.1]auf S.[68| zeigt den Ablauf
einer PCR.

Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode, um DNA-Fragmente entsprechend ihrer La-
dung in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb,
durch das die verschiedenen DNA-Molekile mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekle ist dabei abhangig von ihrer
GrdBe, der Beschaffenheit des Gels, vom pH-Wert des Trenngels und des Laufpuffers
sowie von der angelegten Spannung. Da die DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen
negativ geladen ist, wandern die Molekiile im elektrischen Feld von der Kathode zur
Anode. Dem Agarosegel wird der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid zugeflgt. Ethi-
diumbromid interkaliert in doppelstrangige DNA und emittiert nach Anregung durch
UV-Licht Licht im orange-roten Bereich. Auf diese Weise kdnnen die DNA-Banden im
Gel sichtbar gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden fur die verschiedenen Experimente Agarosegele
unterschiedlicher Konzentrationen hergestellt. Sie werden im Verlauf ndher beschrie-
ben.

2.4.2. SNaPshot-Genotypisierung der BCHE-SNPs

Die SNaPshot-Reaktion ist eine Einzelbasenextension, welche der Genotypisierung
von Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs)
dient. SNPs sind Variationen von einzelnen Basenpaaren in einem DNA-Strang. De-
finitionsgemanB kommen SNPs mit einer Haufigkeit von mindestens 1 % in der jewei-
ligen Population vor. Sie machen etwa 90 % der genetischen Unterschiede zwischen
Individuen aus (s. Kap.[1.1.3). Mit der Einzelbasenextension kann bestimmt werden,
welche Basen und damit welcher Genotyp in den untersuchten Proben jeweils vor-
liegt. Innerhalb des menschlichen Genoms konnten bisher zahlreiche SNPs identi-
fiziert werden: Bereits im Jahr 2000 wurde eine Genkarte mit 1.42 Millionen SNPs
verdffentlicht (Sachidanandam et al., |2001).

31
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Im Mittelpunkt der SNaPshot-Reaktion steht die sog. SNaPshot-PCR. Fir diese PCR
werden die Primer so gewahlt, dass sie sich an einen spezifischen Bereich der DNA
anlagern und genau eine Base vor dem SNP enden. Da fur jeden SNP unterschied-
lich lange SNP-Primer gewahlt werden, kénnen mehrere SNPs gleichzeitig in einer
SNaPshot-Reaktion untersucht werden. Zur Primerverldngerung werden Didesoxynu-
kleosidtriphosphate (ddNTPs) eingesetzt, wodurch die Primer lediglich um eine Base
verlangert werden. Den ddNTPs fehlt im Gegensatz zu den in der Natur vorkom-
menden dNTPs am 3’-Kohlenstoff-Atom die Hydroxylgruppe, an die normalerweise
das nachste Nukleotid angeknlpft wird. Der Strang kann daher nicht weiter verlan-
gert werden, es kommt zum Kettenabbruch. Anhand der Fluoreszenzmarkierung der
ddNTPs, denen jeweils eine Farbe zugeordnet ist, kann bestimmt werden, mit welcher
Base die neu synthetisierten DNA-Fragmente enden. Die SNaPhot-Fragmente wer-
den hierfiir im Sequenzierer kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Die fluoreszenz-
markierten Basen zeigen sich an den gréBenspezifischen Positionen und kénnen so
den unterschiedlichen Polymorphismen zugeordnet werden. Eine schematische Dar-
stellung der SNaPshot-Methode bietet Abb.[A.2]auf S.[69]

Das SNaPshot-Verfahren l&uft in mehreren Schritten ab:

1. PCR

2. Gelelektrophorese

3. Aufreinigung

4. SNaPshot-Reaktion

5. Post-Extensionsbehandlung

6. Elektrophorese im Sequenzierer

Die einzelnen Schritte sollen im Folgenden anhand der SNPs, welche in dieser Arbeit
genotypisiert wurden, erlautert werden.

PCR

Zur Vorbereitung der SNaPshot-Reaktion wurde zunachst eine PCR durchgefiihrt,
um die DNA-Abschnitte, welche die SNPs BCHE K-Variante (rs1803274) und BCHE
A-Variante (rs1799807) enthielten, zu amplifizieren. Fir beide SNPs wurde jeweils
eine PCR mit eigenen Primern (BCHE A Forward/Reverse bzw. BCHE K Forward/
Reverse) angesetzt.

In Tab.[B.8auf S.[85ist der PCR-Ansatz beschrieben.
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Bei jeder PCR-Platte wurde als Negativkontrolle flir eine Probe H,O anstelle von DNA
eingesetzt, um Verunreinigungen des PCR-Ansatzes auszuschlieBen.
Die PCR wurde nach folgendem Protokoll im Thermo-Cycler durchgeflhrt:

1. 94°C — 5min.
2. 94°C - 30s.
3. 60°C —30s.
4. 72°C - 30s.

5. Schritt 2—4 insgesamt 35 Zyklen.
6. 72°C — 10 min.
7. 12°C dauerhaft.

Das PCR-Produkt wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

Gelelektrophorese

Um zu prifen, ob die gewlinschten DNA-Abschnitte in ausreichender Menge verviel-
faltigt worden waren und keine Verunreinigungen des PCR-Produkts vorlagen, wur-
de eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Dafir wurde ein 1%iges Agarosegel
durch Aufkochen der Agarose in 0,5x TBE-Puffer hergestellt. Vor GieBen des Agaro-
segels in die entsprechenden Schlitten wurde diesem Ethidiumbromid 1%ig in einer
Konzentration von 5 ul Ethidiumbromid pro 200 ml Puffer hinzugefligt, um spater die
DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar machen zu kénnen. Fir die Gelelektrophore-
se wurden je 4 ul des PCR-Produkts mit 1 ul Bromphenolblaumarker vermischt und
anschlieBend in die Taschen des Gels hineinpipettiert. Der Bromphenolblaumarker er-
madglicht es, die Lauffront am Gel zu verfolgen und enthalt Glycerol, welches die Dich-
te der DNA erhdht, und so ein Herausdiffundieren der DNA aus den Geltaschen ver-
hindert. Um die GréBen der DNA-Fragmente korrekt bestimmen zu kénnen, wurde in
eine der Taschen eine 100 bp-Leiter als GréBenstandard aufgetragen. Als Laufpuffer
diente 0,5x TBE-Puffer. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 100V
Uber einen Zeitraum von 20-30 min durchgefthrt. AnschlieBend wurden die DNA-
Banden mit einer digitalen Fotodokumentationsanlage visualisiert und dokumentiert.
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Aufreinigung

Nach Durchfuhrung der PCR lag die DNA in einer Lésung mit nicht verbrauchten
Primern, dNTPs, Enzymen und Puffern vor. Um diejenigen Bestandteile, die flr die
eigentliche SNaPshot-Reaktion stérend waren, zu entfernen, wurde ein Verdau durch-
gefiihrt. Durch Zugabe der Enzyme ,Shrimp Alkaline Phosphatase® (SAP) 1 U/ul und
Exonuclease | (Exol) 2U/ul wurden Primer und dNTPs zersetzt und so das PCR-
Produkt gereinigt. Fir die Aufreinigung wurden die PCR-Produkte beider SNPs
(BCHE A- und K-Variante) in einen gemeinsamen Ansatz zusammengefhrt. Tab.[B.9|
auf S.[85]stellt den Ansatz fir die Aufreinigung dar.

Der Reaktionsansatz wurde im Thermo-Cycler bei 37 °C flr 1 h inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Enzyme bei einer Temperatur von 75 °C Gber 15 min inaktiviert. Das
gereinigte Produkt wurde bis zur Durchfihrung des nachsten Arbeitsschrittes bei 4 °C
gelagert.

SNaPshot-Reaktion

Nach der Aufreinigung der PCR-Produkte folgte in diesem Schritt die eigentliche
SNaPshot-Reaktion, bei der das aufgereinigte PCR-Amplifikat, spezifische Primer und
der SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix eingesetzt wurden. Im SNaPshot Multi-
plex Ready Reaction Mix sind ddNTPs, eine DNA-Polymerase und Puffer enthalten.
Der genaue Reaktionsansatz ist in Tab.[B.10]auf S.[85|beschrieben.

Fir die SNaPshot-Reaktion wurde folgendes Programm im Thermo-Cycler verwen-
det:

1. 94°C — 1 min.
2. 96°C - 10s.
3. 50°C - 5s.

4. 60°C - 30s.

5. Schritt 2—-4 insgesamt 25 Zyklen.
6. 12°C dauerhaft.

Auf diese Weise wurden die SNaPshot-Primer um genau eine fluoreszenzmarkierte
Base verlangert.
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Post-Extensionsbehandlung

In diesem Schritt erfolgte eine erneute Aufreinigung des PCR-Produktes. Durch Zuga-
be von 1 ul SAP 1 U/ul zu 10 pl des SNaPshot-PCR-Produkts wurden die Uberschis-
sigen ddNTPs entfernt, um Stéreffekte bei der Kapillarelektrophorese zu vermeiden.
Der Reaktionsansatz wurde im Thermo-Cycler bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das Enzym bei einer Temperatur von 75°C Uber 15 min inaktiviert. Das
gereinigte Produkt wurde bis zur Durchfihrung des nachsten Arbeitsschrittes bei 4 °C
gelagert.

Elektrophorese im Sequenzierer

In diesem letzten Schritt wurden die SNaPshot-Fragmente im Abi Prism 3100 Gene-
tic Analyzer kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Hierflr wurde je 1 ul des aufgerei-
nigten SNaPshot-PCR-Produkts 1:20 mit Wasser verdiinnt und mit 10 ul Formamid
und 0,2 ul LIZ-Standard auf eine zur Sequenzierung geeignete Platte aufgetragen.
Die Daten wurden mithilfe der Gene Mapper v3.5 Software analysiert und die Geno-
typen visuell der entsprechenden Farbkodierung zugeordnet. Eine Negativkontrolle
wurde ebenfalls analysiert, um Verunreinigungen ausschlieBen zu kénnen. Abb.[A.3]
auf S.[70] zeigt exemplarisch die Auswertung mehrerer Proben.

2.4.3. Bestimmung der BuChE-Aktivitat

Die BuChE-Aktivitat in Liquor und Serum wurde mit der kolorimetrischen Methode
nach [Ellman et al. (1961) bestimmt. Die Kolorimetrie ist ein Verfahren zur Bestim-
mung der Konzentration von farbigen gelésten Stoffen. Der Gehalt an geléster Sub-
stanz wird dabei Uber die Lichtabsorption der Lésung bestimmt. Man misst bei diesem
Verfahren die Intensitat eines Lichtstrahls einer definierten Wellenlange vor und nach
Passieren der Lésung. Die Farbigkeit der Lésung wird dabei mit einer Standardlésung
definierter Konzentration verglichen. Die Farbe der Lésung muss daher in direktem
Zusammenhang mit ihrer Konzentration stehen. Das gemessene Ergebnis ist die Ex-
tinktion.

Die Methode nach Ellman beruht auf folgender Reaktion:

Acetylthiocholin 22", Thiocholin + Acetat
Thiocholin 4 Dithiobisnitrobenzoesaure — gelbe Farbe
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ATCHJ wird durch die Cholinesterasen in Thiocholin und Acetat gespalten. Thiocholin
reagiert im Folgenden mit dem Eliman-Reagenz (DTNB = 5,5’-Dithio-bis-2-nitroben-
zoesaure), wobei das gelbe Anion der 5-Thio-2-Nitrobenzoesaure entsteht. Im Photo-
meter wird dabei die Extinktionsdnderung gemessen.

Fir die Bestimmung der BuChE-Aktivitat von Patienten und Kontrollen wurde der Li-
quor unverdiinnt, das Serum in einer Verdinnung von 1:10 mit H,O eingesetzt. Dabei
wurden pro Probe jeweils drei verschiedene Ansatze gemacht (s. Tab.[B.11]auf S.[86]
und Tab.[B.12 auf S.[86): Der erste Ansatz enthielt keinerlei Hemmstoff und ermog-
lichte es, die Gesamtaktivitat der Cholinesterasen im Liquor bzw. Serum zu messen.
Dem zweiten Ansatz wurde der selektive AChE-Inhibitor BW 284c51 hinzugefligt, um
die Aktivitat der BuChE bestimmen zu kénnen. Der dritte Ansatz wurde mit dem nicht-
selektiven ChEIl Eserine durchgefiihrt, welcher AChE und BuChE hemmt. Auf diese
Weise konnte die Restaktivitat, welche weder der Aktivitdt der AChE noch der Aktivitat
der BuChE zugeordnet werden konnte, bestimmt werden. Dieser ,Blank“-Wert wurde
von den Messwerten der beiden anderen Ansatze jeweils abgezogen. Um mdglichst
genaue Messwerte zu erhalten und eventuelle Messfehler aufzuspiren, wurde pro
Ansatz jeweils eine Dreifachmessung durchgefihrt und aus diesen drei Werten der
Mittelwert berechnet. Um einen Vergleichsstandard zu haben und Auffélligkeiten bei
den verschiedenen Messreihen zu detektieren, wurde bei jeder Platte eine Messrei-
he mit einem Standard-Liquor bzw. Standard-Serum durchgefiihrt. Hierfir wurden
die Proben eines Normaldruckhydrozephalus-Patienten verwendet. Als Negativkon-
trolle wurde H,O anstelle von Liquor bzw. Serum eingesetzt. Die Proben wurden fir
die Messungen auf Mikrotiterplatten (655101) der Firma Greiner aufgetragen. Die
Reagenzien wurden bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Vor der Zugabe des Sub-
strats wurde der bis dahin pipettierte Ansatz 2 min auf dem Micromix gemischt. An-
schlieBend wurde das ATCHJ hinzugefligt und die Messung nach nochmaligem kur-
zen Schutteln im Kolorimeter sofort gestartet. Die Extinktionsanderung wurde Gber
einen Zeitraum von 20 min in einem Intervall von jeweils 4 min bei einer Wellenlan-
ge von 405nm gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der TECAN-Software easy-
WIN kinetics E 5.0a. Aus der so bestimmten Extinktionsanderung wurde die absolute
Aktivitat der BUChE in U/l im Serum bzw. im Liquor berechnet. Diese wird im weite-
ren Verlauf der Arbeit aus Griinden der besseren Lesbarkeit nur mit BuChE-Aktivitat
bezeichnet.
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2.4.4. Bestimmung des APOE-Genotyps

Das Gen fir APOE beinhaltet zwei Polymorphismen an den Codonpositionen 112 und
158. Bei beiden Polymorphismen kommt es zum Austausch der Aminosaure Cystein
durch Arginin. Hieraus resultieren die drei Allele €2, €3 und 4. Das e2-Allel weist so-
wohl an Position 112 als auch an Position 158 seiner Aminosauresequenz Cystein auf
(Cys'!2; Cys!'%8), das e3-Allel besitzt an Position 112 Cystein und an Position 158 Argi-
nin (Cys''?; Arg'®®), wahrend das e4-Allel an beiden Positionen Arginin besitzt (Arg'!?;
Arg'®®). Hieraus resultieren drei homozygote (€2/2, €3/3, e4/4) und drei heterozygote
Genotypen (€2/3, €2/4, €3/4).

Zur Bestimmung des APOE-Genotyps wurde eine Restriktionsfragment-Langenpoly-
morphismus-Analyse (RFLP-Analyse) durchgefihrt. Bei RFLPs handelt es sich um
GrdBenunterschiede von DNA-Fragmenten, die entstehen, wenn die DNA verschiede-
ner Individuen mit demselben, spezifischen Restriktionsenzym geschnitten wird. Die
unterschiedliche GréBe der DNA-Fragmente liegt darin begriindet, dass verschiedene
Individuen bedingt durch DNA-Varianten mehr oder weniger spezifische Erkennungs-
sequenzen und damit Schnittstellen fur ein Restriktionsenzym aufweisen. Abhangig
von der Anzahl an Schnittstellen entstehen unterschiedlich viele Fragmente verschie-
dener Langen. Diese DNA-Fragmente kdnnen mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und die jeweiligen Allele anhand des Bandenmusters bestimmt werden.

Fir die APOE-Genotypisierung wurde in dieser Arbeit das Restriktionsenzym Hhall
eingesetzt. Hha | erkennt die Sequenz ,GCGC*. Die Schnittstellen und die Langen der
einzelnen Fragmente, welche sich dadurch fir die amplifizierten Sequenzen ergeben,
sind in Abb.[A.4]auf S.[70| zu sehen. Eine exemplarische Darstellung des charakteris-
tischen Bandenmusters, welches sich in der Gelelektrophorese zeigt, liefert Abb.[A.5|
auf S.[711

Die Genotypisierung wurde mittels einer friiher beschriebenen Methode nach Hixson
und Vernier (1990) durchgeflhrt. Die vier Einzelschritte des Verfahrens sollen im Ver-
lauf naher beschrieben werden.

1. PCR
2. Gelelektrophorese
3. Restriktionsverdau

4. Gelelektrophorese
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PCR

Im ersten Schritt wurde der DNA-Abschnitt, welcher die beiden Polymorphismen ent-
hielt, mittels PCR ampilifiziert. Die DNA wurde in einer Konzentration von 10 ng/ul
eingesetzt. Der PCR-Ansatz ist in Tab. auf S.[87]zu sehen.

Die Reaktion fand nach unten stehendem Programm im Thermo-Cycler statt.

1. 94°C — 5min.
2. 94°C - 30s.
3. 60°C —30s.
4. 72°C - 30s.

5. Schritt 2—4 insgesamt 40 Zyklen.
6. 72°C — 10 min.

7. 12 °C dauerhaft.

Gelelektrophorese

Um zu prifen, ob die gewlinschten DNA-Abschnitte in ausreichender Menge amplifi-
ziert worden waren, wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Um eventuelle Ver-
unreinigungen aufzuspulren, wurde auch eine ,amplifizierte“ Negativkontrolle, welche
H,O anstelle von DNA enthielt, auf das Gel aufgetragen. Es wurde ein Agarosegel in
einer Konzentration von 1% verwendet, welches Ethidiumbromid enthielt. Die Herstel-
lung des Gels wurde bereits in Kap.[2.4.2] auf S.[33|beschrieben. In die Taschen des
Gels wurden 3,5 ul des 100 bp-GréBenstandards sowie jeweils 4 ul des amplifizier-
ten PCR-Produkts aufgetragen. In diesem Fall war kein Blaumarker erforderlich, da
die PCR bereits mit griinem Puffer durchgefiihrt wurde. Die Laufzeit des Gels betrug
20-30 min bei einer Spannung von 100 V. Die Visualisierung und Dokumentation der
DNA-Banden erfolgte mit der digitalen Fotodokumentationsanlage.

Restriktionsverdau

Flr den Restriktionsverdau wurde das Restriktionsenzym Hhal eingesetzt, welches
aus dem Bakterium Haemophilus haemolyticus gewonnen wird. Tab. auf S.[87]
zeigt den Reaktionsansatz.
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Die Reaktion erfolgte im Thermo-Cycler. Der Ansatz wurde zunachst fir 1 h bei 37°C
inkubiert, anschlieBend wurde das Enzym bei 80 °C fir 20 min deaktiviert, bevor das
Produkt bis zur Durchflihrung des nachsten Schrittes bei 12°C gelagert wurde.

Gelelektrophorese

Um das Gemisch aus unterschiedlich langen DNA-Fragmenten aufzutrennen, wel-
ches durch den Restriktionsverdau gewonnen wurde und somit den APOE-Genotyp
von Patienten und Kontrollpersonen zu bestimmen, wurde erneut eine Gelelektropho-
rese durchgefuhrt. FOr diese wurde ein mit Ethidiumbromid versetztes 4%iges Agaro-
segel hergestellt. Die deutlich h6here Agarosekonzentration war notwendig, um eine
schéarfere Darstellung der Banden zu ermdglichen. Diese war hier ausdricklich ge-
wulnscht, um spater die GréBe der DNA-Fragmente exakt bestimmen zu kénnen.

Fir die Gelelektrophorese wurden in die Taschen des Gels 15 ul des PCR-Produkts
eingebracht. Zur GréBenidentifizierung der DNA-Fragmente wurden in eine Tasche
3,5 ul des 100 bp Standards hineinpipettiert. An das Gel wurde eine Spannung von
200V angelegt und die Banden ab einer Laufzeit von 30 min in 15-mindtigen Abstan-
den bis zu einer Laufzeit von 105 min mithilfe der Fotodokumentationsanlage sichtbar
gemacht und betrachtet. AnschlieBend erfolgte die visuelle Zuordnung der Banden zu
den entsprechenden Genotypen. Abb.[A.6|auf S.[71]zeigt ein entsprechendes Gel.

Sequenzierung

Zur Bestatigung der oben beschriebenen ,visuellen“ Methode wurden einzelne Pro-
ben nach der Methode nach |Sanger et al. (1977) sequenziert. Im Reaktionsansatz
fur dieses Verfahren sind neben einer DNA-Polymerase und dNTPs auch fluores-
zenzmarkierte ddNTPs enthalten. Die DNA-Polymerase verldngert einen neuen DNA-
Strang nur solange bis es durch Einbau eines ddNTPs anstelle eines dNTPs zum
Kettenabbruch kommt. Die entstehenden Kettenabbruchprodukte, welche alle mégli-
chen Langen der DNA-Vorlage haben, werden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
In dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung kapillarelektrophoretisch mit dem Abi Prism
3100 Genetic Analyzer. Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurde zunachst eine
PCR (Ansatz s. Tab.[B.13| auf S.[87) mit anschlieBender Gelelektrophorese durchge-
fuhrt. Im n&chsten Schritt erfolgte die Fallung mit Ethanol. Das PCR-Produkt (Volumen
20 pl) wurde daftr mit 48 ul Ethanol 100 % sowie 2 ul Natriumacetat vermischt und an-
schlieBend in der Zentrifuge bei 3220 g fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, dem Rest wurden 100 ul Ethanol 70% beigemengt. Dieser Ansatz wurde
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(iber einen Zeitraum von 15 min bei 3220 g zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand
verworfen und das Produkt mit 100 ul Ethanol 70% versetzt. Es erfolgte eine erneu-
te Zentrifugation fir 15 min bei 3220 g. Noch einmal wurde der Uberstand verworfen
und das verbleibende Produkt umgedreht 1 min bei 600 g zur vollstandigen Entfer-
nung des Ethanols zentrifugiert. AnschlieBend wurde es in 15 ul H,O geldst und far
30 min geschttelt. Dann wurde eine PCR mit dem in Tab.[B.15]auf S.[87|dargestellten
Ansatz durchgeflhrt.

Folgendes Programm wurde fir die PCR im Thermo-Cycler durchgeflhrt:.

1. 94°C — 1 min.
2. 94°C-10s.
3. 50°C -5s.

4. 60°C — 4 min.

5. Schritt 2—4 insgesamt 30 Zyklen.
6. 12°C dauerhaft.

Danach wurde eine erneute Ethanolféllung durchgefihrt. Zuletzt wurden 7 ul der Pro-
be und 15 ul Formamid auf eine zur Sequenzierung geeignete Platte aufgetragen
und die Sequenzierung durchgeflihrt. Die Daten wurden mithilfe der Software Staden
Package analysiert.

2.4.5. Statistische Testverfahren

Die statistische Auswertung erfolgte mit der JMP Software Version 7.0 (SAS Inter-
national Inc.). Um der Tatsache gerecht zu werden, dass mehrere Parameter, wie
die BuChE-Aktivitat im Liquor bzw. Serum und der MMST nicht normalverteilt sind,
wurden fir die Auswertung nicht-parametrische Testverfahren (Kruskal-Wallis-Test,
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient sowie Wilcoxon-Rangsummen-Test) einge-
setzt. In der statistischen Beschreibung werden Mediane und Spannweiten angege-
ben (in Boxplot-Darstellungen zusatzlich Quartile). Fur kategoriale Daten wurden Kon-
tingenztafeln erstellt. Zur Berechnung der Signifikanz wurden der exakte Test nach
Fisher (2x2 Tafeln) bzw. der Pearson-Chi-Quadrat-Test (>2x2 Tafeln) durchgefihrt.
Confounder-Effekte wurden mit der Spearman-Partialkorrelation ausgewertet. Korre-
lationen wurden mittels einfacher Regressionsgeraden graphisch dargestellt. Signifi-
kanztests erfolgten zweiseitig. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0.05 festgelegt.

Da Manner im Gesamtkollektiv signifikant hdhere BuChE-Aktivitatswerte im Liquor
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als Frauen aufwiesen, wurden bei der Auswertung die Liquor-Aktivitatswerte stets ge-
trennt fir Manner und Frauen untersucht. Fir die Serum-BuChE-Aktivitat wurde eine
Alterskorrektur durchgefihrt, da die BuChE-Aktivitat im Serum im Gesamtkollektiv si-
gnifikant mit steigendem Lebensalter abnahm.
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3.1. Alters- und Geschlechterverteilung in den
untersuchten Gruppen

Da die Aussagekraft einer Fall-Kontroll-Studie im Wesentlichen davon abhangt, ob die
untersuchten Personengruppen vergleichbar sind und sich nur hinsichtlich des Merk-
mals unterscheiden, welches anhand der Studie untersucht werden soll, wurden das
LBD-Kollektiv (PDND, PDD, DLB) und die Kontrollgruppe auf ihre Strukturgleichheit
Uberprift. Sowohl im Bezug auf das Alter (Abb.[A.7]auf S.[72) als auch im Bezug auf
das Geschlecht (Exakter Test nach Fisher, p=1.0) wichen die beiden Gruppen nicht
signifikant voneinander ab. Einen Uberblick (iber die demographischen und klinischen
Daten, die im Rahmen dieser Studie bei LBD-Patienten und Kontrollen erhoben wur-

den, liefert Tab.[B.16|auf S.[88]

3.2. BuChE-Aktivitat in Beziehung zu Geschlecht und
Alter

3.2.1. BuChE-Aktivitat im Liquor

Ménner der LBD- und Kontrollgruppe wiesen im Liquor signifikant héhere BuChE-
Aktivitatswerte als Frauen beider Gruppen auf (Abb.[A.8] auf S.[72, Tab.[B.17| auf
S.[88). Es konnte kein Zusammenhang zwischen der BuChE-Aktivitat im Liquor und
dem Alter im Gesamtkollektiv festgestellt werden (Tab.[B.18 auf S.[89).

3.2.2. BuChE-Aktivitat im Serum

Im Serum war kein geschlechtsspezifischer Unterschied fir die BuChE-Aktivitat im
Gesamtkollektiv nachweisbar (Tab.[B.17|auf S.[88). Die BuChE-Aktivitdt nahm signifi-

kant mit steigendem Lebensalter ab (Abb.[A.9 auf S.[73] Tab.[B.18auf S.[89).
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3.3. BuChE-Aktivitat: Vergleich der LBD-Gruppe mit
der Kontrollgruppe

3.3.1. LBD-Patienten versus Kontrollen: BuChE-Aktivitat im
Liquor

LBD-Patienten und Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant im Hinblick auf die

BuChE-Aktivitat im Liquor (Abb.[A.10] auf S.[73] Tab.[B.19auf S.[89). Da Ménner bei
der Untersuchung der BuChE-Aktivitat im Kollektiv der beiden Gruppen signifikant

hohere Werte aufwiesen (s. Kap.[3.2lauf S.[42), wurden die Aktivitdtswerte beim Ver-
gleich von LBD-Patienten und Kontrollen ebenfalls getrennt fiir das Geschlecht unter-
sucht. Ein geschlechtsspezifischer Unterschied war nicht nachweisbar (Tab.[B.19| auf

S.[89).
3.3.2. LBD-Patienten versus Kontrollen: BuChE-Aktivitat im
Serum

Bezlglich der BuChE-Aktivitat im Serum unterschieden sich LBD-Gruppe und Kon-
troligruppe nicht signifikant (Abb.[A.11]auf S.[74] Tab.[B.19|auf S.[89).

3.4. BuChE-Aktivitat innerhalb der LBD

Innerhalb der LBD-Patienten wurden verschiedene Krankheitsparameter erhoben und
deren Zusammenhang zur BuChE-Aktivitat analysiert.

3.4.1. LBD-Patienten: BuChE-Aktivitat im Liquor
BuChE-Aktivitat im Liquor und Parkinson-Syndrom

Zunéachst wurde Uberprift, ob die BuChE-Aktivitat im Liquor mit dem Erkrankungs-
alter fur Parkinson bei LBD-Patienten korreliert. Hierfur zeigte sich kein Zusammen-
hang (Tab.[B.20] auf S.[90). In der getrennten Analyse fir Manner und Frauen war
der Trend erkennbar, dass héhere BuChE-Aktivitatswerte im Liquor bei Mdnnern mit
einem jlngeren Erkrankungsalter einhergehen (Tab.[B.20| auf S.[90). Bei Frauen war
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dieser Trend nicht vorhanden (Tab.[B.20] auf S.[90). H6here BuChE-Aktivitatswerte
im Liquor wiesen auf eine tendenziell [Anger andauernde Parkinson-Erkrankung hin,
wobei sich dieser Trend nur in der gesamtgeschlechtlichen, doch nicht in der ge-
schlechtsspezifischen Untersuchung zeigte (Tab.[B.20] auf S.[90). Die Liquor-BuChE-
Aktivitatswerte korrelierten nicht mit dem Hoehn & Yahr-Stadium bei PDND- und PDD-

Patienten (Tab.[B.20] auf S.[90).

BuChE-Aktivitat im Liquor und Demenz

Beim Vergleich von dementen (PDD und DLB) mit nicht-dementen (PDND) LBD-
Patienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied fiir die BuChE-Aktivitat im Liquor
(Tab.B.21]auf S.[91). PDD- und PDND-Patienten unterschieden sich nicht hinsichtlich
der BuChE-Aktivitat im Liquor (Tab.[B.21] auf S.[91). Die BuChE-Aktivitat im Liquor
korrelierte weder mit dem Erkrankungsalter fir Demenz (Tab.[B.22] auf S.[91), noch
mit der Dauer der Demenz bei PDD- und DLB-Patienten (Tab.[B.22 auf S.[91), noch
mit dem MMST in der LBD-Gruppe (Tab.[B.22 auf S.[91). Bei LBD-Kranken korrelier-
ten die BuChE-Aktivitdtswerte im Liquor tendenziell positiv mit den A42-Werten im

Liquor (Abb.[A.12/auf S.[74] Tab.[B.22 auf S.[91).

3.4.2. LBD-Patienten: BuChE-Aktivitat im Serum
BuChE-Aktivitat im Serum und Parkinson-Syndrom

Es zeigte sich eine signifikant negative Korrelation zwischen der BuChE-Aktivitat im
Serum und dem Erkrankungsalter fir Parkinson (Abb.[A.13] auf S.[75, Tab.[B.20] auf
S.[90). Nach der Alterskorrektur (Partialkorrektur nach Spearman), die notwendig war,
da im vorliegenden Kollektiv der Serumspiegel mit zunehmendem Alter abnahm (s.
Kap.[3.2]auf S.[42), war dieser Effekt nicht Ianger nachweisbar.

Die BuChE-Aktivitatswerte im Serum korrelierten nicht mit der Dauer der Parkinson-
Erkrankung (Tab.[B.20] auf S.[90). Zwischen den BuChE-Aktivitatswerten im Serum
und dem Hoehn & Yahr-Stadium (PDND und PDD) zeigte sich ein signifikant negati-
ver Zusammenhang (Abb.[A.14] auf S.[75, Tab.[B.20| auf S.[90). Dieser war nach der
Alterskorrektur nicht mehr vorhanden.
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BuChE-Aktivitat im Serum und Demenz

Beim Vergleich von dementen (PDD und DLB) mit nicht-dementen (PDND) LBD-
Patienten zeigten sich im Serum tendenziell niedrigere BuChE-Aktivitatswerte fir de-
mente als flr nicht-demente LBD-Patienten (Tab.[B.21|auf S.[91). PDD-Patienten wie-
sen im Serum tendenziell niedrigere BuChE-Aktivitatswerte auf als PDND-Patienten
(Tab.B.21]auf S.[91). Bei PDD- und DLB-Patienten korrelierte die BuChE-Aktivitat im
Serum weder mit dem Erkrankungsalter fiir Demenz (Tab.[B.22] auf S.[91) noch mit
der Dauer der Demenz (Tab.[B.22 auf S.[91). Bei LBD-Patienten zeigte sich eine si-
gnifikant positive Korrelation zwischen der BuChE-Aktivitat im Serum und dem MMST
(Abb.[A.15 auf S.[76] Tab.[B.22]auf S.[91). Dieser Effekt war auch nach Alterskorrek-
tur sichtbar. Kein Zusammenhang war zwischen der Serum-BuChE-Aktivitat und dem
AB42-Gehalt im Liquor bei LBD-Patienten feststellbar (Tab.[B.22] auf S.[91).

3.5. BCHE-Genotyp und Klinik

Einen Uberblick (iber die Verteilung der untersuchten BCHE-Varianten im LBD- und
Kontrollkollektiv liefert Tab.[B.23 auf S.[92

3.5.1. BCHE K-Variante und Klinik
BCHE K-Variante und Parkinson-Syndrom

Zuerst wurde die Verteilung der BCHE K-Variante bei LBD-Patienten und Kontroll-
personen analysiert (Tab.[B.23] auf S.[92). Dabei zeigte sich keine Assoziation des
BCHE K-Allels mit einer LBD (p=0.61). Das BCHE K-Allel war weder mit dem Er-
krankungsalter (Tab.[B.24]auf S.[92) noch mit der Dauer der Parkinson-Krankheit ver-
knlpft (Tab.[B.24] auf S.[92). Weiter bestand keine Assoziation mit dem Krankheits-
stadium nach Hoehn & Yahr (Tab.[B.24] auf S.[92).

BCHE K-Variante und Demenz
Der BCHE K-Polymorphismus war nicht mit dem Vorliegen einer Demenz bei LBD-

Patienten (n=86) assoziiert (Pearson-Chi-Quadrat-Test, p=0.71). Bei dementen LBD-
Patienten (PDD, DLB) war das BCHE K-Allel weder mit dem Erkrankungsalter fir
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Demenz (Tab.[B.24] auf S.[92), noch mit der Dauer der Demenz assoziiert (Tab.[B.24]
auf S.[92). Es zeigte sich keine Assoziation zwischen dem BCHE K-Allel und dem
MMST bei allen LBD-Patienten (Tab.[B.24] auf S.[92).

3.5.2. BCHE A-Variante und Klinik

Da sich bei der Auswertung der BCHE-SNaPshot-Reaktion zeigte, dass lediglich ei-
ne sehr kleine Anzahl der Patienten und Kontrollpersonen Trager des BCHE A-Allels
waren (n=5), wurden fur die A-Variante keine weiteren statistischen Berechnungen
durchgefihrt. Detaillierte Informationen zur Verteilung der BCHE A-Variante zeigt
Tab.B.23 auf S.[92

3.6. BCHE-Genotyp und BuChE-Aktivitat

Einen Uberblick Uiber die Verteilung der untersuchten BCHE-Varianten im LBD- und
Kontrollkollektiv gibt Tab. auf S.

3.6.1. BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat
BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat im Liquor

Es zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen dem BCHE K-Allel und der
BuChE-Aktivitat im Liquor im Gesamtkollektiv (Tab.[B.25) auf S.[93). Bei getrennter
Untersuchung von LBD-Patienten und Kontrollen war kein Zusammenhang zwischen
dem BCHE K-Allel und der BuChE-Aktivitat im Liquor nachweisbar (Tab.[B.25] auf

S.@3).

BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitdt im Serum

Bei der Betrachtung der BuChE-Aktivitdt im Serum im Gesamtkollektiv zeigte sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der BCHE K-Variante und der Hohe der
BuChE-Aktivitat. Trager mindestens eines K-Allels wiesen eine signifikant niedrigere
BuChE-Aktivitdt im Serum auf als homozygote Tréger des Wildtyp-Allels (Abb.[A.16]
auf S.[76] Tab.[B.25|auf S.[93). Dieser Zusammenhang war auch bei der getrennten
Analyse von LBD-Patienten und Kontrollpersonen signifikant (Tab.[B.25 auf S.[93).
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3.6.2. BCHE A-Variante und BuChE-Aktivitat

Aufgrund der geringen Zahl von Tragern des BCHE A-Allels (n=5) wurde fur die
BCHE A-Variante keine weitere Statistik berechnet. Details zur Verteilung der BCHE
A-Variante sind in Tab. auf S.[92] dargestellt.

3.7. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat

3.7.1. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat im Liquor

Bei der Untersuchung, ob sich Trager und Nichttrager des APOE e4-Allels im Gesamt-
kollektiv hinsichtlich ihrer BuChE-Aktivitat im Liquor unterscheiden, zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (Tab.[B.26] auf S.[93). In der getrennten Analyse fir LBD-
Patienten und Kontrollen korrelierte das APOE e4-Allel nicht mit der BuChE-Aktivitat

im Liquor (Tab.[B.26]auf S.[93).

3.7.2. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat im Serum

Im Kollektiv von LBD-Patienten und Kontrollpersonen war kein signifikanter Unter-
schied zwischen Tragern und Nichttrdgern des APOE e4-Allels bezlglich der
BuChE-Aktivitat im Serum zu sehen (Tab.[B.26] auf S.[93). Bei der getrennten Un-
tersuchung von LBD-Patienten und Kontrollgruppe war kein signifikanter Unterschied

nachweisbar (Tab.[B.26|auf S.[93).

3.8. BCHE-Genotyp, APOE-Genotyp und Demenz

Die Kombination aus dem Vorliegen der BCHE K-Variante und eines APOE €4-Allels
lieferte keinen Hinweis auf ein erhéhtes Demenzrisiko bei LBD (Exakter Test nach
Fisher, p=0.57). Bei den untersuchten LBD-Patienten war kein signifikanter Zusam-
menhang zwischen der BCHE K-Variante, einem APOE e4-Allel und dem MMST er-

sichtlich (Abb.[A.17|auf S.[77).
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3.9. APOE-Genotyp, A342 und Demenz

Bei der Untersuchung, ob das APOE ¢4-Allel mit einem erhéhten Demenzrisiko bei
LBD einhergeht, zeigte sich keine Assoziation (Exakter Test nach Fisher, p=1.00). Das
Vorliegen von mindestens einem APOE e4-Allel stand bei LBD-Patienten in Zusam-
menhang mit dem A342-Gehalt des Liquors. Trager des APOE e4-Allels wiesen signi-
fikant niedrigere Werte als Nichttrager auf (Abb.[A.18| auf S.[77). Bei LBD-Patienten
korrelierte der A342-Gehalt im Liquor signifikant positiv mit dem MMST (Abb.[A.19
auf S.[78). Kein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen dem APOE e4-Allel
und dem MMST nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir die Betrachtung des
Gesamtkollektivs (Tab.[B.27| auf S.[94), als auch fir die separate Untersuchung der

LBD-Gruppe (Abb. auf S.[78], Tab. auf S.[94).
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Obwohl AD und LBD ahnliche pathogenetische Aspekte aufweisen, wie Amyloidab-
lagerungen und ein cholinerges Defizit, und obwohl ein Einfluss der Butyrylcholines-
terase auf die AD angenommen wird, so ist die Rolle dieses Gens und seines gleich-
namigen Proteins fir die Pathologie der LBD noch relativ unbekannt. Einen Hinweis
darauf, dass eine veranderte BuChE-Aktivitat eine Rolle im Krankheitsprozess der
LBD spielt, liefern klinische Studien. Diese konnten zeigen, dass Patienten mit PDD
— gleichermaBen wie Patienten mit AD — von einer Behandlung mit ChEI profitieren
(Darreh-Shori, [2006; Emre et al., 2004), welche neben dem Enzym AChE auch die
BuChE hemmen und so den Abbau des Neurotransmitters Acetylcholin verlangsa-
men.

Um die Bedeutung der Butyrylcholinesterase fir die LBD zu beleuchten, wurde in
der vorliegenden Arbeit bei dementen (PDD und DLB) sowie nicht dementen (PDND)
LBD-Patienten und bei gesunden Kontrollpersonen die BuChE-Aktivitat in Liquor und
Serum untersucht und die BCHE K- und A-Variante bestimmt. Weiter wurde eine
APOE-Genotypisierung der Studienteilnehmer durchgefihrt und die in der Routine-
messung erhobenen A342-Werte im Liquor berticksichtigt.

Im Folgenden werden zunachst die allgemeinen, die Epidemiologie betreffenden Er-
gebnisse diskutiert, daran anschlieBend erfolgt die Erdrterung der Zusammenhan-
ge von BuChE-Aktivitat und klinischen Symptomen, von genetischen Varianten und
deren Einfluss auf die BuChE-Aktivitat sowie von genetischen Varianten und deren
Bedeutung fur die klinische Symptomatik.

4.1. BuChE-Aktivitat: generelle Beobachtungen

4.1.1. BuChE-Aktivitat im Liquor

Im vorliegenden Gesamtkollektiv wiesen Méanner signifikant héhere Liquor-BuChE-
Aktivitdtswerte auf als Frauen (p=0.007). Zu dem gleichen Ergebnis kam eine Stu-
die an AD-Patienten, welche bei Mannern eine durchschnittlich 23 % héhere BuChE-
Aktivitat im Liquor (p<0.03) als bei Frauen nachwies (Darreh-Shori et al., [2006). Die-
ser Befund ist insofern bemerkenswert, als dass AD und PD zwar viele Gemeinsam-
keiten aufweisen, dass jedoch bei der AD in den meisten epidemiologischen Studien
das weibliche Geschlecht als ein Risikofaktor beschrieben wurde (Darreh-Shori et al.,
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2006), wohingegen von der PD Manner haufiger als Frauen betroffen sind (Taylor
et al., 2007).

Mesulam und Geula zeigten, dass die BuChE an AD-Amyloidplaques bindet und dass
Amyloidplaques im Gehirn von AD-Patienten geh&uft im Vergleich zu nicht-dementen,
alteren Menschen vorkommen. Sie stellten die Hypothese auf, dass die BuChE an der
Transformation von ,benignen” Plaques zu pathogenen Strukturen beteiligt ist (Mesu-
lam und Geulal [1994).

Eine andere Arbeit demonstrierte, dass bei AD-Patienten eine niedrigere BuChE-
Aktivitat im Liquor mit schlechteren Resultaten in kognitiven Tests einhergeht (Darreh-
Shori et al., |2006). Es wird vermutet, dass die niedrigere Liquor-BuChE-Aktivitat auf
einer Aufnahme des Enzyms in neuritische Plaques beruht, welche bei AD-Patienten
mit einer schlechteren kognitiven Leistung in gréBerem AusmafB vorhanden sind (Dar-
reh-Shori et al., 2006).

Unsere Arbeitsgruppe konnte mittels einer PET-Studie zeigen, dass mehr weibliche
als mannliche LBD-Patienten AD-typische Veranderungen aufweisen (Maetzler et al.,
2009). Vor diesem Hintergrund erscheint die erniedrigte BuChE-Aktivitat im Liquor
bei weiblichen LBD-Patienten stimmig. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass die
BuChE-Aktivitat im Liquor bei den LBD insgesamt einen geringeren Einfluss auf die
(AD-typischen) Amyloidplaques als bei der AD hat, da Manner haufiger an der PD
erkranken als Frauen (Taylor et al., 2007).

Es wére ferner denkbar, dass die geschlechtsabhangige Héhe der BuChE-Aktivitat im
Liquor auf einer Mitregulation durch Geschlechtshormone beruht. Flr diese Annahme
spricht einerseits die unterschiedlich hohe Préavalenz der PD bei Mannern und Frau-
en (Taylor et al., 2007), andererseits die Tatsache, dass Ostrogene als neuroprotektiv
gelten: Es konnte gezeigt werden, dass Ostrogene protektive Effekte auf neuronale
Zellen (in Zellkulturen) austben, die vermutlich zumindest teilweise auf die Fahigkeit
der Ostrogene zuriickzufiihren sind, die Produktion freier Radikale und/oder deren
Wirkung auf Zellen zu beeinflussen (Markou et al., 2005).

Im vorliegenden Kollektiv war kein Zusammenhang zwischen der BuChE-Aktivitat im
Liquor und dem Alter nachweisbar. Auch Studien, welche eine Stichprobe von ge-
sunden Personen bzw. ein Kollektiv aus PDND- und PDD-Patienten untersuchten,
konnten keine Korrelation zwischen der Héhe der Liquor-BuChE-Aktivitat und dem
Alter der Studienteilnehmer nachweisen (Atack et al., 1988; Sirvio et al., [ 1987).
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4.1.2. BuChE-Aktivitat im Serum

Die BuChE-Aktivitédt im Serum nahm in der vorliegenden Untersuchung signifikant mit
steigendem Lebensalter ab. Eine kroatische Studie, welche die BuChE-Aktivitat im
Serum bei 3239 gesunden Schulkindern und Erwachsenen untersuchte, beobachtete
ebenfalls eine Abnahme der Serum-BuChE-Aktivitat im Alter (Flegar-Mestric et al.,
1999). Diese Ergebnisse deuten auf eine Altersabhangigkeit der BuChE-Aktivitat im
Serum hin. Mégliche Griinde flr diese Abnahme der Serum-BuChE-Aktivitat kénnten
eine reduzierte Expression der BCHE in der Peripherie im Alter sein bedingt durch
niedrige zentrale Acetylcholin-Spiegel oder eine abnehmende Syntheseleistung der
Zellen, welche die BUChE produzieren.

In der vorliegenden Arbeit war kein geschlechtsspezifischer Unterschied fir die
BuChE-Aktivitat im Serum im Gesamtkollektiv nachweisbar. Anders in der erwahn-
ten kroatischen Studie: Dort wurden bei erwachsenen Frauen signifikant niedrigere
Serum-BuChE-Aktivitatswerte als bei erwachsenen Mannern beschrieben. Allerdings
naherten sich die Serum-BuChE-Aktivitdtswerte bei Frauen >50 Jahren denen der
mannlichen Studienteilnehmer an (Flegar-Mestric et al.,[1999). Da das Durchschnitts-
alter des hier untersuchten Gesamtkollektivs mit 68.7 Jahren deutlich héher lag als
bei der erwahnten Studie, sind die Ergebnisse vergleichbar.

4.1.3. BuChE-Aktivitat von Liquor und Serum im Vergleich

In der vorliegenden Arbeit waren die BuChE-Aktivitat im Liquor und Serum nicht glei-
chermaBen abhangig von Geschlecht und Alter: Wahrend sich die BuChE-Aktivitat im
Liquor als altersunabhangig erwies, nahm die BuChE-Aktivitat im Serum signifikant
mit steigendem Lebensalter ab. Dahingegen war der geschlechtspezifische Unter-
schied nur im Liquor, jedoch nicht im Serum nachweisbar. Dies kdnnte darauf hinwei-
sen, dass die periphere und zentrale BuChE-Aktivitat unterschiedlich und voneinan-
der unabhangig reguliert werden und daher auch unterschiedliche Aufgaben erfillen.
Im Hinblick auf den Einsatz von ChEIl zur Therapie der Demenz kdnnte somit neben
der unterschiedlichen Selektivitdt der ChEIl fur AChE und BuChE auch eine unter-
schiedliche Selektivitat der ChEI fir die zentrale bzw. periphere BuChE eine bedeu-
tende Rolle spielen.

Es gilt allerdings zu bertcksichtigen, dass die relativ geringe Fallzahl die Einschat-
zung der Ergebnisse fur die Untergruppen erschwert, und dass daher gréBere Studien
zu deren Bestéatigung durchgefiihrt werden sollten.

51



4. Diskussion

4.2. BuChE-Aktivitat: Vergleich der LBD-Gruppe mit
der Kontrollgruppe

4.2.1. LBD-Patienten versus Kontrollen: BuChE-Aktivitat im
Liquor

LBD-Patienten und Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant im Hinblick auf die
BuChE-Aktivitat im Liquor. Mit der Einschrankung, dass das Liquorkompartiment zwar
das nachste Kompartiment an den Nervenzellen ist, welches am lebenden Menschen
untersucht werden kann, aber eine genaue Abbildung der neuronalen Prozesse damit
natdrlich nicht moglich ist, spricht dieses Ergebnis gegen einen ausgepragten Ein-
fluss der BuChE-Aktivitat im Liquor auf die LBD. Entsprechende Ergebnisse finden
sich in der Literatur fir den Vergleich von PD-Patienten und Kontrollpersonen (Ru-
berg et al., [1986; Sirvio et al., [1987). Dabei gilt es jedoch zu klaren, ob diese Aussage
als allgemeingdltig fur alle LBD angesehen werden kann, oder ob eventuell einzelne
Untergruppen von LBD-Patienten eine veréanderte Liquor-BuChE-Aktivitat aufweisen
(die gesonderte Betrachtung der LBD-Patienten erfolgt in Kap.[4.3). Ein besonderes
Augenmerk sollte dabei LBD-Patienten mit Demenz geschenkt werden, da nachge-
wiesen werden konnte, dass das cholinerge Defizit bei dieser Patientengruppe sogar
starker als bei AD-Patienten ausgepragt ist (Bohnen et al., 2003; [Tiraboschi et al.,
2000).

Vorausgegangene Fall-Kontroll-Studien mit AD-Patienten lieferten unterschiedliche
Ergebnisse: Wahrend eine Studie keine signifikant unterschiedlichen Aktivitatswer-
te fir AD-Patienten und Kontrollpersonen nachwies (Atack et al., [1988), wurden in
anderen Studien sowohl tendenziell h6here BuChE-Aktivitatswerte im Liquor bei AD-
Patienten als bei gesunden Kontrollen ermittelt (Arendt et al., [1984), als auch signi-
fikant niedrigere BuChE-Aktivitatswerte im Liquor bei AD-Patienten gegenlber Kon-
trollpersonen beschrieben (Appleyard et al., 1987} Szilagyi et al., [1987).

In der vorliegenden Studie ergab auch die geschlechtsspezifische Analyse keinen
signifikanten Unterschied der BuChE-Aktivitat im Liquor von LBD-Patienten und Kon-
trollen, was den angenommenen geringen oder fehlenden Einfluss der Liquor-BuChE-
Aktivitat auf die LBD unterstreicht. Dies ist insofern Gberraschend, als bei Mannern
gegenidber Frauen zum einen im untersuchten Gesamtkollektiv signifikant hdhere
Liquor-BuChE-Aktivitdtswerte nachgewiesen wurden, zum anderen auch eine Studie
an AD-Patienten bei Mannern héhere Liquor-BuChE-Aktivitdtswerte als bei Frauen
nachwies (Darreh-Shori et al., 2006).
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4.2.2. LBD-Patienten versus Kontrollen: BuChE-Aktivitat im
Serum

Bezliglich der BuChE-Aktivitat im Serum unterschieden sich LBD-Gruppe und Kon-
trollgruppe nicht signifikant. Dieses Ergebnis spricht gegen einen Zusammenhang von
Serum-BuChE-Aktivitat und dem klinisch fassbaren Krankheitsbild der LBD. Dies ist
vergleichbar mit einer Studie, welche keinen Unterschied der Serum-BuChE-Aktivitat
zwischen dementen Patienten (Multiinfarktdemenz, AD) und Kontrollpersonen nach-
weisen konnte (Szilagyi et al., [1987).

4.2.3. BUuChE-Aktivitat: Allgemeine Bemerkung

Es kann festgehalten werden, dass die Bestimmung der BuChE-Aktivitatswerte nicht
geeignet ist, um LBD-Patienten von Kontrollpersonen zu unterscheiden. Dies ist in-
teressant, da LBD-Patienten eine verminderte Aktivitat des cholinergen Systems auf-
weisen (Bohnen et al., [2006; [Hilker et al., 2005} Tiraboschi et al., [2000) und eine er-
héhte BuChE-Aktivitat mit der Abnahme der AChE-Aktivitat im Verlauf von dementiel-
len neurodegenerativen Erkrankungen einhergehen kdnnte. Bei AD-Patienten konnte
nachgewiesen werden, dass zwar die AChE-Aktivitat mit Dauer der Erkrankung ab-
nimmt, jedoch die BuChE-Aktivitat mit Dauer der Erkrankung zunimmt (Perry et al.,
1978).

4.3. BuChE-Aktivitat innerhalb der LBD

4.3.1. LBD-Patienten: BuChE-Aktivitat im Liquor
BuChE-Aktivitat im Liquor und Parkinson-Syndrom

Sowohl in der gesamtgeschlechtlichen (p=0.12) als auch in der geschlechtsspezifi-
schen Untersuchung (Manner: p=0.07; Frauen: p=0.61) zeigte sich keine signifikante
Korrelation zwischen der BuChE-Aktivitat im Liquor und dem Parkinson-Erkrankungs-
alter bei LBD-Patienten. Auch die Korrelation zwischen BuChE-Aktivitatswerten im
Liquor und der Dauer der Parkinson-Symptome war negativ. Dies ist gut mit der Tat-
sache vereinbar, dass fur die motorischen Symptome der LBD der Untergang von
dopaminergen Neuronen in der SN als Ursache angenommen wird (Whitton, 2007)
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und diese nicht auf einer veranderten Aktivitdt des cholinergen Systems beruhen.
Bezlglich der Dauer der Parkinson-Symptome konnte eine andere Studie — (iberein-
stimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit — keinen Zusammenhang mit
der BuChE-Aktivitat im Liquor feststellen (Sirvio et al., [ 1987).

Dahingegen wies die genannte Studie eine signifikante Korrelation zwischen den
Liquor-BuChE-Aktivitdtswerten und dem Hoehn & Yahr-Stadium bei PD-Patienten
nach (Sirvio et al.,|1987). Dieser Zusammenhang war in dieser Studie nicht nachweis-
bar. Es wéare denkbar, dass diese gegensatzlichen Ergebnisse auf einer unterschied-
lich weit fortgeschrittenen Erkrankung der Patienten in den beiden Studien beruhen.
So war die durchschnittliche Dauer der Parkinson-Erkrankung (8 Jahre) in der zitier-
ten Studie langer als die in der vorliegenden Arbeit (6.8 Jahre). Dies legt nahe, dass
zudem das cholinerge System starker betroffen war, da eine dementielle Entwicklung
im Rahmen einer PD eher spéater im Verlauf auftritt: So zeigte eine prospektive Studie
eine 4-Jahres-Pravalenz der Demenz im Rahmen einer PD von 51.6 % auf, wohinge-
gen die 8-Jahres-Pravalenz bei 78.2 % lag (Aarsland et al., [2003).

BuChE-Aktivitat im Liquor und Demenz

Beim Vergleich von dementen (PDD und DLB) mit nicht-dementen (PDND) LBD-
Patienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied der BuChE-Aktivitat im Liquor.
Auch demente (PDD) und nicht-demente (PDND) Parkinson-Patienten unterschie-
den sich nicht hinsichtlich ihrer BuChE-Aktivitat im Liquor. Ubereinstimmend mit den
hier dargestellten Ergebnissen wurde fir PDD- und PDND-Patienten in einer ande-
ren Arbeit keine unterschiedliche BuChE-Aktivitat im Liquor beschrieben (Sirvio et al.,
1987). Diese Befunde sind vor dem Hintergrund bemerkenswert, dass in der Literatur
fur demente LBD-Patienten ein starker ausgepragtes cholinerges Defizit beschrieben
wurde als fur nicht-demente LBD-Patienten (Bohnen et al., [2006; |Hilker et al., 2005).
Dabei liegt es nahe, die Abnahme des Neurotransmitters Acetylcholin im Gehirn mit
einem vermehrten Abbau durch die BuChE in Verbindung zu bringen, weshalb bei de-
menten LBD-Patienten eine héhere Liquor-BuChE-Aktivitat zu erwarten gewesen wa-
re. Fir diese Annahme spricht eine Studie, welche bei PDD-Patienten signifikant hé-
here Liquor-BuChE-Aktivitdtswerte als bei PDND-Patienten beschrieb (Ruberg et al.,
1986). Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang auch eine Studie, welche eine
starke Korrelation zwischen der temporalen BuChE-Aktivitdt und dem AusmalB der
kognitiven Verschlechterung bei DLB-Patienten beschrieb (Perry et al., [2003). Eine
interessante Frage ist somit sicherlich, inwiefern bestimmte Charakteristika der De-
menz, wie deren Form, das Erkrankungsalter, die Dauer oder die Schwere, in diesem
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Zusammenhang von Bedeutung sind.

In der vorliegenden Untersuchung korrelierte die BuChE-Aktivitat im Liquor weder
mit dem Erkrankungsalter fir Demenz noch mit der Dauer der Demenz bei PDD-
und DLB-Patienten. Eine andere Studie wies dahingegen eine signifikante Korrelation
zwischen der Liquor-BuChE-Aktivitat und der Dauer der Demenz bei PD-Patienten
nach (Sirvio et al., 1987). Die gegensatzlichen Ergebnisse der beiden Studien las-
sen sich nicht durch eine unterschiedliche Dauer der Demenz der Patienten erklaren,
da die Patienten in der zitierten Studie im Durchschnitt seit 3 Jahren an einer De-
menz erkrankt waren und die durchschnittliche Erkrankungsdauer in dieser Studie
bei 2.5 Jahren lag.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich keine Korrelation zwischen der BuChE-Aktivitat
im Liquor und dem kognitiven Status (erhoben mit dem MMST) bei LBD-Patienten.
Dagegen korrelierte die Liquor-BuChE-Aktivitat bei PD-Patienten in der zitierten Stu-
die signifikant positiv mit der Schwere der Demenz (erhoben mit der Skala nach
Hughes) (Sirvio et al., [1987). Auch bei Betrachtung dieser Ergebnisse liefert die Dau-
er der Demenz keinen Aufschluss Uber deren Verschiedenheit. Die Vergleichbarkeit
der beiden Studien wird allerdings durch unterschiedliche Tests zur Uberpriifung des
kognitiven Status eingeschrankt.

Anhand dieser Ergebnisse ist es somit momentan nicht méglich, endgultige Aussa-
gen dariber zu treffen, welche Rolle die BuChE-Aktivitat im Liquor bei neurodegene-
rativen dementiellen Erkrankungen einnimmt. Die oben angeflihrten Befunde deuten
darauf hin, dass Verédnderungen der BuChE-Aktivitat im Liquor erst ab einem fort-
geschrittenen Stadium der Demenz nachweisbar sind. Der mutmaBliche Einfluss der
BuChE auf kognitive Symptome der LBD wird durch den erfolgreichen Einsatz des
dualen ChEI Rivastigmin zur Therapie dementieller Symptome bei PD-Patienten un-
terstrichen (Emre et al., |2004}; |Poewe et al., [2006).

In der vorliegenden Arbeit korrelierten bei LBD-Patienten die BuChE-Aktivitatswerte
im Liquor tendenziell positiv mit den Ag42-Werten im Liquor (p=0.08). Bei AD-Pa-
tienten wurde ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen diesen Parametern
beschrieben (Darreh-Shori et al., 2006). Diese Ergebnisse sind vor dem Hintergrund
interessant, als gezeigt werden konnte, dass die BuchE die Bildung von Aj3-Fibrillen
beeinflusst: Wahrend Aj3 allein in vitro spontan polymerisiert, sofern das Protein in
einer bestimmten Konzentration vorhanden ist, wird durch die Zugabe von BuChE
die Bildung von Amyloidfibrillen verzégert und die maximale Reaktionsgeschwindig-
keit verringert (Diamant et al., |2006; Podoly et al., [2008). Da Amyloid eine wesent-
liche Rolle bei den LBD spielen dirfte (sowohl das in LB abgelagerte a-Synuclein
als auch das Alzheimer-assoziierte AG sind Amyloide), kénnte dieser Befund somit
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die Relevanz einer weiteren Funktion von BuChE betonen, eben der Interaktion mit
fehlgefalteten Proteinen.

4.3.2. LBD-Patienten: BuChE-Aktivitat im Serum

BuChE-Aktivitat im Serum und Parkinson-Syndrom

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass PD-Patienten im Verlauf der Erkrankung
zunehmend unter Stérungen des autonomen Nervensystems leiden. Diese Stérun-
gen, wie Obstipation, eingeschrankte Herzfrequenzvariabilitdt und veranderte Barore-
flex-Sensitivitat, wurden auf einen méglichen Zusammenhang mit verschiedenen Pa-
rametern der PD untersucht (Friedrich et al.,[2008; Holmberg et al., 2001}, Korchounov
et al., [2005). Da dem Neurotransmitter Acetylcholin eine tragende Rolle im autono-
men Nervensystem zukommt, liegt die Frage nach einer veranderten Aktivitat seiner
hydrolysierenden Enzyme (AChE und BuChE) bei autonomer Dysfunktion nahe.
Eine Fall-Kontroll-Studie konnte zeigen, dass zwar neben PD-Patienten auch gesun-
de Kontrollen im Alter von autonomer Dysfunktion betroffen sind, dass PD-Patienten
jedoch einen signifikant steileren Verlauf der autonomen Dysfunktion aufweisen und
bereits in jingeren Jahren stéarker als gesunde Kontrollen betroffen sind (Korchou-
nov et al., |2005). Die Autoren dieser Arbeit konnten zudem nachweisen, dass das
Krankheitsstadium, die Dauer der Krankheit, das Erkrankungsalter sowie verschiede-
ne Therapiekombinationen zwar signifikant mit dem AusmaB der autonomen Dysfunk-
tion in Zusammenhang stehen, dass diese jedoch keine unabhéngigen Risikofaktoren
darstellen und somit einzeln nicht als pradiktive Faktoren fur eine autonome Dysfunk-
tion im Rahmen einer PD gewertet werden kdnnen.

Eine andere Untersuchung zur Herzfrequenzvariabilitat ergab sowohl wahrend ruhi-
ger als auch wéahrend forcierter Atmung keinen Unterschied zwischen PD-Patienten
und Kontrollpersonen. Es zeigte sich jedoch, dass der mittlere arterielle Druck unter
orthostatischer Provokation in der Patientengruppe signifikant starker abfiel als in der
Kontrollgruppe. Zudem waren die Blutdruckabfalle mit zunehmendem Alter und lan-
gerer Krankheitsdauer besonders ausgepragt (Holmberg et al., [2001).

Bezlglich der Baroreflex-Sensitivitat unterschieden sich in einer weiteren Untersu-
chung PD-Patienten nicht signifikant von der Kontrollgruppe. Allerdings war in der
Patientengruppe eine breite Streuung der Werte vorhanden und es konnte gezeigt
werden, dass die Baroreflex-Sensitivitdt mit zunehmendem Krankheitsstadium nach
Hoehn & Yahr abnimmt. AuBerdem zeigten Patienten mit einer langen Krankheitsdau-
er eine pathologisch niedrige Baroreflex-Sensitivitat (Friedrich et al., 2008).
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Es kann somit festgehalten werden, dass eine Dysfunktion des autonomen Nerven-
systems bei PD-Patienten besteht und es zudem Hinweise darauf gibt, dass diese mit
der Dauer und der Schwere der Erkrankung korreliert.

Die vorliegende Arbeit konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen der BuChE-
Aktivitat im Serum und dem Erkrankungsalter, der Dauer sowie dem Stadium nach
Hoehn & Yahr der motorischen Symptome der LBD nachweisen. Mdglicherweise sind
diese Faktoren alleine betrachtet nicht aussagekréaftig genug, sondern liefern nur bei
Betrachtung in Kombination ein signifikantes Ergebnis. Ein weiterer, mdglicher An-
satzpunkt flir zukinftige Studien ware zudem zu klaren, inwiefern die BuChE-Aktivitat
im Serum mit verschiedenen Erscheinungsformen der autonomen Dysfunktion in Zu-
sammenhang steht.

BuChE-Aktivitat im Serum und Demenz

Sowohl demente LBD-Patienten (PDD, DLB) (p=0.06) als auch demente PD-Patien-
ten (PDD) (p=0.10) wiesen tendenziell niedrigere BuChE-Aktivitdtswerte im Serum
auf als nicht-demente LBD- bzw. PD-Patienten (PDND). Bei diesen Ergebnissen stellt
sich die Frage, welche Rolle die Serum-BuChE fir die Demenz spielt. Es kdnnte sich
um einen Schutzmechanismus des Kdrpers handeln, eine Progression des choliner-
gen Defizits Uber eine Senkung der peripheren Enzymaktivitat zu verhindern. Gegen
diese Annahme spricht jedoch, dass bei PDD- und DLB-Patienten die BuChE-Aktivitat
im Serum weder mit dem Erkrankungsalter fir Demenz noch mit der Dauer der De-
menz korrelierte.

Bei LBD-Patienten zeigte sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der Se-
rum-BuChE-Aktivitdt und dem MMST, welche unabhé&ngig von der Kovariable ,Alter”
war. Dies kann vielleicht damit erklart werden, dass ein niedriger MMST bei LBD-
Patienten einen ausgedehnten Krankheitsprozess andeutet, der auch periphere Sys-
teme miteinbezieht. Dies muss jedoch in weiteren Studien detaillierter untersucht wer-
den.

Kein Zusammenhang war zwischen der BuChE-Aktivitat im Serum und dem A(42-
Gehalt im Liquor bei LBD-Patienten feststellbar. Damit erscheint es unwahrscheinlich
dass die Interaktion von BUChE und A3 wie sie im zentralen Nervensystem mdgli-
cherweise besteht (s. Kap.[4.3.1]auf S.[54), auch in der Peripherie eine Rolle spielt.
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4.4. BCHE K-Variante und Klinik

4.4.1. BCHE K-Variante und Parkinson-Syndrom

Das BCHE K-Allel war nicht mit einer LBD assoziiert. Daraus |asst sich ableiten, dass
die BCHE K-Variante nicht als diagnostischer Parameter geeignet ist, um von die-
sem Genotyp auf klinische Aspekte der LBD zu schlieBen. Eine andere Arbeit, welche
PD- bzw. DLB-Patienten mit Kontrollpersonen verglich, konnte ebenfalls keinen Unter-
schied bezlglich der Haufigkeit der BCHE K-Variante nachweisen. Jedoch war in bei-
den Patientengruppen die Zahl der homozygoten Alleltrager gegentber der Kontroll-
gruppe erhéht. Bei DLB-Patienten war dieser Effekt signifikant (Singleton et al.,|[1998).
Bei der Auswertung der hier zugrunde liegenden Daten wurde nicht zwischen homo-
zyogten und heterozygoten Alleltrager der BCHE K-Variante unterschieden. Dies liegt
darin begrindet, dass die geringe Anzahl von homozygoten Tragern des BCHE K-
Allels (n=5) keinen statistischen Vergleich zulieB.

In der vorliegenden Untersuchung war das BCHE K-Allel weder mit dem Erkrankungs-
alter noch mit der Dauer oder mit der Schwere der Parkinson-Symptome (Krankheits-
stadium nach Hoehn & Yahr) assoziiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lie-
fern somit keinen Hinweis darauf, dass das BCHE K-Allel die motorischen Symptome
der LBD beeinflusst.

4.4.2. BCHE K-Variante und Demenz

Der BCHE K-Polymorphismus war nicht mit dem Vorliegen einer Demenz bei LBD-
Patienten assoziiert. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass der demente LBD-
Phanotyp — gleichermaBen wie die motorischen Symptome der LBD — unabhangig
vom Vorliegen eines BCHE K-Allels ist. Damit Ubereinstimmend zeigte eine post-
mortem-Studie, dass die BCHE K-Variante keinen Risikofaktor fiir eine PD mit be-
gleitender AD-Pathologie darstellt (Mattila et al., 2000).

Haufiger untersucht wurde die BCHE K-Variante im Zusammenhang mit der AD. Da-
bei war in verschiedenen Studien das BCHE K-Allel nicht mit einem erhdhten Risiko
fur AD assoziiert (Alvarez-Arcaya et al., 2000; Crawford et al., 1998} [Deniz-Naranjo
et al., 2007 |Hiltunen et al., [1998; Ki et al., [1999; Mattila et al., |2000; Piccardi et al.,
2007; Singleton et al., [1998). Auch bei Patienten mit leichter kognitiver Stérung war
das Vorliegen eines BCHE K-Allels nicht mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fur
AD assoziiert (Lane et al., [2008). Diesen Ergebnissen gegenlber steht eine Arbeit,
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welche zeigte, dass AD-Patienten das BCHE K-Allel signifikant haufiger als alters-
und geschlechtsangepasste Kontrollen tragen (Raygani et al., [2004).

Bei den hier untersuchten dementen LBD-Patienten (PDD, DLB) war das BCHE K-
Allel nicht mit dem Erkrankungsalter fir Demenz assoziiert. Anders in einer Studie
mit AD-Patienten: Dort war das BCHE K-Allel mit einem hdheren Alter bei Diagno-
sestellung verbunden (Deniz-Naranjo et al., 2007). Es stellt sich damit die Frage, ob
diese gegensatzlichen Ergebnisse auf einen unterschiedlichen, genetisch bedingten
Pathomechanismus von LBD und AD hindeuten.

Weiter zeigte sich in der vorliegenden Studie weder eine Assoziation des BCHE K-
Allels mit der Dauer der Demenz noch mit der Schwere der Demenz (erhoben mit
dem MMST) bei LBD-Patienten. Eine Follow-Up-Studie an AD-Patienten wies nach,
dass das BCHE K-Allel nicht mit der durchschnittlichen Verschlechterung im MMST
assoziiert ist, sofern es sich um eine leichte bis mittelschwere Form der AD handelt.
Dagegen zeigte sich, dass Patienten mit Prasenz eines BCHE K-Allels, welche be-
reits bei Beginn der Studie an einer schweren Form der AD litten, eine signifikant
langsamere kognitive Verschlechterung aufwiesen (Holmes et al., 2005).

Diese Ergebnisse kdnnten zur Planung weiterer Studien hilfreich sein, in der Hinsicht,
dass eine genetische Diagnostik in Kombination mit einer differenzierten Betrachtung
der Schwere der Demenz sinnvoll sein kénnte, um Schlisse auf den weiteren Verlauf
des dementiven Prozesses ziehen zu kénnen. Dabei gilt es auBerdem zu klaren, in-
wiefern diese Ergebnisse spezifisch fur die AD sind oder ob diese ihre Gultigkeit auch
fir andere Demenzformen, wie z. B. die LBD-assoziierte Demenz, haben.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der hier vorlie-
genden Arbeit auf keinen grundlegenden Effekt der BCHE K-Variante auf den mit den
LBD assozierten dementiven Prozess hinweisen.

4.5. BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat

4.5.1. BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat im Liquor

Es zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen dem BCHE K-Allel und der
BuChE-Aktivitat im Liquor im Gesamtkollektiv. Auch bei getrennter Untersuchung von
LBD-Patienten und Kontrollen war kein Zusammenhang zwischen dem BCHE K-Allel
und der BuChE-Aktivitat im Liquor nachweisbar. Ubereinstimmend mit dem Ergeb-
nis der hier vorliegenden Arbeit beschrieb eine kirzlich veréffentlichte Studie keinen
Zusammenhang zwischen dem BCHE K-Allel und der Liquor-BuChE-Aktivitat bei Pa-
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tienten mit leichter kognitiver Stérung (Lane et al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass
die zentrale BuChE-Aktivitat nicht relevant durch die BCHE K-Variante beeinflusst
wird.

4.5.2. BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat im Serum

Die vorliegende Studie konnte den bereits beschriebenen Einfluss der BCHE K-Va-
riante auf die BuChE-Aktivitat im Serum (Bartels et al., [1992b) bestatigen: Trager
mindestens eines K-Allels wiesen in der vorliegenden Arbeit eine signifikant niedri-
gere BuChE-Aktivitat im Serum auf als homozygote Trager des Wildtyp-Allels. Dieser
Zusammenhang war sowohl im Gesamtkollektiv (p=0.0001) als auch bei der getrenn-
ten Analyse von LBD-Patienten (p=0.01) und Kontrollpersonen (p=0.04) signifikant.
Die Tatsache, dass sich die Serum-BuChE-Aktivitat im Gegensatz zur Liquor-BuChE-
Aktivitat als abhangig von der BCHE K-Variante in dieser Arbeit zeigte, bestarkt die
schon zuvor aufgestellte Hypothese dass die BuChE-Aktivitat im Serum und im Liquor
getrennt reguliert werden.

Bemerkenswert ist, dass die BCHE K-Variante zwar die BuChE-Aktivitat im Serum be-
einflusst, welche bei dementen LBD-Patienten tendenziell erniedrigt ist, dass jedoch
die BCHE K-Variante nicht mit dem dementiven Prozess bei den LBD assoziiert ist.
Damit wére vorstellbar, dass systemische (periphere) Prozesse weitreichende Folgen
fur Parkinson-Patienten haben kénnen.

4.6. BCHE A-Variante

In dieser Studie wurde keine statistische Berechnung fur die BCHE A-Variante in
Bezug zu klinischer Symptomatik und BuChE-Aktivitat im Liquor bzw. Serum durch-
geflhrt, da sich bei der Auswertung der BCHE-SNaPshot-Reaktion zeigte, dass le-
diglich eine sehr kleine Anzahl der Patienten und Kontrollpersonen Trager des BCHE
A-Allels waren. Dies bekraftigt eine frihere Studie, in welcher die BCHE A-Variante
als eine relativ seltene BCHE-Variante beschrieben wurde (Kalow und Gunn, 1959).
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4.7. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat

Das kombinierte Vorliegen eines APOE e4-Allels und eines BCHE K-Allels wurde als
Risikofaktor fur die AD beschrieben (Lehmann et al.,|1997). Aus diesem Grund scheint
ein gegenseitiger Einfluss der Gene bzw. der dadurch kodierten Proteine denkbar. In
der vorliegenden Arbeit wurde daher fiir die LBD untersucht, inwiefern das Vorliegen
eines APOE e4-Allels die BuChE-Aktivitat im Liquor bzw. Serum beeinflusst.

4.7.1. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat im Liquor

Far die AD wurde untersucht, inwiefern verschiedene BCHE-Genotypen und die
BuChE-Aktivitat, insbesondere in Kombination mit dem APOE ¢4-Allel, Risikofakto-
ren darstellen und inwiefern sie die Geschwindigkeit der kognitiven Verschlechterung
beeinflussen. Trotz &hnlicher pathologischer (z. B. Amyloidablagerungen) und neu-
rochemischer (z.B. cholinerges Defizit) Aspekte zwischen AD und LBD gibt es nur
wenige Informationen zu diesem Thema Uber die LBD.

In dieser Studie unterschieden sich Trager und Nichttrager des APOE e4-Allels nicht
hinsichtlich ihrer BuChE-Aktivitat im Liquor. Dies galt sowohl fir das Gesamtkollektiv
als auch flr die getrennte Analyse von LBD-Patienten und Kontrollen. Dieser Befund
spricht dagegen, die vermutlich genetisch bedingte Suszeptibilitat der LBD und die
Liquor-BuChE-Aktivitat als eine die Krankheit beeinflussende ,Einheit” zu betrachten.
Demgegeniber steht eine vorausgegangene Studie mit AD-Patienten, in der Trager
von mindestens einem APOE e4-Allel signifikant niedrigere BuChE-Aktivitatswerte
zeigten als Nichttrédger (Darreh-Shori et al., 2006). Im Rahmen der genannten Studie
konnte zudem nachgewiesen werden, dass eine niedrigere Liquor-BuChE-Aktivitat mit
einem schlechteren Abschneiden bei kognitiven Testverfahren (MMST) einhergeht.
Das APOE e4-Allel steht somit bei AD-Patienten im Zusammenhang mit der Liquor-
BuChE-Aktivitat, welche ihrerseits wiederum einen Effekt auf klinische Symptome
hat. Da etwa ein Viertel der LBD-Patienten neben LB auch AD-typische Gehirnver-
anderungen (Amyloidablagerungen) aufweisen (Boller et al., [ 1980; Braak et al., 2005j;
Hughes et al., [1993;; Jellinger et al., 2003), ist es von Interesse zu klaren, ob diese
unterschiedlichen Ergebnisse auf verschiedenen Pathomechanismen der Krankhei-
ten oder auf einem unterschiedlichen Studiendesign beruhen.
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4.7.2. APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat im Serum

Im Kollektiv von LBD-Patienten und Kontrollpersonen war kein signifikanter Unter-
schied zwischen Tragern und Nichttragern des APOE c4-Allels bezlglich der Serum-
BuChE-Aktivitat zu sehen. Die getrennte Untersuchung von LBD-Patienten und Kon-
trollgruppe lieferte das gleiche Ergebnis. Dies spricht zum einen gegen einen Einfluss
des APOE-Genotyps auf die Hohe der BuChE-Aktivitat im Serum im Allgemeinen.
Zum anderen deutet das Ergebnis darauf hin, dass auch bei LBD-Patienten das Vor-
handensein mindestens eines APOE e4-Allels nicht als Risikofaktor flr eine veréander-
te BuChE-Aktivitdt im Serum angesehen werden kann.

4.8. BCHE-Genotyp, APOE-Genotyp und Demenz

In einer Studie wurde bei AD-Patienten kein geh&uftes Vorkommen des BCHE K-
Allels im Vergleich zu Kontrollpersonen beschrieben, wenn das Vorkommen des Ri-
sikofaktors fir AD, das APOE ¢4-Allel, nicht mitberiicksichtigt wurde (Lehmann et al.,
1997). Anders verhielt es sich bei Betrachtung von Tragern des APOE e4-Allels: Da-
bei zeigte sich, dass bei AD-Patienten das BCHE K-Allel signifikant haufiger vorlag
als bei den Kontrollen, was auf eine Interaktion zwischen APOE ¢4 und BCHE K hin-
deutet (Lehmann et al. [1997). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit getestet, ob
ein derartiger Zusammenhang auch bei LBD besteht.

Das kombinierte Vorliegen eines BCHE K-Allels und eines APOE €4-Allels lieferte da-
bei keinen Hinweis auf ein erhéhtes Demenzrisiko bei LBD. Es war kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der BCHE K-Variante, einem APOE e4-Allel und und dem
MMST bei LBD-Patienten ersichtlich. Dies deutet daraufhin, dass der dementive Pro-
zess, welcher mit den LBD assoziiert ist, nicht durch die o. g. genetische Konstellation
beeinflusst wird.

Der Zusammenhang zwischen dem gleichzeitigen Vorliegen der BCHE K-Variante
sowie eines APOE c4-Allels und Symptomen der Demenz wurde v. a. fiir die AD un-
tersucht. Mehrere Studien konnten — entsprechend den Ergebnissen dieser Studie —
keinen Zusammenhang zwischen der BCHE K-Variante, dem APOE e4-Allel und der
AD nachweisen (Alvarez-Arcaya et al., 2000; Singleton et al., 1998). Gegensatzlich
zeigten andere Studien, dass die Kombination aus BCHE K-Variante und APOE €4-
Allel mit einem héheren Erkrankungsrisiko fur AD assoziiert ist (Lehmann et al.,|2000;
Tilley et al., [1999). Eine weitere Studie zeigte, dass Patienten mit leichter kognitiver
Stérung, welche die Kombination aus BCHE K-Variante und APOE e4-Allel tragen,
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signifikant schlechter im MMST abschneiden als Patienten mit dem gleichen Krank-
heitsbild aber einer anderen Genotyp-Konstellation (Lane et al., |2008). Es ist daher
vorstellbar, dass das kombinierte Vorliegen eines BCHE K-Allels und eines APOE ¢4-
Allels ein erhdhtes Risiko fur neurodegenerative Erkrankungen — wie die AD und die
LBD — darstellt. Allerdings ist diese Genkombination nicht ausreichend, um das indivi-
duelle Erkrankungsrisiko zu bestimmen. Méglicherweise ist die Bestimmung weiterer
genetischer Varianten, aber auch individueller Faktoren, wie Alter oder Geschlecht,
nétig, um Rickschlisse auf Erkrankungsmechanismen ziehen zu kénnen.

4.9. APOE-Genotyp, A342 und klinische Symptome

Das APOE e4-Allel war nicht mit einem erhéhten Demenzrisiko bei LBD assoziiert.
Dieser Befund bestatigt friihere Studien an PD-Patienten, welche kein erhéhtes Er-
krankungsrisiko fir Demenz bei APOE e4-Alleltragern nachweisen konnten (Li et al.,
2004; Oliveri et al., [1999). Diesen Ergebnissen gegentliber steht eine Arbeit, die zeig-
te, dass das APOE e4-Allel bei PD-Patienten mit einem signifikant erhdhten Erkran-
kungsrisiko fir Demenz einhergeht (Pankratz et al., 2006). Dabei gilt es jedoch zu
bertcksichtigen, dass die letztgenannte Studie das Demenzrisiko von APOE €4-Allel-
trdgern mit dem von homozygoten Tragern des APOE e3-Allels verglich, wahrend
die anderen Studien lediglich zwischen Tragern und Nichttragern des APOE e4-Allels
unterschieden. Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang noch, dass das APOE
e4-Allel zwar bei PDD-Patienten signifikant haufiger vorliegt als bei gesunden Kon-
trollpersonen (Parsian et al., 2002), dass es jedoch nicht geeignet ist, um PDND-
Patienten und PDD-Patienten voneinander zu unterscheiden (Jasinska-Myga et al.,
2007). Die Mehrzahl der Studienergebnisse spricht also gegen einen entscheidenden
Einfluss des APOE ¢4-Allels auf ein erhéhtes Demenzrisiko bei den LBD.

Dennoch scheint das APOE ¢4-Allel von Bedeutung flr die LBD zu sein: Eine Genas-
soziationsstudie zeigte, dass flir APOE e4-Trager mit positiver Familienanamnese fir
PD das Risiko an PD zu erkranken stieg, und diese Personen auch friher erkrankten
(Li et al., [2004). Das legt nahe, dass APOE ¢4 bei Menschen mit erh6htem Risiko far
LBD eine weitere Erhéhung des Risikos herbeifuhrt.

Das Vorliegen von mindestens einem APOE e4-Allel stand bei den hier untersuch-
ten LBD-Patienten in Zusammenhang mit dem A342-Gehalt des Liquors: Trager des
APOE e4-Allels wiesen signifikant niedrigere Werte als Nichttrager auf. In einer PET-
Untersuchung der im Rahmen der vorliegenden Studie genetisch charakterisierten
Patienten konnte gezeigt werden, dass LBD-Patienten mit zumindest einem APOE c4-
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Allel signifikant haufiger kortikale A3-Ablagerungen aufweisen (Maetzler et al., 2009).
Bei den hier untersuchten LBD-Patienten korrelierte der A342-Gehalt im Liquor signi-
fikant mit dem MMST. Kein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen dem APOE
e4-Allel und dem MMST nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir die Betrachtung
des Gesamtkollektivs, als auch fiir die separate Untersuchung der LBD-Gruppe. Das
kénnte daran liegen, dass der MMST flr die LBD nicht der geeignetste Test fur die
Messung von kognitiven Fahigkeiten sein dirfte. Allerdings unterschieden sich auch
in einer Untersuchung von AD-Patienten Trager und Nichttrager des APOE ¢4-Allels
nicht hinsichtlich der im MMST durchschnittlich erzielten Ergebnisse (Darreh-Shori
et al., [2006).

4.10. Einschrankungen dieser Arbeit

Bei dieser Studie wurde nicht berlicksichtigt, inwiefern die Studienteilnehmer einer
chronischen Insektizidbelastung ausgesetzt sind. Diese Frage ist insofern bedeutend,
als dass organophosphatische Insektizide, wie z. B. Parathion, zu einer irreversiblen
Blockade der Cholinesterasen fihren. Die Hemmung der Cholinesterasenaktivitat
fihrt zu einer Akkumulation von Acetylcholin an den Synapsen und verursacht so
eine Uberstimulation und Stérung der Neurotransmission in ZNS und PNS (Namba
et al.l, [1971). Allerdings ist es eher unwahrscheinlich, dass cholinesterasehemmende
Wirkstoffe am Arbeitsplatz einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse dieser
Studie haben, da die meisten Patienten, welche sich im Universitatsklinikum Tubin-
gen vorstellen, aufgrund demographischer Strukturen aus dem stadtischen Bereich
kommen.

Ein weiterer Kritikpunkt an dieser Studie kdnnte sein, dass nur die enzymatische
BuChE-Aktivitat, jedoch nicht der Proteingehalt bestimmt wurde. Allerdings scheint
die unterschiedlich hohe BuChE-Aktivitdt zwischen den verschiedenen BCHE-Gen-
varianten nicht durch eine unterschiedliche Katalysationsgeschwindigkeit oder Sub-
strataffinitat bedingt zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass der BCHE-Wildtyp und
die BCHE K-Variante ahnliche Bindungs-Affinitdtswerte und eine dhnliche Katalysa-
tionsgeschwindigkeit fir die Substrate Butyrylthiocholin und Benzoylcholin aufweisen
(Altamirano et al., 2000). Eine andere Arbeit wies eine starke Korrelation zwischen
BuChE-Proteingehalt und BuChE-Aktivitatswerten nach (Spearman’s Rho =0.63,
p<0.0001) (Darreh-Shori et al., 2006). Wahrscheinlich sind diese Beobachtungen auf
weniger zirkulierende BuChE-Molekule (Altamirano et al., [2000) und/oder auf unter-
schiedliche Interaktionen mit Partner-Proteinen zurlickzufiihren (Darvesh et al., 2001).
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Als ein weiterer limitierender Faktor ist die Gr6Be des Studienkollektivs (n=148) zu
nennen. Die relativ geringe Fallzahl erschwert die Einschatzung der Ergebnisse ins-
besondere fir die Untergruppen bei Befunden, bei denen zwar eine Tendenz ersicht-
lich war, welche jedoch keine Signifikanz erreichten. Hierbei kbnnten weitere, gréBere
Studien mit homogenen Patientenkollektiven Klarheit schaffen.

Desweiteren muss bei der Interpretation der Ergebnisse berlcksichtigt werden, dass
auf eine Korrektur fir multiples Testen verzichtet wurde. Dies liegt darin begriindet,
dass in vielen Teilaspekten der Arbeit auf eine Formulierung einer konkreten Arbeits-
hypothese verzichtet werden musste, da keine adaquate Information aus der Literatur
zu gewinnen war. Daher wurde vorrangig darauf Wert gelegt, 5-Fehler (oder Falsch-
Negativ-Entscheidungen) zu vermeiden.
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5. Zusammenfassung

Bis heute ist die Atiologie der LBD weitgehend unbekannt. Wahrend fiir die AD in
verschiedenen Studien BCHE-Genvarianten und die BuChE-Aktivitéat grindlich un-
tersucht wurden und das APOE e4-Allel als bekannter Risikofaktor gilt, gibt es dies-
bezlglich nur wenige Daten zu den LBD, obwohl beide Erkrankungen Gemeinsam-
keiten, wie Amyloidablagerungen und ein cholinerges Defizit teilen. Fur diese Arbeit
wurden daher in einem LBD-Kollektiv und einem strukturgleichen, gesunden Kontroll-
kollektiv die Haufigkeit der BCHE K- und A-Variante und die Héhe der BuChE-Aktivitat
in Liquor und Serum untersucht sowie der APOE-Genotyp bestimmt.

Méanner wiesen im Gesamtkollektiv signifikant hdhere Liquor-BuChE-Aktivitdtswerte
auf als Frauen. Die BuChE-Aktivitat im Serum stellte sich als geschlechtsunabhangig
heraus, sie nahm jedoch signifikant mit steigendem Lebensalter ab. LBD-Patienten
und gesunde Kontrollpersonen unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der
BuChE-Aktivitatswerte in Liquor und Serum. Dieses Ergebnis ist insofern erstaunlich,
da bei dementen und nicht-dementen LBD-Patienten bekannterweise eine verminder-
te Aktivitat des cholinergen Systems vorliegt und als mégliche Ursache eine veran-
derte BuChE-Aktivitat diskutiert wird. Die BuChE-Aktivitatswerte in Liquor und Serum
waren weder mit dem Erkrankungsalter noch mit der Dauer oder mit der Schwere
(Stadium nach Hoehn & Yahr) der motorischen Symptome der LBD assoziiert. Glei-
ches galt fir den Zusammenhang mit dem Erkrankungsalter und der Dauer demen-
tieller Symptome im Rahmen einer LBD. Dagegen korrelierte die BuChE-Aktivitat im
Serum signifikant positiv mit dem MMST bei LBD-Patienten, was auf einen Einfluss
der Serum-BuChE bei kognitiven Defiziten hinweisen kdnnte.

Die BCHE K-Variante war weder mit einer LBD noch mit dem Auftreten einer De-
menz im Rahmen einer LBD assoziiert. Sowohl fir die motorischen als auch fir die
dementiellen Symptome konnte keine Assoziation zwischen der BCHE K-Variante
und dem Erkrankungsalter oder der Dauer oder der Schwere der LBD erfasst wer-
den. Das BCHE K-Allel war nicht mit der H6he der BuChE-Aktivitat im Liquor as-
soziiert, wohingegen sich ein signifikanter Zusammenhang mit der BuChE-Aktivitat
im Serum darstellte. Dies galt sowohl fir die Betrachtung des Gesamtkollektivs als
auch fir die separate Untersuchung von LBD-Patienten und Kontrollen. Diese Fest-
stellung deutet auf einen unterschiedlichen Regulationsmechanismus der zentralen
und peripheren BuChE-Aktivitat hin. Das APOE ¢4-Allel war in der vorliegenden Ar-
beit im Gesamtkollektiv (gleichermaBen fir LBD-Patienten und Kontrollen) nicht mit
den BuChE-Aktivitdtswerten assoziiert. Sowohl das singulare Vorliegen eines APOE
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5. Zusammenfassung

e4-Allels als auch die Kombination aus einem BCHE K-Allel und APOE e4-Allel ging
nicht mit einem erhéhten Demenzrisiko bei LBD-Patienten einher und beeinflusste
nicht das Abschneiden im MMST. Trager des APOE e4-Allels hatten einen signifikant
niedrigen A3-Gehalt im Liquor als Nichttrager und der A-Gehalt im Liquor korrelierte
positiv mit dem MMST. Interessanterweise war das Abschneiden im MMST nicht vom
Vorliegen eines APOE e4-Allels abhangig.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bekraftigen somit den bereits friiher beschrie-
benen Zusammenhang zwischen der BCHE K-Variante und der Héhe der Serum-
BuChE-Aktivitat. Sie sprechen jedoch gegen einen grundlegenden Einfluss der Buty-
rylcholinesterase und des APOE e4-Allels auf die LBD.
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A. Abbildungsverzeichnis

A.1. Methodenteil

Ampfiifikation der Zelsequenz
Doppelstrangige
Original- DNA
5 3
- =
] Trennung der Strange und
——— Anlagem der Primer
5 3
Primer 2 — -_—— Primer 1
3 Ly
1 Verdngerung der Primer
5 3
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3 5
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3 I3

-
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Gewiinschte Fragmente
(Strange variabler Lange nicht dargestelit)

!

und so weiter

Abbildung A.1.: zu Kap. auf S.[30] Schematische Darstellung einer PCR (nach Durieux M., Atlas
of Anesthesia: Scientific Principles of Anesthesia).
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A. Abbildungsverzeichnis

SNaPshot

DNA-Matrize i phismus

Anlagem der Primer 1

Polymor-

DNA-Polymerase

Fuffer
aiGTe IP Extension
adTTP Il
ddaTP IF p Kettenabbruch
TN PO A0 I F
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|

Weitere Zyklen

Abbildung A.2.: zu Kap.[2.4.2 auf S.[31] Schematische Darstellung der SNaPshot-Methode (nach
Applied Biosystems, Product Bulletin, ABI Prism SNaPshot Multiplex System).
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A. Abbildungsverzeichnis

(A)
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Abbildung A.3.: zu Kap.auf S. SNaPshot-Genotypisierung der BCHE-SNPs. Der linke Teil
der Graphik zeigt die K-Variante, der rechte Teil die A-Variante der BCHE. Die Farbkodierung erlaubt die
Bestimmung der Basen (bei (A)—(D) jeweils unter dem Peak angegeben) und damit des entsprechen-
den BCHE-Genotyps (K-Variante/A-Variante): (A): WW/WW; (B) KK/WW; (C): WK/WW; (D): WK/WA;
(E) zeigt das typische Bild einer Negativkontrolle: Es zeigt sich keine auswertbare Sequenz, d. h. tber
dem Grundrauschen treten keine Peaks auf.

| 244 | PCR-Produkt
bt 4 ot A

[ 37]16 | 91 [ 18 | 82 | e2-Allel

[ 37]16 | 91 [ 18] 48 [34 | e3-Al

[37]6 | 19] 72 | 18] 48 |34 |esne

Abbildung A.4.: zu Kap. auf S. Schematische Darstellung der Schnittstellen von Hhal in
der polymorphen Region von APOE. Die schmalen Pfeile kennzeichnen die konstanten Schnittstellen,
die dicken Pfeile kennzeichnen die Schnittstellen, an welchen sich die einzelnen Allele unterscheiden
(Codonpositionen 112 und 158). Die Zahlen geben die Lénge der einzelnen Fragmente in Basenpaaren
an.
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A. Abbildungsverzeichnis

212 3/3 4/4 213 214 3/4

91| — —

48
37

Abbildung A.5.: zu Kap.[2.4.4) auf S.[37] Exemplarische Darstellung des Bandenmusters von APOE
in der Gelelektrophorese. Zu sehen sind die sechs verschiedenen Genotypen (liber der Skizze ange-
schrieben), welche sich aus den drei Allelen €2, €3 und €4 zusammensetzen. Die Zahlen links neben
der Skizze geben die GroBe der einzelnen Fragmente in Basenpaaren an.

100bp 3/3 374 33 313 3M4 3/3 3/3 33 414 23 34 213 34 33 34 33 33 33 33

--—————-

Abbildung A.6.: zu Kap. auf S.[39] APOE-Genotypisierung. PCR-amplifiziertes APOE nach Ver-
dau mit Hhal auf einem 4%igen Agarosegel. Dargestellt ist ein Gel nach 45 min Laufzeit. Die Frag-
mentgréBen (in bp) sind auf der rechten Seite des Gels angegeben.
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A. Abbildungsverzeichnis

A.2. Ergebnisteil
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Abbildung A.7.: zu Kap. auf S. Altersvergleich von LBD-Patienten und Kontrollpersonen. Es
zeigte sich kein signifikanter Altersunterschied zwischen den beiden Gruppen. Der p-Wert wurde
mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test berechnet. (+ Kontrollen, o PDND-Patienten, < PDD-Patienten,
O DLB-Patienten).
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Abbildung A.8.: zu Kap.[3.2.1]auf S.[42] BuChE-Aktivitat im Liquor von Mannern und Frauen im Ge-
samtkollektiv. Manner wiesen signifikant h6here Werte auf als Frauen. Die Berechnung wurde mit dem
Wilcoxon-Rangsummen-Test durchgefiihrt. (+ Kontrollen, o PDND-Patienten, ¢ PDD-Patienten, O DLB-
Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.9.: zu Kap.[3.2.2]auf S.[42] BuChE-Aktivitatim Serum und Alter bei Untersuchung im Ge-
samtkollektiv. Die beiden Variablen korrelierten signifikant negativ miteinander. Die Berechnung wur-
de mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten durchgefihrt. (+ Kontrollen, o PDND-Patienten,
o PDD-Patienten, 00 DLB-Patienten).
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Abbildung A.10.: zu Kap.[3.3.1]auf S.[43] Vergleich der BUChE-Aktivitét im Liquor von LBD-Patienten
und Kontrollen. Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant bezlglich der BuChE-Aktivitat
im Liquor. Zur Kalkulation wurde der Wilcoxon-Rangsummen-Test eingesetzt. (+ Kontrollen, o PDND-
Patienten, o PDD-Patienten, O DLB-Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.11.: zu Kap. [3.3.2]auf S.[43] Vergleich der BuChE-Aktivitat im Serum von LBD-Patienten
und Kontrollen. Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant bezuglich der BuChE-Aktivitét
im Serum. Zur Kalkulation wurde der Wilcoxon-Rangsummen-Test eingesetzt. (+ Kontrollen, o PDND-
Patienten, © PDD-Patienten, O DLB-Patienten).
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Abbildung A.12.: zu Kap.[3.4.1] auf S.[44] BuChE-Aktivitat und AjB42-Gehalt im Liquor von LBD-

Patienten. Es zeigte sich eine tendenziell positive Korrelation. Zur Kalkulation wurde der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient eingesetzt. (o PDND-Patienten, ©« PDD-Patienten, O DLB-Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.13.: zu Kap.[3.4.2 auf S.[44] BuChE-Aktivitat im Serum und Alter bei Erkrankung an
M. Parkinson. Die zwei Variablen Kkorrelierten signifikant negativ miteinander. Die Berechnung des
p-Werts wurde mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten durchgeflihrt. Der Effekt war stark
durch die Kovariable ,Alter beeinflusst. Rho adj. gibt den Rho-Wert nach Alterskorrektur an. (o PDND-
Patienten, © PDD-Patienten, 0O DLB-Patienten).
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Abbildung A.14.: zu Kap.[3.4.2auf S.[44] BuChE-Aktivitat im Serum und Stadium nach Hoehn & Yahr
bei Parkinson-Patienten. Die zwei Variablen korrelierten signifikant negativ miteinander. Der p-Wert
wurde mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. Dieser Effekt war stark durch die
Kovariable ,Alter” beeinflusst. Rho adj. gibt den Rho-Wert nach Alterskorrektur an. (o PDND-Patienten,
o PDD-Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.15.: zu Kap.[3.4.2 auf S.[45] BuChE-Aktivitat im Serum und MMST bei LBD-Patienten.
Die zwei Variablen korrelierten signifikant positiv miteinander. Die Berechnung des p-Werts wurde mit
dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten durchgefiihrt. Dieser Zusammenhang war auch nach
Alterskorrektur nachweisbar (Rho adj.). (c PDND-Patienten, ¢ PDD-Patienten, O DLB-Patienten).
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Abbildung A.16.: zu Kap.[3.6.1]auf S.[46] Assoziation zwischen BCHE K-Variante und BuChE-Aktivitat
im Serum im Gesamtkollektiv. Trager mindestens eines K-Allels wiesen eine signifikant niedrigere
BuChE-Aktivitat im Serum auf als homozygote Trager des Wildtyp-Allels. Fur die Berechnung wurde
der Kruskal-Wallis-Rangsummen-Test verwendet. (+ Kontrollen, o PDND-Patienten, ¢ PDD-Patienten,
0O DLB-Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.17.: zu Kap.[3.8 auf S.[47] Keine Assoziation zwischen der Kombination aus BCHE K-
Variante und APOE e4-Allel und dem MMST bei LBD-Patienten. Der p-Wert wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummen-Test berechnet. (o PDND-Patienten, « PDD-Patienten, 0 DLB-Patienten).
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Abbildung A.18.: zu Kap.auf S. APOE e4-Allel und A342-Gehalt im Liquor bei LBD-Patienten.
Trager von mindestens einem APOE e4-Allel wiesen signifikant niedrigere A342-Werte im Liquor auf
als Nichttrager. Der p-Wert wurde mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test berechnet. (o PDND-Patienten,
o PDD-Patienten, O DLB-Patienten).
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A. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung A.19.: zu Kap.[3.9) auf S.[48] Korrelation zwischen A342-Gehalt im Liquor und MMST bei
LBD-Patienten. Der Ag42-Gehalt im Liquor korrelierte signifikant positiv mit dem MMST. Die Kalkula-
tion erfolgte mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten. (o PDND-Patienten, ¢ PDD-Patienten,
O DLB-Patienten).
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Abbildung A.20.: zu Kap.[3.9 auf S.[48] APOE ¢4-Allel und MMST bei LBD-Patienten. Die bei-

den Variablen waren nicht signifikant miteinander assoziiert. Der p-Wert wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummen-Test berechnet. (o PDND-Patienten, ©« PDD-Patienten, 00 DLB-Patienten).
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B. Tabellenverzeichnis

B.1. Materialteil

Tabelle B.1.: zu Kap. auf S. Chemikalien, Enzyme und Hersteller.

1,5-Bis-(4-allyldimethylammoniumphenyl)-
pentan-3-on-Dibromid (BW 284c51)
Acetylthiocholinjodid (ATCHJ)

Agarose SeaKem LE

Aqua bidest Li Chrosolv

BigDye Terminator V3.1 cycle sequencing
Borat

Bromphenolblau
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
Dikaliumhydrogenphosphat (KoHPO,)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesaure (DTNB)
DNA-Leiter 100 bp

DNA-Polymerase GoTaq 5 U/ul

EDTA

Eserine Hemisulfat Salz

Ethanol p.a.

Ethidiumbromid

Exonuclease | (Exol) 20 U/ul

10x Exonuclease I-Puffer

Formamid

Gene Scan-120 LIZ Size Standard
Glycerol

Hhal 10 U/ul

Magnesiumchlorid (MgCls)

Natriumacetat

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)

5x PCR-Puffer GoTaq farblos und griin
Phosphorsaure (H3PO,), 85%ig

5x Sequenzier-Puffer

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) 1 U/ul
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Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Lanza

Merck

Applied Biosystems
Merck

Merck

Promega

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas
Promega

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

NEB

NEB

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Roth

Fermentas
Promega

Roth

Merck

Merck

Merck

Promega

Merck

Applied Biosystems
Promega



B. Tabellenverzeichnis

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix Applied Biosystems

10x Tango-Puffer Fermentas
TrisBase Roth
Xylencynol Merck

Tabelle B.2.: zu Kap.[2.3.3|auf S.[28] Ausschnitt aus der genomischen Sequenz reverse fir
humane BCHE (NM_000055). Zahlenangabe einfach durchnummeriert. Die Stellen, an wel-
chen sich die Primer der BCHE K-Variante (rs1803274) anlagern, sind durch schraggestellte
Buchstaben gekennzeichnet. Kleinbuchstaben stehen fur Intron-Regionen, GroBbuchstaben
stehen flir Exon-Regionen

tataaactca
acattatttg
ttcaggcaaa
aatgctgtac
tttcagttaa
attttacagG
CATCGCTGGA
CACTAGCAAG
TTATAGAACA
TTACACACCT
AGGATAATAT
TCAAAACCCA
TTCTACAGTT
TTCTTTCCTT
GCTTTTAGTC
TAAATGAATT
TTTCCTAATT
CACAGAAAAT
cttaaaatga
atgctgctac

ttttccattt

cattttcaca
gcgagctaat
tgtgtagtta
tgaaacagat

AAATATTGAT

ACAATTACAT
AAAGAAAGTT

TATTTTCCTT

ACTAAAAAAG

TGATTCCTCA
AATGGCTAGA
AATTATGTGC

AATAAATTTA
ACGTGTATTT
AAATATTGAA
AAAATAAGAA
CAttggtctc

gaggctcagc

ca

tatatgttat
taatctgtaa
aacaaataat
gagaaaatgg
aaaaattttg
GAAGCAGAAT
GATGGACTGG
GTGTGGGTCT
TAGATCAAGG
TTATTATGTA
CATCTTTAAC
ACGTGTTTAA
ATATTAAAAC
AGTTTTTCCC
TCATTACCAC
ACACTGTACA
TTGAATGTCA
tttgtttttt
cactttaaaa
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acgttatata
agattttatt
aaagaataaa
cttttgtatt
attaatacaa
GGGAGTGGAA
AAAAATCAAT
CTAATTAATA
CAAAAATATC
GCTGAAACAA
TTAGTATTTT
TTAAATTTCA
AATGGCCTGG
CCCAAAATTA
TCGTAAAAAG
CCATAGTTTA
ATATGAGATA
atataaaggc
caccttataa

aattatatat
aaaatctctt
taaagaaaat
cgaaattatt
cttattccat
AGCA GGATTC
TTAACGATTA
GATTTACCCT
AGGAGCTTTT
AAATGCCAGA
ACCTAGCATT
CAATATAAAG
TTCAATTTCT
TCAGTGCTCT
GTATCTTTTT
CAATATTATG
TTAAAATAAG
aagaaagaat
tagaaacaga

166974198
166974148
166974098
166974048
166973998
166973948
166973898
166973848
166973798
166973748
166973698
166973648
166973598
166973548
166973498
166973448
166973398
166973348
166973298



B. Tabellenverzeichnis

Tabelle B.3.: zu Kap.[2.3.3|auf S.[28] Ausschnitt aus der genomischen Sequenz reverse fiir
humane BCHE (NM_000055). Zahlenangabe einfach durchnummeriert. Die Stellen, an wel-
chen sich die Primer der BCHE A-Variante (rs1799807) anlagern, sind durch schraggestellte
Buchstaben gekennzeichnet. Kleinbuchstaben stehen fir Intron-Regionen, GroBbuchstaben
stehen fiir Exon-Regionen

gtaattatca
acattatact
ATCATATGCA
TGGGAAGTCA
AAGTCAGAGG
CTTGGAATTC
GCCACAGTCT
CAAATTCTTG
TCAGAGATGT
AAATGTATGG
GGATTTATGG
GATGGCAAGT
CTATAGGGTG
CTCCAGGGAA
CAAAAAAATA
TGGAGAAAGT
GAAGCCATTC
GCTCCTTGGG
CTTAGCTAAA
AGTGTCTTAG
GTTGTCCCCT
TGGTGATTTT
TTAAAAAAAC
TTTTTAGTCT
AACTAGAAAA
GTGAGTTTGG
GATCAGAGAC
TTATAATTTC
GGGGAAATAA
CCGTGGCCAG
CTTTGGTTTA
TTTTGAGTAG
taagtgctga
ttagctttge

tcaataaagt
tacctctctt
TCAGATTTCT
CATACTGAAG
GATGAACTTG
CCTATGCACA
CTGACCAAGT
CTGTCAGAAC
GGAACCCAAA
ATTCCAGCAC
TGGTGGTTTT
TTCTGGCTCG
GGTGCCCTAG
CATGGGTTTA
TAGCAGCCTT
GCAGGAGCAG
ATTGTTCACC
CGGTAACATC
TTGACTGGTT
AAATAAAGAT
ATGGGACTCC
CTCACTGACA
CCAGATTTTG
ATGGTGCTCC
GAATTTCAGG
AAAGGAATCC
CTGAAAACTA
ATATGCCCTG
TGCCTTTTTC
AATGGATGGG
CCTCTGGAAA
ATCCATAGTG
tttttgtcat
ttggtctctg

ataatatgct
tcagAAATCA

atatgcagaa
ATATGCATAG

CTTTTGGTTT

ATGACATCAT
ACAGTTTTTG
GCCACCTCTT
GGTCTGATAT
ATAGATCAAA
CACTGACCTC
CTAAACCAAA
CAAACTGGAA
GGTTGAAAGA
GATTCTTAGC
TTTGATCAAC
TGGTGGAAAT
CTTCAGTTAG
AGAGCCATTC
TCTTTATGAA
GCTCTAGAGA
CCCCAAGAAA
TTTGTCAGTA
TGCCAGACAT
GTGGGTGTTA
TGGCTTCAGC
AAGGTTTAAA
ATCCTTTTTC
CCGTGAGGCC
CCTTGGAGTT
TACTATTTTG
AGTGATGCAT
GAAGAGATAA
AAACGGTGGG
tgttctctgg
gggtagactt
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CTTTTGCTCT
AATTGCAACA
GTGGCACGGT
GGTAGACTTC
TTGGAATGCC
GTTTTCCAGG
AGTGAAGACT
AAATGCCACT
CATCATCTTT
GTTATTGTAG
TTTGCCAGGA
AGTTGGCTCT
CCTAAAAGTG
CCTGCATTTG
TGCAAAGTGG
GCTAGGAACA
GAATGAGACT
TTCTTCTGAA
AACTTTGGTC
ATTACTTGAA
ATAAAGATGA
AAAGATAACA
AATATTTTTT
ATTACACAGA
TTGGGTGATG
CACCAAGAAG
AACACCGATC
GGCTATGAAA
TTACACAAAA
CAAATTTTGC
cttggtttga
tagtataaag

ggcttataaa
CAAAGTCACA
GCATGCTTAT
AAGAATGGAA
AACAGCCTTT
GATTCAAAAA
ACAAAATATG
CTTCCATGGA
GTTTATATCT
GTATTGATAT
ACATGTTTAT
TGTCAATGAA
AATCCTGAGG
TCAGTGGGTT
TAACTCTCTT
CTTTCTCCTG
ATCCTTTAAT
GAACGTTGAA
GAAATAATCA
TGAAGCATTT
CGACCGTGGA
CTTGGACAAT
AGGGACAGCT
ATAGTATCAT
CCAGGAGTGA
CTGGGTAGAT
TTGTTGGGGA
TTCTCAGAAT
CTCCAAACTT
TTGAATTTGT
GCCGAGGAAA
AAAATATGGg
tccgttttge
acacagaaat

167031548
167031498
167031448
167031398
167031348
167031298
167031248
167031198
167031148
167031098
167031048
167030998
167030948
167030898
167030848
167030798
167030748
167030698
167030648
167030598
167030548
167030498
167030448
167030398
167030348
167030298
167030248
167030198
167030148
167030098
167030048
167029998
167029948
167029898



B. Tabellenverzeichnis

Tabelle B.4.: zu Kap.auf S. Ausschnitt aus der genomischen Sequenz fiir humanes
APOE (NM_000041). Zahlenangabe einfach durchnummeriert. Die Stellen, an welchen sich
die Primer anlagern, sind durch schraggestellte Buchstaben gekennzeichnet. Kleinbuchsta-
ben stehen flr Intron-Regionen, GroBbuchstaben stehen fiir Exon-Regionen.

ctgcatctgt
ccctettggg
ccttecteccc
gGGCGCTGAT
CTGGAGGAAC
CAAGGAGCTG
TGTGCGGCCG
CAGAGCACCG
GCGTAAGCGG
TGTACCAGGC
CGCGAGCGCC
TGTGGGCTCC
GCGAGCGGCT
CGCCTGGACG
GGAGCAGGCC
TCAAGAGCTG
GGGCTGGTGG
GCCCAGCGAC
CCACCCCGTG
CCGCCCCAGC
AAGTTTCACG
cctcagtttce
tcctctccat

ctctgtctcec
tctctctggce
gccteccact
GGACGAGACC
AACTGACCCC
CAGGCGGCGC
CCTGGTGCAG
AGGAGCTGCG
CTCCTCCGCG
CGGGGCCCGC
TGGGGCCCCT
CTGGCCGGCC
GCGCGCGCGG
AGGTGAAGGA
CAGCAGATAC
GTTCGAGCCC
AGAAGGTGCA
AATCACTGAA
CCTCCTGCCT
CGTCCTCCTG
CAtctgctgg
tctttetgec
ct

ttctctcgge
tcatccccat
gtgcgacacc
ATGAAGGAGT
GGTGGCGGAG
AGGCCCGGCT
TACCGCGGCG
GGTGCGCCTC
ATGCCGATGA
GAGGG CGCCG
GGTGGAACAG
AGCCGCTACA
ATGGAGGAGA
GCAGGTGGCG
GCCTGCAGGC
CTGGTGGAAG
GGCTGCCGTG
CGCCGAAGCC
CCGCGCAGCC
GGGTGGACCC
cctecccectg
cacatactgg
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ctctgeeccg
ctcgeeegece
ctceegecect
TGAAGGCCTA
GAGACGCGGG
GGGCGCGGAC
AGGTGCAGGC
GCCTCCCACC
CCTGCAGAAG
AGCGCGGCCT
GGCCGCGTGC
GGAGCGGGCC
TGGGCAGCCG
GAGGTGCGCG
CGAGGCCTTC
ACATGCAGCG
GGCACCAGCG
TGCAGCCATG
TGCAGCGGGA
TAGTTTAATA
tgatttccte
ccacacaatt

ttccttctcet
ccatcccagc
ctcggecgea
CAAATCGGAA
CACGGCTGTC
ATGGAGGACG
CATGCTCGGC
TGCGCAAGCT
CGCCTGGCAG
CAGCGCCATC
GGGCCGCCAC
CAGGCCTGGG
GACCCGCGAC
CCAAGCTGGA
CAGGCCCGCC
CCAGTGGGCC
CCGCCCCTGT
CGACCCCACG
GACCCTGTCC
AAGATTCACC
taagccccag
ctcagccccc

50103528
50103578
50103628
50103678
50103728
50103778
50103828
50103878
50103928
50103978
50104028
50104078
50104128
50104178
50104228
50104278
50104328
50104378
50104428
50104478
50104528
50104578
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Tabelle B.5.: zu Kap. auf S. Sequenzen der PCR- und SNaPshot Primer fir die
BCHE- und die APOE-Genotypisierung. Der SNaPshot Primer der BCHE A-Variante wurde
mit einem Poly-T-Schwanz versehen, um diesen im Sequenzierer besser vom SNaPshot Pri-
mer der BCHE K-Variante differenzieren zu kénnen.

Bezeichnung Primersequenz (5 — 3’) Fragmentlange
(bp)

BCHE

K-Variante

(rs1803274)
Forward TTC AGG CAA AGC GAG CTA A 241
Reverse AAT TGA TTT TTC CAG TCC ATC A
SNaP TGC TTT CCA CTC CCA TTC TG
BCHE

A-Variante

(rs1799807)
Forward CGG TAA CAG CCT TTIC TTG GA 192
Reverse GGT CAG TGT TTG GGT TCC AC
SNaP TTT TTT TTT TTT CTT GCT GTC AGA ACA TAG
APOE

Forward TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A 044
Reverse ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC
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Tabelle B.6.: zu Kap. auf S.[29] Geréte und Hilfsmittel.

Abi Prism 3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems

Digitales pH-Meter WTW

Einfachpipetten Gilson

Einfachpipetten Eppendorf

Eismaschine ZBE Ziegra Eismaschinen
Elektrophoresekammer Peglab Biotechnologie GmbH
Erlenmeyer-Kolben Schott

Feinwaage, Sartorius research Sartorius GmbH
Gefrierschrank -20°C Liebherr

Gefrierschrank -80°C New Brunswick
Geldokumentationssystem Vilber Lourmat

Kolorimeter Spectra Il SLT

Kihlschrank Bosch

Kihlschrank Dometic Medical Systems
Kihlschrank Liebherr

Magnetrihrer MR3000 Heidolph

Mehrkanalpipette SLT

Mikrowellenherd Panasonic

Multipette Eppendorf

Nanodrop Spectrophotometer ND1000 Peglab Biotechnologie GmbH
Plexiglaskdmme Peglab Biotechnologie GmbH
Rahr-, Heizgerat, Typ MR 02 Heidolph

Schattler, Micromix 5 DPC Biermann GmbH
Spannungsquelle E835 (300 V —500mA) Consort

Thermocycler DNA-Engine DYAD Bio-Rad

UV-Tisch Vilber Lourmat

Vortexer Bender & Hobein AG

Waage Explorer Ohaus

Zentrifuge 5810R Eppendorf

Tabelle B.7.: zu Kap. auf S. Verbrauchsmaterialien.

Combitips fur Multipette Eppendorf

Einmalkivetten Plastibrand
Latexhandschuhe DermaClean 7 Ansell

Mikrotiterplatten Greiner 655 101 Greiner

Nitrilhandschuhe Safeskin Purple Nitrile  Kimberly Clark

Parafilm Pechiney

Pipettenspitzen Eppendorf

96-well PCR-Platten und Plattensepten  Peglab Biotechnologie GmbH
96-well Platten fir Sequenzierer Thermo Scientific
ReaktionsgefaBe Eppendorf

8er-Tube-Strips 0,2 ml und Deckel Peglab Biotechnologie GmbH
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B.2. Methodenteil

Tabelle B.8.: zu Kap. auf S.[32] PCR-Ansatz BCHE.

DNA 10 ng/pul 2,0 ul
Primer Forward A- oder K-Variante 10 uM 0,4 ul
Primer Reverse A- oder K-Variante 10 M 0,4 pl

dNTPs jeweils 10 mM 0,4 ul
MgCl, 25 mM 2,4 pl
Tag-Polymerase 5 U/ ul 0,1 ul
5x PCR-Puffer farblos 4,0 pl
H,O 10,3 ul
Gesamtvolumen 20,0 ul

Tabelle B.9.: zu Kap. auf S.[34] Reaktionsansatz fiir die Aufreinigung des BCHE-PCR-
Produkts.

PCR-Produkt BCHE A-Variante 4,0 ul
PCR-Produkt BCHE K-Variante 4,0 ul

SAP 1 U/ul 2,0 ul
Exol-Enzym 2 U/ul 0,1 ul
Exo |-Puffer 0,4 ul
H,O 0,5 ul
Gesamtvolumen 11,0 pl

Tabelle B.10.: zu Kap. auf S.[34} BCHE-SNaPshot-Reaktionsansatz.

Aufgereinigtes PCR-Produkt 3,0 ul
(DNA-Abschnitte mit SNP BCHE A und BCHE K)

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 2,0 ul
SNaPshot-Primer BCHE A 4 uM 0,5 ul
SNaPshot-Primer BCHE K 4 M 0,5 ul
H,O 4,0 pl
Gesamtvolumen 10,0 pl
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Tabelle B.11.: zu Kap. auf S.[35] Ansatz zur kolorimetrischen Bestimmung der BuChE-
Aktivitat im Liquor.

well 1-3 well 4-6 well 7-9
Gesamtaktivitdt BuChE-Aktivitat ,Blank*
Liquor unverdunnt 20 pl 20 pl 20 pl
Puffer (0,1 M KsHPO,) 160 ul 110 pl 110 pl
DTNB 50 pl 50 pl 50 ul
Inhibitor - 50 ul BW284c51 50 pul Eserine
Substrat ATCHJ 50 pl 50 pl 50 ul
Gesamtvolumen 280 pl 280 pl 280 pl

Tabelle B.12.: zu Kap. auf S.[35] Ansatz zur kolorimetrischen Bestimmung der BuChE-
Aktivitat im Serum.

well 1-3 well 4—6 well 7-9
Gesamtaktivitdt BuChE-Aktivitat ~Blank®
Serum 1:10 10 pl 10 pl 10 pl
Puffer (0,1 M KyHPO,) 170 pl 120 pl 120 pl
DTNB 50 pl 50 pl 50 pl
Inhibitor - 50 ul BW284c51 50 ul Eserine
Substrat ATCHJ 50 pl 50 pl 50 pl
Gesamtvolumen 280 pl 280 pl 280 pl
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Tabelle B.13.: zu Kap. auf S. PCR-Ansatz zur APOE-Genotypisierung.

DMSO 1,4 pl
DNA 10 ng/ul 2,0 ul
Primer Forward 10 uM 0,4 ul
Primer Reverse 10 M 0,4 ul
dNTPs jeweils 10 mM 0,4 ul

MgCl; 25 mM 2,4 ul
Tag-Polymerase 0,1 ul
5x Puffer griin 4,0 ul
HQO 8,9 ,ul
Gesamtvolumen 20,0 ul

Tabelle B.14.: zu Kap. auf S.[38] Reaktionsansatz fiir den APOE-Restriktionsverdau.

HQO 1,8 ,ul
Hhal 10 U/ul 0,7 ul
10x Tango-Puffer 2,5l
PCR-Produkt 20,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 ul

Tabelle B.15.: zu Kap. auf S. Ansatz fiir die APOE-Sequenzierreaktion.

BigDye 1,5 ul
Sequenzierpuffer 1,0 ul
Primer (10 uM) 1,0 ul
PCR-Produkt 4,0 pl
H,O 2,5 ul

Gesamtvolumen 10,0 ul
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B.3. Ergebnisteil

Tabelle B.16.: zu Kap.auf S. Demographische und klinische Daten von LBD-Patienten
und Kontrollpersonen, Median (Spannweite). Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Rang-
summen-Test bzw. dem Kruskal-Wallis-Test berechnet. *p<0.05 im Vergleich zu PDND,
°p<0.05 im Vergleich zu Kontrollpersonen.

PDND PDD/DLB Kontrollen  p-Wert
Anzahl 55 62 31 0.30
(ménnlich/weiblich) (37/18) (33/29) (18/13) ’
Alter bei Untersuchung 68 (34-84) 73.5 (50-85)*° 67 (47-84) 0.002
(Jahre) «— 70 (34-85) — 67 (47-84) 0.15
Alter bei Erkrankung an
M. Parkinson (Jahre) 60 (30-82) 65.5 (38—84) — 0.001
Dauer der Parkinson-
Erkrankung (Jahre) 5 (0.5-25) 5 (0.5-25) - 0.91
Stadium nach
Hoehn & Yahr 2.5 (1-4) 3 (1-4.5) - 0.03
Alter bei Erkrankung an
Demenz (Jahre) B 71 (42-84)
Dauer der Demenz-
krankheit (Jahre) B 2(0.5-17) a B
MMST (Punkte) 28 (24-30) 21 (8-29)*° 30 (23-30) <0.0001
Ab4z-Gehalt im Liquor 155 (545-790) 300 (65-804) - 0.001
(pg/mi)

Tabelle B.17.: zu Kap. auf S.[42und Kap. auf S.[42] Assoziation zwischen BuChE-
Aktivitat im Liquor bzw. Serum und Geschlecht im Gesamtkollektiv, Median (Spannweite). Die

p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test berechnet.

Gesamtkollektiv p-Wert
Ménner Frauen
BuChE-Aktivitédt im 1.89 1.41 0.007
Liquor (U/l)/ Anzahl (0.24-5.66)/ 82 (0.47-3.30)/ 57
BuChE-Aktivitdt im 650.45 669.31 0.54

Serum (U/l)/ Anzahl (179.11-1555.43)/ 77 (311.09-1187.78)/ 57
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Tabelle B.18.: zu Kap. auf S.[42 und Kap. auf S.[42] Korrelation zwischen BuChE-
Aktivitat im Liquor bzw. Serum und Alter bei Untersuchung im Gesamtkollektiv. Die p-Werte

wurden mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten berechnet.

Gesamtkollektiv Rho p-Wert

BuChE-Aktivitadt im Liquor (U/l) Alter bei Untersuchung (Jahre) -0.05 0.58
BuChE-Aktivitdt im Serum(U/l) -0.22  0.01

Tabelle B.19.: zu Kap. auf S.[43lund Kap. auf S.[43] Vergleich der BUChE-Aktivitat
im Liquor bzw. Serum von LBD-Patienten und Kontrollpersonen, Median (Spannweite). Da

Ménner bei der Untersuchung der BuChE-Aktivitat im Liquor im Gesamtkollektiv signifikant
héhere Werte aufwiesen, wurden die Liquor-Aktivitdtswerte beim Vergleich von LBD-Patienten
und Kontrollen ebenfalls getrennt fiir das Geschlecht untersucht. Die p-Werte wurden mit dem
Wilcoxon-Rangsummen-Test berechnet.

LBD-Patienten Kontrollen p-Wert

BuChE-Aktivitadt im

Liquor (U/l)/ Anzahl

Méanner und Frauen 1.41 (0.24-5.66)/ 111 1.65 (0.24-3.54)/ 28 0.57
Méanner 2.12 (0.24-5.66)/ 65 1.89 (0.24-3.54)/ 17 0.56
Frauen 1.41 (0.47-3.30)/ 46 1.41 (0.94-2.83)/ 11 0.70
BuChE-Aktivitat im

Serum (U/l)/ Anzahl

Mé&nner und Frauen 650.45 669.31 0.31

(179.11-1272.62)/ 110  (358.22—1555.45)/ 24
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Tabelle B.20.: zu Kap. auf S.[43lund Kap. auf S.[44] Korrelation zwischen BuChE-
Aktivitat im Liquor bzw. Serum und Klinik des Parkinson-Syndroms. Die p-Werte wurden mit

dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. Rho ,4;. gibt den Rho-Wert nach Al-
terskorrektur an.

LBD-Patienten Rho (Rho ) p-Wert

Alter bei Erkrankung an
M. Parkinson (Jahre)

Manner und Frauen -0.15 0.12
Manner -0.23 0.07
Frauen 0.08 0.61

BuChE-Aktivitdt Dauer der Parkinson-
im Liquor (U/l)  Erkrankung (Jahre)

Manner und Frauen 0.16 0.09
Manner 0.16 0.20
Frauen 0.09 0.56
Hoehn & Yahr-Stadium

Manner und Frauen 0.01 0.93

Alter bei Erkrankung an
M. Parkinson (Jahre)

Manner und Frauen -0.21 (-0.04) 0.03

BuChE-Aktivitdt Dauer der Parkinson-
im Serum (U/l)  Erkrankung (Jahre)

Méanner und Frauen 0.05 0.61
Hoehn & Yahr-Stadium
Manner und Frauen -0.27 (-0.15) 0.01
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Tabelle B.21.: zu Kap. auf S.[44lund Kap. auf S.[45] Assoziation zwischen BuChE-
Aktivitat im Liquor bzw. Serum und Demenz bei LBD-Patienten. Die p-Werte wurden mit dem

Wilcoxon-Rangsummen-Test berechnet.

«—— LBD-Patienten— p-Wert
nicht-dement «— dement —

PDND PDD DLB
BuChE-Aktivitdt 1.41 (0.24-5.66) — 1.41 (0.24-3.30) — 0.53
im Liquor (U/l) 1.41 (0.24-5.66) 1.89 (0.47-3.30) - 0.93

688.16 +— 631.60 — 0.06
BuChE-Aktivitat (179.11-1272.62) «+ (311.09-1168.93) — '
im Serum (U/l) 688.16 612.75

(179.11-1272.62) (311.09-1168.93) 0-10

Tabelle B.22.: zu Kap.[3.4.1|auf S.[44|und Kap.[3.4.2auf S.[45] Korrelation zwischen BuChE-

Aktivitét im Liquor bzw. Serum und Klinik/Markern der Demenz. Die p-Werte wurden mit dem
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. Rho ,4;. gibt den Rho-Wert nach Alters-
korrektur an.

Demente LBD-Patienten (PDD, DLB) Rho (Rho,4.) p-Wert
Alter bei Erkrankung

BuChE-Aktivitit ~ an Demenz (Jahre) 0.09 0.37
im Liquor (U/1) Dauer der Demenz-
krankheit (Jahre) 0.05 0.70
Alter bei Erkrankung 011 0.42
BuChE-Aktivitat an Demenz (Jahre) ) )
im Serum (U/l) Dauer der Demenz-
krankheit (Jahre) 0.05 0.71
Alle LBD-Patienten (PDND, PDD, DLB)
BuChE-Aktivitat MMST (Punkte) 0.09 0.40
im Liquor (U/l)  ApB42-Gehalt im Liquor 0.29 0.08
(pg/mi)
BuChE-Aktivitat MMST (Punkte) 0.32 (0.21) 0.003
im Serum (U/l)  AB42-Gehalt im Liquor 013 0.42
(pg/ml)
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Tabelle B.23.: zu Kap. auf S. und Kap. auf S. Genotyp- und Allelh&ufigkeiten
der BCHE K-Variante und der BCHE A-Variante bei LBD-Patienten und Kontrollen.

LBD-Patienten %  Kontrollen %

BCHE K-Variante

Allel W 130 76 47 76
Allel K 42 24 15 24
Gesamt 172 100 62 100
Genotyp WW 49 57 19 61
Genotyp WK 32 37 9 29
Genotyp KK 5 6 3 10
Gesamt 86 100 31 100
BCHE A-Variante

Allel W 170 99 59 95
Allel A 2 1 3 5
Gesamt 172 100 62 100
Genotyp WW 84 98 28 90
Genotyp WA 2 2 3 10
Genotyp AA 0 0 0 0
Gesamt 86 100 31 100

Tabelle B.24.: zu Kap. auf S.[45| Assoziation zwischen BCHE K-Variante und Klinik bei
LBD-Patienten. Die Berechnungen erfolgten mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test.

LBD-Patienten p-Wert
Alter bei Erkrankung an M. Parkinson (Jahre) 0.1
Dauer der Parkinson-Erkrankung (Jahre) 0.89
BCHE K-Allel  stadium nach Hoehn & Yahr 0.45
Alter bei Erkrankung an Demenz (Jahre) 0.49
Dauer der Demenzkrankheit (Jahre) 0.83
MMST (Punkte) 0.24
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Tabelle B.25.: zu Kap.[3.6| auf S.[46] Assoziation zwischen BCHE K-Variante und BuChE-
Aktivitat im Liquor bzw. Serum im Gesamtkollektiv sowie bei separater Betrachtung von LBD-
Patienten und Kontrollpersonen. Die p-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test berechnet.

Gesamtkollektiv p-Wert

BCHE K-Allel BuChE-Aktivitat im Liquor (U/l)  0.15
BuChE-Aktivitdt im Serum (U/l)  0.0001
LBD-Patienten

BCHE K-Allel BuChE-Aktivitéat im Liquor (U/)  0.36
BuChE-Aktivitat im Serum (U/l)  0.01

Kontrollen

BCHE K-Allel BuChE-Aktivitat im Liquor (U/l)  0.12

BuChE-Aktivitdt im Serum (U/)  0.04

Tabelle B.26.: zu Kap. auf S. Assoziation von APOE-Genotyp und BuChE-Aktivitat
im Gesamtkollektiv sowie bei LBD-Patienten und Kontrollpersonen, Median (Spannweite). Die
Berechnungen wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test durchgefiihrt. Der p-Wert gibt
das Signifikanzniveau der Assoziation an.

APOE e4-Alleltrager  APOE e4-Allel-Nichttrager p-Wert
BuChE-Aktivitt im
Liquor (U/l)/ Anzahl
Gesamtkollektiv 1.65(0.24-2.83)/38  1.41 (0.24-5.66)/ 73 0.70
LBD-Patienten 1.41 (0.47—2.83)/ 31 1.41 (0.24-5.66)/ 52 0.77
Kontrollen 1.89 (0.24-2.36)/ 7 1.41 (0.94-3.54)/ 21 0.79
BuChE-Aktivitt im
Serum (U/l)/ Anzahl
. 650.45 659.88

Gesamtkollektiv o5y 5o 1187.78)/39  (311.09-1555.43) 69 04

. 641.03 650.45
LBD-Patienten (254.52-1187.78)/33  (311.09-1272.62)/ 51 0.78
Kontrollen 72115 669.31 0.82

(395.93-970.97)/ 6

(358.22-1555.43)/ 18
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Tabelle B.27.: zu Kap.[3.9) auf S.[48] APOE e4-Allel und MMST im Gesamtkollektiv bzw. bei
LBD-Patienten. In beiden Gruppen zeigte sich keine Assoziation zwischen den Variablen. Die
Berechnungen erfolgten mit dem Wilcoxon-Rangsummen-Test.

APOE c4-Alleltrager APOE e4-Allel-Nichttrager p-Wert

MMST (Punkte)

/ Anzahl

Gesamtkollektiv 27 (11-30)/ 30 26.5 (11-30)/ 52 0.87
LBD-Patienten 27 (11-30)/ 27 26 (11-30) /42 0.83
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A Adenin

AG G-Amyloid

Abb. Abbildung

AChE Acetylcholinesterase-Protein

AD Alzheimer disease = Alzheimer-Demenz
APOE Apolipoprotein E-Gen

ApoE Apolipoprotein E-Protein

ATCHJ Acetylthiocholinjodid

BCHE Butyrylcholinesterase-Gen

bp Basenpaare

BuChE Butyrylcholinesterase-Protein

BW284c51 1,5-Bis-(4-allyldimethylammoniumphenyl)pentan-3-on-Dibromid
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Cytosin

ChEl Cholinesterase-Inhibitor(en)

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

d. h. das heifB3t

dTTP Desoxythymidintriphosphat

DLB dementia with Lewy bodies = Demenz mit Lewy-Kdrperchen
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DTNB 5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

G Guanin

H,O Wasser

HsPO, Phosphorsaure

i.d.R. in der Regel

IL-15 Interleukin 13

KoHPO, Dikaliumhydrogenphosphat

Kap. Kapitel

I Liter

LB Lewy body/Lewy bodies = Lewy-Kérperchen
LBD Lewy body disease(s) = Lewy-Kérperchen-Erkrankung(en)
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