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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Lipoproteine allgemein

Lipoproteine sind wasserlosliche, makromolekulare Komplexe aus Lipiden und
Proteinen. Der Lipoprotein-Metabolismus ist ein komplexer und hdchst
zielgerichteter Prozel3, der die Verteilung und den Transport von exogenen und
endogenen Lipiden (freies und verestertes Cholesterin, Triacylglycerine und
Phospholipide) zu den verschiedenen Geweben des Kérpers ermdglicht.

Der Proteinanteil der Lipoproteine setzt sich aus den Apolipoproteinen zusammen.
Er heterogen und von groRer Bedeutung fur die Regulation des
Lipoproteinstoffwechsels. Neben ihrer Funktion als Strukturbestandteil der
Lipoproteine vermitteln die Apolipoproteine die Aufnahme von Lipoproteinen durch
spezifische Rezeptoren (siehe Tabelle 1). Desweiteren modulieren sie die
Aktivitdten der am intraplasmatischen Stoffwechsel der Lipoproteine beteiligten

ist

Enzyme.

Name |MW [kKD]| Syntheseort Funktion
Apo Al 28,331 Darm, Leber LCAT-Aktivierung, Rezeptorbindung
Apo All 8,707 |Leber Cofaktor der HTGL und LCAT
ApPO 46,000 Darm LCAT-Aktivierung
AlV
Apo (a) | 350-800|Leber, Gehirn, |Unbekannt, evtl. Regulation der Fibrinolyse
Testes
Apo B- | 550,000|Leber Rezeptorbindung
100
Apo B-| 265,000|Darm Strukturprotein
48
Apo ClI 6,550 |Leber Cofaktor der LCAT und LPL
Apo ClI 8,837 |Leber Aktivierung der LPL
Apo CllI 8,240 |Leber Inhibitor der LPL und Remnant-Clearance
Apo D 32,500(? Aktivierung und Stabilisierung der LCAT
Apo E 34,145 |Leber, Gehirn Rezeptorbindung, LCAT-Aktivierung
Apo J 70,000 (Gehirn (Neuron, [Lipidtransport, Sekretion,
Astrozyt) Membranrecycling,
Spermatogenese, Modulation der
Komplementaktivitat

Tabelle 1: Apolipoproteine
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Im Gehirn sind die Apolipoproteine an degenerativen und regenerativen
Prozessen des peripheren und zentralen Nervensystems sowie bei der
Entwicklung des Gehirns im An- und Abtransport der bendtigten Fette beteiligt.
Roheim et al. zeigten bereits 1979, dal3 die Apolipoproteine Al, E, Cll und CIII im
Liquor vorhanden sind. Im Liguor sind die Apolipoproteine bevorzugt in
Lipoproteinen zu finden. Bereits 1993 ist das Apo(a) im Liquor cerebrospinalis
beobachtet worden (Tomlinson et al. 1989). Von Borghini et al. sind 1995 funf
Apolipoproteine (ApoAl, AlV, D, E und J) im Gehirn nachgewiesen worden.

1.2 Apolipoprotein E

1.2.1 Aufbau des ApoE

Das primar in der Leber, aber auch in anderen Geweben wie Nieren,
Nebennieren, Milz und Gehirn synthetisierte Apolipoprotein E kommt in
verschiedenen Lipoproteinen wie Chylomikronen, VLDL, IDL und HDL, vor (Grof3
et al. 1988). Es ist Ligand des LDL-Rezeptors und steuert so den Transport von
Triglyceriden und Cholesterol von den Lipoproteinen zu den Zellen (reverser
Cholesteroltransport). Das Gen fir ApoE liegt auf Chromosom 19 in enger
Nachbarschaft zu den Genen fur ApoCl und ApoCll sowie dem Gen fur den LDL-
Rezeptor (Davignon et al. 1988). ApoE besitzt eine Molmasse von 34 145 D und
besteht aus 299 Aminosauren (Rall et al. 1982). Es liegt in den drei Isoformen E2,
E3 und E4 vor (Boehrwinkle et al. 1988; Weisgraber et al. 1981), die sich in der
Primarstruktur unterscheiden. Die Sekundarstruktur von Apolipoprotein E besteht
zu 62 % aus a-Helix, zu 9 % aus [-Faltblatt, zu 11 % aus B-turns und zu 18 % aus
random coils. Dabei sind die a-helicalen Teile fiur die Bindung der Lipide
verantwortlich (Davignon et al. 1988).



Einleitung 3

EDEH

00 ATA [

a- Helix #- Btructure #-Turn
Abbildung 1: Sekundarstruktur des ApoE (Wernette-Hammond et al. 1989)

1.2.2 Rezeptoren

ApoE ist Ligand verschiedener endozytischer Rezeptoren aus der LDL-Rezeptor-
Genfamilie (Herz 1993), u. a. des Remnant-Rezeptors (ApoE-Rezeptor), des LDL-
Rezeptors, auch B:E-Rezeptor genannt, des LRP-Rezeptors, des Glycoprotein
330-Rezeptors (Megalin) sowie den hauptsachlich im Gehirn vorkommenden
Apolipoprotein E Rezeptors 2 (ApoER2) (Kim et al. 1996). Der Remant-Rezeptor
bindet Chylomikronen-Remnants und befindet sich hauptséchlich in der Leber. Der
LDL-Rezeptor bindet hauptsachlich LDL, aber auch Chylomikronen, VLDL und
IDL. Er kommt ebenfalls in der Leber aber auch an der Blut-Hirn-Schranke vor.
Der Glycoprotein 330-Rezeptor befindet sich an der Blut-Hirn-Schranke (Martel et
al. 1997). Er bindet u.a. Apolipoprotein J und ermdglicht diesem so den Transport
Uber die Blut-Hirn-Schranke (Martel et al. 1997). Der Apolipoprotein E Rezeptor 2
ahnelt im Aufbau dem LDL-Rezeptor und dem ApoE-Rezeptor. Er kommt
bevorzugt im Gehirn aber auch in der Placenta und den Testis vor (Kim et al.
1996).

1.2.3 Polymorphismus des ApoE

Die drei Isoformen des Apolipoprotein E, E2, E3 und E4, unterscheiden sich, wie
schon oben erwéahnt, in ihrer Priméarstruktur. Das Apolipoprotein E2 besitzt an den
Positionen 112 und 158 der Proteinkette die Aminosdure Cystein, ApoE3 an
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Position 112 Cystein und an Position 158 Arginin. Wahrend ApoE4 auf beiden
Positionen Arginin besitzt. Die entsprechenden Allele werden als €2, €3 und €4
bezeichnet (Davignon et al. 1988). Dies bedeutet, dafl} das Apolipoprotein E2 zwei
und E3 eine freie Sulfhydrylgruppe besitzt, die in der Lage sind, mit anderen
Apolipoproteinen Disulfidbriicken zu bilden (Innerarity et al. 1978).

Apolipoprotein Pos. 112 Pos. 158 Ladung
E3 Cystein Arginin +1
E2 Cystein Cystein +2
E4 Arginin Arginin 0
Tabelle 2: ApoE-Phanotypen
Die daraus resultierenden ApoE-Phéanotypen sind in der kaukasischen

Normalbevélkerung unterschiedlich haufig anzutreffen.

Phanotyp Haufigkeit
E3/3 59,8 %
E4/3 22,9 %
E3/2 12,0 %
E4/2 1,5%
E4/4 2,8 %
E2/2 1,0 %

Tabelle 3: Haufigkeitsverteilung der Phanotypen (Utermann 1987)

Aus dieser Haufigkeitsverteilung laf3t sich die relative Haufigkeit der Allele in der
kaukasischen Bevdlkerung ermitteln:

€2 €3 €4
0,077 | 0,773 | 0,150
Tabelle 4: Haufigkeiten der ApoE-Allele (Utermann 1987)

1.24 Sialisierung des ApoE

Das ApoE kann durch eine posttranslationale Modifikation variabel sialisiert
werden. Durch diese Form der Glykosilierung wird N-Acylneuraminsdure
(Sialinsaure) an Kohlenhydratketten in Glykoproteinen oder Glykolipiden gehangt.
Mit Hilfe einer Neuraminidase kann man die terminalena 2-3,a02-6unda 28
Bindungen, mit denen die N-Acylneuraminsaure an N-Acetylhexosamine und N-
oder O-acetylierte Neuraminylreste in Oligosacchariden, Glykolipiden und
Glykoproteinen gebunden ist, hydrolysieren. Bei der Sialisierung des ApoE treten
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aber 80 bis 85 % des ApoE als Asialoform auf (Zannis et al. 1981). Die Mono- und
Disialoformen sind Minorformen. Neu synthetisiertes Plasma-ApoE ist mit bis zu
sechs Sialinsauren stark sialisiert (Zannis et al. 1981b, Wernette-Hammond et al.
1989). Trotzdem sind 80 — 85% des Plasma-ApoE nicht sialisiert (Zannis et al.
1981). Das Liquor-ApoE ist im Vergleich zum Plasma-ApoE immer starker
sialisiert. Der Unterschied zwischen neusynthetisiertem und ,alterem* Plasma-
ApoE deutet darauf hin, dafl} diese Glykosylierung eine Rolle in der zellularen
Prozessierung spielt. Fur die Sekretion des Apolipoprotein E ist seine Sialoform
nicht entscheidend (Wernette-Hammond et al. 1989). In diese Arbeit beschrieben
Wernette-Hammond und Kollegen, dalR die Glykosylierung tber einen O-linked
Zucker an Thr'®

Glucosamin an das ApoE gebunden.

erfolgt. Dabei werden die Aminozucker Galactosamin und

1.25 Katabolismus der Isoformen im Plasma

Die Fahigkeit der ApoE-Isoformen an Rezeptoren zu binden, ist unterschiedlich
stark ausgepragt. Man bezeichnet das Apolipoprotein E3 als die Normalform.
Seine Bindungsfahigkeit an Rezeptoren und Lipoproteine ist optimal an die im
Stoffwechsel herrschenden Bedingungen angepal3t. Wahrend ApoE2 die
geringste Affinitdt besitzt, binden ApoE3 und ApoE4 in vitro etwa gleich stark
(Davignon et al. 1988, Gregg et al. 1988). Bei Apo E2 homozygoten Personen
kommt es infolge der schwacheren Bindung an Leberrezeptoren zu einem Anstieg
der Chylomikronen-Remnants und der IDL. In seltenen Féllen resultiert daraus
eine Hyperlipoproteinamie Typ Il nach Fredrickson. Die LDL, das ApoB-100 und
auch das Cholesterin sind bei Apo E2-Homozygoten vermindert (Davignon et al.
1988, Gregg et al. 1988). Durch die verringerte Aufnahme von Chylomikronen-
Remnants und IDL in die Hepatozyten entsteht ein Defizit an intrazellularem
Cholesterin, so dal3 die Zahl der LDL-Rezeptoren der Leber erhtht wird. Dies
wiederum fuhrt zu einer vermehrten Aufnahme von LDL. Auch die Umwandlung
von IDL in LDL ist aus unbekannten Grinden verzogert. Apo E2 wird selbst
langsamer katabolisiert als die anderen Isoformen des ApoE, so dafl} die
Serumkonzentration von ApoE am hdchsten ist, wenn Apo E2 homozygot vorliegt
(Davignon et al. 1988, Gregg et al. 1988).

Bei der Isoform Apo E4 wirkt sich das geanderte Bindungsverhalten anders aus. In
den Leberzellen steht ausreichend Cholesterin zur Verfiigung, so dal3 die LDL-
Rezeptoren herunterreguliert sind. Es wird weniger LDL-Cholesterin aus dem
Plasma aufgenommen, was zu einem Anstieg des LDL-Cholesterins und des
ApoB fuhrt. Schlief3lich wird durch die hohere Rezeptoraffinitat das ApoE4 am
schnellsten katabolisiert. Dabei ist es wichtig anzumerken, dal3 unter in vivo
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Bedingungen Apo E4 schneller als Apo E3 katabolisiert wird. Unter in vitro
Bedingungen ist kein Unterschied in der Geschwindigkeit der Metabolisierung
festzustellen (Utermann et al. 1984, Assmann et al. 1984).

1.2.6 Auswirkung des ApoE-Polymorphismus im Blut —
Hyperlipoproteinamie Typ I

Klinisch relevant wird der ApoE-Polymorphismus bei der Entstehung der
Hyperlipoproteindmie Typ Il nach Fredrickson. Sie entwickelt sich ausschlie3lich
bei Individuen, die Apo E2 homozygot sind (Davignon et al. 1988). Wegen des
geringeren LDL-Cholesterins sind diese Personen sogar vor atherosklerotischen
Veréanderungen im Vergleich zu homozygoten Tréagern des €4-Allels geschutzt
(Davignon et al. 1988). Bei einem geringen Teil der Apo E2 homozygoten
Personen erreichen die IDL und die Chylomikronen-Remnants extrem hohe
Werte, so dal3 eine ausgepragte Hypertriglyceriddmie und Hypercholesterinamie
entsteht (Davignon et al. 1988). Bei dieser Fehlsteuerung des Fettstoffwechsels ist
die LDL-Cholesterinkonzentration aber niedrig. Ausschlaggebend fir die
Manifestation der Hyperlipoproteinamie vom Typ lll sind neben der obligaten
Anwesenheit von ApoE2 zusatzliche familiare, genetische oder Umweltfaktoren,
wobei Systemerkrankungen wie Hypothyreose, Diabetes mellitus u.d. eine
bedeutende Rolle spielen (Davignon et al. 1988, Gregg et al. 1988).

1.2.7 Auswirkung des ApoE-Polymorphismus im Liquor - Morbus
Alzheimer

Die Funktionen des ApoE im Gehirn sind im Vergleich zu anderen
Apolipoproteinen des Gehirns bisher am besten untersucht. Es ist an den
neurofibrilaren Tangles beteiligt und reagiert mit dem neurofibrillaren -
Amyloidprotein in den senilen Plaques des Morbus Alzheimer (Poirier et al. 1991;
Schmechel et al. 1993). Es scheint auch eine wichtige Rolle bei der
Wiederverteilung der Lipide wahrend der Entwicklung oder nach Verletzungen des
Gehirns zu spielen (Boyles et al. 1989, Mahley et al. 1988). So ist es bei diesen
Prozessen an der Mobilisierung und Redistributation des Cholesterins zur
Reparatur, Wachstum und zur Aufrechterhaltung von Myelin und neuronalen
Membranen beteiligt. Darlberhinaus gibt es eine signifikante Assoziation
zwischen ApoE4 und sporadischem Morbus Alzheimer (Hahne et al. 1997,
Lehtimaki et al. 1995).

1.3 Apolipoprotein (a)

Lipoprotein (a) wurde zuerst 1963 von Berg als ,genetische Variante* der LDL
beschrieben. Die Struktur des Lp(a) setzt sich aus Apolipoprotein (a) und einem
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dem LDL ahnlichen Lipoprotein zusammen (Fless et al. 1986; Utermann et al.
1972). Lp(a) und LDL haben einen nahezu gleich zusammengesetzten Lipidanteil
(Jurgens et al. 1975). Das Lipid:Protein-Verhaltnis ist im Lp(a) mit ungefahr 2:1
niedriger als im LDL (Gaubatz et al. 1983). Folglich besitzt Lp(a) eine geringfligig
hohere Dichte als das LDL (Jirgens et al. 1975).

Aufgrund des hohen Neuraminsduregehaltes (Ehnholm et al. 1972) wandert Lp(a)
in Agarosegelen schneller als das LDL (= B-Lipoproteine). Man bezeichnete es
deshalb auch als »pre-f3;-Lipoprotein (Rider et al. 1970).

Das fir das LDL typische ApoB-100 und das Apo(a) sind wahrscheinlich durch
eine oder mehrere Disulfidbriicken miteinander verknupft (Armstrong et al. 1985;
Gaubatz et al. 1983; Utermann et al. 1983). In diesem Molekil befindet sich
Apo(a) an der Oberflache des Lp(a) (Armstrong et al. 1985; Fless et al. 1984).
Apo(a) enthélt 12 bis 51 homologe Domanen zu »kringle« IV und eine weitere
homologe Doméane zu »kringle« V des humanen Plasminogens (McLean et al.
1987b; Eaton et al. 1987). Daraus resultieren eine starke inter-individuelle
GroRRenflexibilitat des Apo(a) (Grof3 et al. 1990; Mérz et al. 1985; McLean et al.
1987; Lackner et al. 1991), die zu bisher 34 bekannten Protein-Isoformen flhrt
(Marcovina et al. 1993). Das Molekulargewicht schwankt zwischen 350 und
800 kD. Das Gen des Apo(a) ist auf dem langen Arm des Chromosoms 6
lokalisiert (Murray et al. 1985, Murray et al. 1987, Swisshelm et al. 1985).
Hauptsyntheseort ist die Leber, aber auch im Gehirn und in den Testes wird
Apo(a) synthetisiert (Tomlinson et al. 1989).

1.4 Apolipoprotein J

Apolipoprotein J (Clusterin bzw. SP-40) ist ein 70 kD groRRes, heterodimeres
Glycoprotein. Es bestehend aus zwei disulfid-gebundenen ungeféahr 40 kD grof3en
Untereinheiten (a- und B-Kette). Das ApoJa ist 34 bis 36 kD und das ApoJf3 36 bis
39 kD gro3 (Matsubara et al. 1995). Beide Untereinheiten lassen sich
deglykosilieren. Dabei wurde festgestellt, dal ihre Masse zu ca. 30 % aus
Kohlenhydraten besteht (siehe Tabelle 5).

Name M (als Glykoprotein) M (nach Deglykosylierung)
ApoJa 34 bis 36 kD 24 kD
ApoJf 36 bis 39 kD 28 kD

Tabelle 5: Untereinheiten des ApoJ (H. de Silva et al. 1990)
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Die Aminosaurezusammensetzung der beiden Untereinheiten variiert kaum. Der
Unterschied der ApoJ-Untereinheiten liegt im Bereich der ersten dreiig
Aminosaurereste (H. de Silva et al. 1990). Beide Untereinheiten entstehen durch
posttranslationale Proteolyse zwischen Arg205 und Ser?®® aus einem gemeinsamen
50 kD groRRen Translationsprodukt (Matsubara et al. 1995). AnschlieRend werden
verschiedene Kohlenhydrate angelagert. Dies fuhrt zu den starken Schwankungen
innerhalb der Grél3e und des Gewichts der einzelnen Untereinheiten. ApoJa und
ApoJp haben die gleiche Aminosédurezusammensetzung, bis auf die Unterschiede

im amino-terminalen Ende (de Silva et al. 1990).

Das Gen fur ApoJ liegt auf Chromosom 8. In einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel lassen sich zwei Formen des ApoJ nachweisen. Das ApoJ liegt
als Monomer von 70kD Groéf3e und als Dimer von 160kD (Martel et al. 1997) vor.

ApoJ lafdt sich sowohl im Plasma als auch im Liquor nachweisen. Dabei ist die
Plasmakonzentration mit 35 - 105 pg/ml ca. 15x so hoch wie die
Liguorkonzentration von 1,2 - 3,6 ug/ml (Matsubara et al. 1995).

Das ApoJ erfullt die unterschiedlichsten Aufgaben wie Lipidtransport, Sekretion,
Membranrecycling, Spermatogenese und Modulation der Komplementaktivitat. Es
wird in den Neuronen und den Astrozyten synthetisiert und kann die Blut-Hirn-
Schranke Uber den Glycoprotein 330-Rezeptor passieren (Martel et al. 1997).
ApoJ ist ein bedeutender Ligand fur das bei Morbus Alzheimer wichtige soluble
(I6sliches) Amyloid beta (= sAmyloidf) und dient diesem wahrscheinlich als
Carrier. Freies ApoJ oder an sAmyloid gebundenes ApoJ kann von dem
Glycoprotein 330-Rezeptor aufgenommen werden. Dabei wird gebundenes ApoJ
bevorzugt. Bei Morbus Alzheimer Patienten ist die Liquor-Konzentration des ApoJ
leicht erhoht (1,8 - 4,4 ug/ml). Diese Erhdhung ist aber nicht signifikant (Matsubara

et al. 1995). Obwohl sich ApoJ mit sAmyloidf3 verbinden kann, vermag es aber
nicht die bereits gebildeten Aggregationen von AmyloidB;.49, die im Gehirn von

Alzheimer Patienten auftreten, aufzuldsen (Matsubara et al. 1995). Amyloid[3;.4¢ ist

ein Spaltprodukt des Amyloid3, das bevorzugt in den senilen Plaques bei
Patienten mit Morbus Alzheimer zu finden ist.

1.5 Apolipoproteinkomplexe im Liquor

Apolipoproteine treten im Korper selten als freie Einzelpartikel auf, sondern sind
vielmehr Bestandteil von Lipoproteinen. Die im Serum auftretenden Lipoproteine
HDL, VLDL, LDL und IDL sind Idealbespiele fur diese Partikelbildung. lhre
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Funktionen sind bereits lange bekannt. Trotzdem gibt es auch im Serum noch
Lipoproteine oder auch Partikel, die Apolipoproteine enthalten, deren Aufgabe
aber unbekannt ist.

Roheim et al. haben bereits 1965 postuliert, daf3 die Apolipoproteine im Blut nicht
nur als Teil eines Lipoproteinpartikels, sondern auch als ,freie* Apolipoproteine
vorkommen.

Vom Lp(a) sind im Serum zwei verschiedene Unterformen in Abhéngigkeit von der
Anwesenheit von ApoE beschrieben worden. Dabei enthalt der Lipoproteinpartikel
mindestens 9 bis maximal 22 ApoE. Dies bedeutet, dal3 Lp(a) eine Mischung
verschiedener Partikel mit unterschiedlicher Apolipoprotein-Zusammensetzung
darstellt. Wahrscheinlich werden die Apo(a) enthaltenden Lipoproteine, die sich in
ihrer Protein- und Lipidzusammensetzung unterscheiden, Uber unterschiedliche
Synthesewege hergestellt. Da das ApoE in diesen Verbindungen die
Bindungskapazitat des Lipoproteins moduliert, besitzen die Subpopulationen auch
unterschiedliche katalytische Wege. Ca. 20% der Apo(a) enthaltenden
Lipoproteine enthalten auch ApoE (Bard et al. 1992).

Die bisher veroffentlichten Arbeiten beschreiben verschiedene Apolipoproteine im
Liquor. Im Liquor liegen die Apolipoproteine Al, E, CI und CIIl in Form von
Lipoproteinen vor, die dem Plasma HDL &hnlich sind (Roheim et al. 1979).
Borghini et al. wiesen 1995 im Liquor folgende Apolipoproteine (ApoE, ApoAl,
ApoAlV, ApoD, Apod) nach. Auch ihr Auftreten in Partikeln wurde bereits
beschrieben (Borghini et al. 1995). Doch der genaue Aufbau und die Aufgabe
dieser Partikel sind bisher nicht bekannt. 1989 wurde von Tomlinson et al. das
Vorkommen von Apo(a) im Liquor beschrieben.

In der Arbeit von Borghini et al. 1995 werden drei Lipoproteine in Liquor
beschrieben. CSF-LpAl (20,1 + 3,8 nm) besteht hauptsachlich aus ApoAl und
enthalt auRerdem ApoD, E und J. CSF-LpE besitzt die gleiche Grol3e wie das
erste Lipoprotein (20,1 + 3,8 nm). Doch setzt es sich zum grof3ten Teil aus ApoE
zusammen. Weiter findet man noch geringe Mengen an ApoAl, AlV, D und J. Das
dritte Lipoprotein des Liquors besteht zu tber 62 % aus ApoAlV und ist 32,0 +
6,8 nm grof3.

1.6 Protein Tau

Protein Tau stellt ein neuronales Strukturprotein des axonalen mikrotubularen
Netzwerks dar. Das normalerweise intrazellular lokalisierte Protein kommt
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physiologischerweise nur in geringen Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis
vor; im Serum ist es nicht nachweisbar (Arai et al. 1995). Entsprechend gehen
Prozesse, die zu einer Schadigung der Nervenzellen fuhren (z.B. Entzindungen
und neurodegenerative Erkrankungen wie Multiple Sklerose), mit einer Zunahme
der Konzentration von Protein Tau im Liquor einher. Dieser Konzentrationsanstieg
ist unabhéngig von der Dauer der Erkrankung, dem ApoE-Genotyp und dem
Klinischen Stadium der Erkrankung. Die durchschnittliche Konzentration des
Protein Tau im Liquor liegt bei 9 + 4,5 pg/ml. Dieser Wert steigt mit zunehmendem
Lebensalter an (Arai et al. 1995). Im Laufe dieses Alterungsprozesses oder
neurodegenerativer Erkrankungen sammelt sich phosphoryliertes Protein Tau im
Liquor aufgrund des fortschreitenden Absterben der Neuronen an.

1.7 Multiple Sklerosis

Multiple Sklerose (Encephalomyelitis disseminata) ist eine Krankheit der
gemaligten Zonen der Erde. So ist sie in Deutschland die haufigste organische
Nervenerkrankung. Es erkranken meist Erwachsene zwischen dem 20. und 45.
Lebensjahr und Frauen haufiger als Manner. Eine familidare Haufung von
Erkrankungen konnte man beobachten.

Bei der Multiplen Sklerose prasentieren die Astrozyten das “basische

Markscheidenprotein” des ZNS. Dadurch werden die T-Lymphozyten aktiviert, die

dann die Astrozyten und danach die Markscheiden zerstéren (Roche Lexikon

Medizin).

Es werden verschiedene Krankheitsursachen diskutiert:

a) Virusinfektion im Kindesalter
Dabei denkt man an einen pathologischen verzogerten Infektionsablauf eines
ubiquitaren Virus (z.B. Masern) oder an eine spezifische Infektion nach Art
einer ,Slow-Virus-Infektion®.

b) Neuroallergische Hypothese
Hier vermutet man als wesentliche pathogenetische Grundlage eine
Autoimmunisation. Als wirksame Antigenkomponente im Hirngewebe wird
dafir ein basisches Myelinprotein angesehen. Wobei dieser
demyelinisierende Antikdrper aber nicht fir die MS spezifisch ist, sondern
auch bei anderen Erkrankungen, die mit Untergang von Hirn- und
Ruckenmarksgewebe einhergehen, haufig nachzuweisen ist.

c) Genetische Faktoren
Bei MS-Kranken treten bestimmte Histokompatibiltatsantigene (HLA-Antigen
A3 und B7 sowie das Merkmal HLA-DW2) signifikant h&ufiger auf als im
Kontrollkollektiv.
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d) Myelinvulnerabiltat
Auch eine besondere Myelinverletzbarkeit, bedingt durch eine Stérung des
Myelinstoffwechsels, wird als Voraussetzung fir die Entstehung der MS
diskutiert.

Bei Personen mit MS treten in der weil3en Substanz des gesamten ZNS multiple
Entmarkungsherde mit wechselnder Gro3e auf. Um diese Plaques finden sich
anfanglich Gefal3reaktionen. Spéater werden die Entmarkungsherde von Glia
aufgefillt, wodurch eine Verhartung eintritt. Innerhalb dieser sklerosierten Herde
bleiben die nackten, entmarkten Nerven meist erhalten. Auch die Nervenzellen
selbst werden verschont.

Bei Liquoruntersuchungen haben einige Patienten eine leicht erhohte
Gesamteiweil3konzentration. Eine Vielzahl der Patienten hat eine relative
Vermehrung der Gammaglobuline. Immunoelektrophoretisch 4Rt sich eine
signifikante Vermehrung der IgG, IgA und IgM feststellen. Die Gesamtzellzahl ist
bei nicht ganz der Halfte der Falle leicht erhéht, wahrend das Vorkommen von
Plasmazellen bei den meisten Falle beobachtet wird.
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2 Aufgabenstellung

Zu Beginn dieser Arbeit sollte nachgewiesen werden, dal3 die Astrozyten im
Gehirn das Apolipoprotein E synthetisieren. Da dieser Nachweis aufgrund der
geringen Konzentration des ApoE im Zelliberstand schwierig war, wurden die
weiteren Untersuchungen mit Liquor cerebrospinalis durchgefiihrt. So sollten die
im Liquor vorkommenden Apolipoproteine, ApoE, ApoJ sowie Apo(a),
charakterisiert und funktionelle Zusammenhange aufgezeigt werden.

Im Serum sind die Apolipoproteine Bestandteile der Lipoproteine. lhre
Konzentrationen beeinflussen somit oftmals direkt den Fettstoffwechsel und damit
die Gesundheit des Menschen. Da im Liquor keine vergleichbaren Lipoproteine
existieren, stellte sich die Frage nach dem Vorkommen und der Aufgabe der
Apolipoproteine. Die These, ob die Apolipoproteine im Liquor ebenfalls zusammen
in Partikeln vorkommen, wurde hier untersucht. Uber die Konzentration oder den
Phanotyp der Apolipoproteine kénnten Rickschlisse auf neurodegenerative
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Multiple Sklerose gezogen werden.

Bekannt ist, dal’ die ApoE-Phanotypvariante 4/4 gehauft bei Patienten mit Morbus
Alzheimer und die Phanotypvariante ApoE 2/2 gehauft bei Hundertjahrigen zu
finden ist. Dies zeigt, wie der Phanotyp eines Apolipoproteins eine Erkrankung
bzw. einen Zustand des betreffenden Kérpers beeinflussen kann.

Da sich solche Zusammenhénge erst nachweisen lassen, wenn der Normalwert
des betreffenden Apolipoproteins bekannt ist, wurde in dieser Arbeit der
Standardwert fir die untersuchten Parameter ApoE, Apo(a), ApoJ sowie Apo(a)/E
und ApoJ/E bestimmt.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
diagnostischen Wertigkeit der Bestimmung von Protein Tau im Liquor
cerebrospinalis bei Patienten mit nicht laborchemisch zu sicherndem Verdacht auf
Multiple Sklerose (MS bzw. Enzephalomyelitis disseminata), laborchemisch und
klinisch gesicherter MS (Nachweis oligoklonaler IgG im Liquor) und verschiedenen
anderen degenerativen neuronalen Erkrankungen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Die in dieser Arbeit untersuchten Blutproben stammten von Patienten, die im
Labor fir Angewandte Biochemie, Universitatsklinikum Frankfurt am Main ein
Lipidprofil erstellt bekamen. Die Liquorproben und dazugehérigen Serumproben
kamen vom Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Universitatsklinikum Carl Gustav Carus der Technischen Universitat Dresden
sowie dem Zentrum der Neurologie und Neurochirugie des Universitatsklinikums
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt.

Die Tumorgewebe zur Isolation der Astrozyten wurde uns von der Neurochirugie
des Universitatsklinikums Frankfurt sowie der Neurochirugie des Offenbacher
Stadtkrankenhauses zur Verfiigung gestellt.

Fur die Bestimmung des Protein Tau wurden Liquorproben aus Frankfurt und
Dresden untersucht. Durch das Mischen dieser zwei Quellen war es erst moglich,
17 Patienten mit MS-Verdacht, jedoch ohne Synthese oligoklonaler IgG im Liquor
(Reiber-Klassen: 1 und 2, in IEF kein Nachweis oligoklonaler IgG), 13 Patienten
mit klinisch-chemisch gesicherter MS (Reiber-Klassen: 3 und 4, in IEF Nachweis
oligoklonaler IgG) sowie 9 Patienten mit verschiedenen degenerativen ZNS-
Erkrankungen (Reiber-Klassen: 1 und 2, in IEF kein Nachweis oligoklonaler IgG)
zu erhalten.

3.2 Material

ax-Macroglobulin*, Sigma (M-7151), Deisenhofen

4-Chloro-1-naphthol, Sigma, Deisenhofen

AG 501-X8; BioRad, Miinchen

Anti-Apolipoprotein B-Peroxidase, human; Boehringer, Mannheim

Anti-Apolipoprotein E human, monoclonal, Maus; Quartett (0650 2054), Berlin

Anti-Apolipoprotein E Serum human, Ziege, ICI-Rolf Greiner Biochemica (404G),
Flacht

Anti-Apolipoprotein J, Ziege; Biodesign (K59198G), Asbach

Anti-Goat-Biotin, Vector Laboratories / Camon Labor-Services, Wiesbaden

Anti-Goat-PO, BioRad, Minchen

Anti-Human Lp(a) Antiserum; Schaf, Immuno (4845012), Heidelberg

Anti-Mouse-lg-Peroxidase, Schaf, Boehringer, Mannheim (1047 523)
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Anti-Sheep-PO, Rabbit, Vector, BA 6000, Camon, Wiesbaden

BSA, Fraktion V; Serva (11930), Heidelberg

Cfol, Boehringer, Mannheim

Collagenase, Sigma (C-0130), Deisenhofen

Dithiotreitol, Merck, Darmstadt

DNAse, Sigma (D-4527), Deisenhofen

FKS, PAN

Hybond ECL, Nitrocellulose Membran; Amersham Life Science, Braunschweig

Immobiline Dry Plates, pH 4-7; Pharmacia LKD, Freiburg

Innotest hTau Antigen — Elisa, Innogenetics (K-1032/95 04 28)

Leupeptin, Boehringer, Mannheim (1 017 101)

Lipoprotein (a)-Standard, human, Mensch, (1410 962) Boehringer, Mannheim

Neural Cell Typing Set, Boehringer, Mannheim (1444 638)

Neuraminidase, (Arthrobacter ureafaciens), Boehringer, Mannheim

Neuraminidase, (Clostridium perfringens), Sigma, Deisenhofen

Neuraminidase, (Vibrio cholerae), Sigma, Deisenhofen

OPD, Merck, Darmstadt

Pefabloc SC, Boehringer, Mannheim (1 429 868)

Penicillin/Streptomycin, Gibco (061-05145), Eggenstein

PMSF (Phenylmethylsulfonyl-Fluorid), Boehringer, Mannheim (236 608)

Polyathylenglycol, (Quantolip HDL), Immuno AG, Heidelberg

Polyvinyldifluoridmembran, PVDF, Immobilon, Millipore, Neu Isenburg

Polyvinylpyrrolidon, Merck, Darmstadt

Protein Tyrosin-Phosphatase, Boehringer, Mannheim

QIAamp Tissue Kit, QIAGEN, Hilden

Quantolip HDL (HDL,/HDL3), Immuno, Heidelberg

Nitrocellulose Membran, Amersham, Braunschweig

RPMI-Pulvermedium, Gibco (51800-035), Eggenstein

Sarcosyl, Sigma, Deisenhofen

Seakem Le Agarose, FMC Bio Products

Servalyt pH 4-7, Serva, Heidelberg

Sigma FAST (DAB Peroxidase Substrate Tablet Set), Sigma (D-4293),
Deisenhofen

Sulfatase, (Abalone Entrails) Typ VII, Sigma, Deisenhofen

Tag-Polymerase, Pharmacia, Freiburg

TC Chamber Slides, Nunc (177429), Wiesbaden

Trasylol 100 000 KIE, Bayer, Leverkusen

Tween 20 = Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate; Sigma (P-1379),
Deisenhofen
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Ultrapure Agarose BRL, GIBCO BRL, Eggenstein

Ultrodex, LKB, Gréafelfing

Vectastain ABC-Kit-Peroxidase Standard, Camon, Wiesbaden

Vectastain ABC-Peroxidase Farbekit; Camon (PK 4000), Wiesbaden

Western Blot Chemiluminescence Reagent, NEN Life Science Products
(NEL102), Dreieichenhain

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien kamen aufRer den oben
aufgefiihrten von den Firmen Pharmacia (Freiburg), Roth (Karlsruhe) oder Sigma
(Deisenhofen).

3.3 Methoden

3.31 Zellkultur

3.3.1.1 Isolation der Zellen aus Tumorgewebe

Um eine Primarkultur von humanen Astrozyten anlegen zu kénnen, wurden die
Zellen aus einem Astrozytom isoliert. Beim Verdacht eines Astrozytoms wurde das
Tumorgewebe wéahrend der OP in RPMI-Medium gegeben und moglichst steril bis
zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

AnschlieRend wurde das Gewebe unter sterilen Arbeitsbedingungen mit einem
Skalpell zerkleinert und pro Gramm Gewebe wurden 10 ml Verdauldésung
zugegeben.

Verdauldsung
100 ml RPMI (ohne Zusatze)
0,14 % Collagenase
0,01 % DNAse

Der Ansatz wurde zwei Stunden im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
wurde der Uberstand durch eine Kompresse filtriert und bei 1000 U/min zentrifu-
giert. Das Pellet enthielt die isolierten Zellen, die dann in RPMI im Inkubator bei
37°C, 95 % Feuchtigkeit und 5 % CO in Kultur genommen wurden.

3.3.1.2 RPMI-Medium

10,42 g Pulvermedium
2 g NaHCOs3
ad 900 ml H,O
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Nachdem die Pulver vollstandig gelost waren, wurde die Flissigkeit steril filtriert.
Vor Gebrauch wurden 10 % inaktiviertes FKS (50 ml/500 ml) sowie 10.000 U/ml
Penicillin und 10.000 pg/ml Streptomycin pro 500 ml Medium zugegeben.

3.3.1.3  Hitzeinaktivierung des Kélberserums

Das FKS wurde zum Inaktivieren im Wasserbad fiir 30 min auf 56°C erhitzt.

3.3.1.4  Neural Cell Typing Set

Gewebekulturen aus dem Zentralnervensystem kénnen mit Hilfe immunzytochemi-
scher Methoden typisiert werden. Dabei werden die Zellen, die ein typisches
Epitop exprimieren, angefarbt. Das hier verwendete Neural Cell Typing Set
beinhaltet die fur derartige Typisierungen am haufigsten eingesetzten
monoklonalen Antikorper.

Zelltyp Antikbrper gegen
NF160 GFAP GalC Vimentin | Fibronectin
Neuronen + - - - -
Astrozyten - + - + -
Oligodendrozyten - - + - -
Fibroblasten - - - + +

Tabelle 6: Spezifitat der im Neural Cell Typing Set beinhalteten monoklonalen Antikdrper
(Boehringer Mannheim)

Die zu typisierenden Zellen wurden auf TC Chamber Slides (Nunc, Wiesbaden)
aus TPX (Kunststoff-Copolymer) bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nach dem
gleichméafigen Bewachsen der Deckglaser wurden die Kulturen vorsichtig in PBS
gewaschen. Zur Fixierung von Kulturen, die mit Anti-NF160, Anti-Vimentin, Anti-
GFAP oder Anti-Fibronectin gefarbt werden sollten, wurden die Deckglaser 10 min
bei -20°C in vorgekuhltem Methanol inkubiert. Kulturen, die mit Anti-GalC gefarbt
werden sollten, wurden 10 min bei -20°C in vorgekuhltem Ethanol mit 5%
Essigsaure (v/v) inkubiert. Anschliel3end wurden alle Deckglaser 3 x 3 min in PBS
mit BSA, 0,1 % (w/v) gewaschen. Danach wurden je 10 pl der Antikdrper-Lo6-
sungen auf die Zellen getropft, 30 min bei RT inkubiert und wiederum 3 x 3 min in
PBS mit 0,1 % BSA gewaschen. Jetzt wurden die Kulturen mit dem Anti-Maus-Ig-
PO-Antikorper beschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde 3 x 3 min
in PBS mit 0,1 % BSA gewaschen.

Die Farbung erfolgte nun Uber die an dem Zweitantikdrper gebundene Peroxidase.
Sigma Fast DAB (3,3 -Diaminobenzidine) Tabletten enthalten ein sich fest an die
Zelle bindendes Substrat fur den Nachweis einer Peroxidase-Aktivitat.
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Peroxidase + 2 H,O, - O, + 2 H,O
O, + DAB - unlésliche braun-schwarze Verfarbung

Je eine DAB- und eine Hydrogen-Peroxid-Tablette wurden auf RT gebracht und
zusammen in 5 ml Aqua dest. unter starkem Schutteln gelést. 0,5 ml dieser
Losung wurden auf ein Deckglas gegeben. Die Farbung wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert und durch vorsichtiges Waschen mit PBS gestoppt.

3.3.2 Ultrazentrifugation

Bei der Lipoproteinultrazentrifugation erfolgt die Trennung des Probenmaterials
aufgrund der Zentrifugalkraft, die dieses bei der kreisformigen Bewegung mit
konstanter Winkelgeschwindigkeit erfahrt. Die dabei auftretende Beschleunigung
hangt stets von der Winkelgeschwindigkeit bzw. der Umdrehungszahl und dem
Radius des Rotors ab. Methodische und technische Einzelheiten zur
Ultrazentrifugation von Lipoproteinen werden ausfuhrlich in den Arbeiten von
Lindgren 1975 und Kostner 1975 erértert. Da Plasmalipoproteine eine geringere
hydratisierte Dichte als die ubrigen Plasmaproteine aufweisen, wird zu ihrer
Trennung die Flottationsultrazentrifugation angewandt (Schumaker et al. 1986).
Durch die langen Zentrifugationszeiten und die hohen Zentrifugalkrafte kommt es
zu Verédnderungen der Plasmalipoproteine infolge mdglicher Interkonversion,
Apoproteinverlust und Oxidation (Kunitake et al. 1982). Die Flottation der
Lipoproteine erfolgt schneller als die Sedimentation der Gbrigen Plasmaproteine.
Fur die Ultrazentrifugation von Lipoproteinen hoherer Dichte missen zunehmend
langere Zentrifugationszeiten gewahlt werden, da deren Abtrennung von
Serumproteinen (insbesonders Albumin) immer langsamer erfolgt (Schumaker et
al. 1986). Da Dichte und Viskositat des aufzutrennenden Materials von dessen
Temperatur abhangig sind, wird die Temperatur wahrend der Zentrifugation
konstant gehalten.

Die Auftrennung erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Ultrazentrifuge Beckman L-8 (Miinchen)
Rotor Kontron TFT 45.6 (Minchen)
Umdrehungszahl 44 000 min™

RZB ca. 2,3 10° g min

Laufzeit 18 Stunden

Rotortemperatur 15°C

Dichteeinstellung bei 20°C

Zentrifugenréhrchen aus dickwandigem Polycarbonat

Tabelle 7: Angaben zur Ultrazentrifugation
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Durch Zugabe von NaBr wurde die Dichte eines Liquorpools auf 1,23 kg/l erhdht.
Die Uberprifung der Dichte erfolgte mittels eines digitalen DichtemeRgerates
(Paar DMA 55). Dieses Gerat arbeitet nach der Biegeschwingermethode. Die
Durchfihrung der Messung und methodische Details sind bei Kratky et al. 1973
beschrieben und werden hier nur kurz zusammengefal3t:

Grundlage dieser Methode ist ein in einer temperierbaren Kammer gelegener U-
formiger Biegeschwinger aus Glas, der elektronisch zu einer ungedampften
Schwingung angeregt wird. Die beiden Federelemente des Schwingers werden
durch dessen Schenkel gebildet. Senkrecht zu deren Ebene steht die
Schwingungsrichtung. Die Eigenfrequenz des Schwingers wird durch dessen
Masse beeinflul3, die sich andert, wenn sich die Probe im Schwingerrohr befindet.
Ist das schwingende System mindestens bis zu dessen ruhenden Schwingknoten
an den Einspannstellen gefillt, so nimmt ein genau definiertes Probenvolumen an
der Schwingung teil. Folglich kann die durch die Anderung der Masse des
Systems bewirkte Anderung der Eigenfrequenz in Bezug zur Dichte der Probe
gesetzt werden. Es ergibt sich folgende Gleichung mit der die Dichte der Probe
berechnet werden kann:

d = (T-B)/A

d = Dichte der Probe
A und B = Geratekonstanten
T = Schwingungsdauer des Systems

Die in der Gleichung auftretenden Konstanten A und B werden durch Eichung mit
Substanzen bekannter Dichte (Luft und Wasser) ermittelt und in den
Geratespeicher eingegeben. Danach errechnet das Gerat automatisch die Dichte
der injizierten Losung und gibt diese digital an.

3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei dieser Elektrophoresetechnik wird die Eigenladung der Proteine durch die
negative Ladung der SDS (Natriumdodeclysulfat)-Molektle maskiert. Das
Massenverhaltnis von SDS zu Protein ist konstant und somit auch das Verhaltnis
von negativer Ladung zur Masse. Die Proteine besitzen daher alle die gleiche
Ladungsdichte und werden im elektrischen Feld auf ihrer Wanderungsstrecke zur
Anode hin nur aufgrund ihrer MolektlgroRe durch den Mokekularsiebeffekt der
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Polyacrylamidmatrix aufgetrennt. In der homogenen Matrix ist die Beweglichkeit
der Proteine eine lineare Funktion des dekadischen Logarithmus ihrer relativen
Molekilmassen (Cooper 1981).

In dieser Arbeit fand die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) Anwendung, die sich durch eine Zweiteilung
des Gels in eine groRRporige Sammelzone und eine feinporige Trennzone mit
unterschiedlichen Puffersystemen auszeichnet. Das Trenngel kann mit
einheitlicher Porengréf3e oder als in weiten Grenzen variierbarer, kontinuierlicher
Gradient mit zunehmender Acrylamid-Konzentration in Laufrichtung gegossen
werden. Um eine maximale Trennschéarfe der Proteinbanden zu erreichen, wurden
in dieser Arbeit Trenngele mit einem 3 - 15 %igen Gradient fur die Auftrennung
von Zellkulturiiberstdnden der Astrozyten und einem 5 - 15 %igen Gradient fur die
Auftrennung der Doppelbanden, die beim Abbau des ApoE entstehen, verwendet.
Die Zuordnung der Proteinbanden zu ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe
von Mokekulargewichststandards bzw. aufgetragenen Standards des gesuchten
Proteins.

3.3.3.1 Stammldésungen

Acrylamid-Bis (30:0,8) 30 g Acrylamid + 0,8 g Bisacrylamid ad 100 ml
H,O
1,5 % Ammoniumpersulfat 0,15 g Ammoniumpersulfat ad 10 ml H,O
(APS)
10 % SDS 10 g SDS ad 100 ml H,O
Trenngelpuffer 3 M Tris-HCL (pH 8,8)
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCL (pH 6,8)
10fach Kammerpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % SDS
pH 8,3
1fach Kammerpuffer 10fach Kammerpuffer entsprechend verdiinnen
80 % Saccharose 80 g Saccharose auf 100 ml H,O

3.3.3.2 Trenngel

Zur Herstellung eines Gradienten im Trenngel werden zwei Ldsungen mit
unterschiedlichem Gehalt an Acrylamid-Bis benotigt. Die Lésung mit dem hohen
Acrylamidanteil, die schwere Ldsung, enthalt Saccharose als Zusatz, um den
Gradienten, wahrend des Giel3vorgangs zu stabilisieren.
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Da Sauerstoff die chemische Polymerisation behindert, wurden beide Losungen
im Vakuum entgast, anschlieRend wurden 10 pul TEMED als Initiator der
Vernetzung zugegeben und das Gradientengel mit einer FluRBrate von 3 ml/min
gegossen.

3.3.3.2.1 Leichte Lésungen

Gellésung 5 % Gellésung 3 %

Acrylamid 5 ml Acrylamid 3 mi
Trenngelpuffer 3,75 ml Trenngelpuffer 3,75 ml
10 % SDS 0,3ml 10 % SDS 0,3ml
1,5 % APS 0,7 ml 1,5 % APS 0,7 ml
H.O 20,25 ml H.O 22,25 ml

3.3.3.2.2 Schwere L6sung

Acrylamid-Bis 12,5 ml
Trenngelpuffer 3,75 ml

10 % SDS 0,3ml
1,5 % APS 0,7 ml
Saccharose 45¢
H.O 12,75 ml

3.3.3.3 Sammelgel

Acrylamid-Bis 2,5ml
Sammelgelpuffer 5 ml

10 % SDS 0,2 ml
1,5 % APS 1ml
H.0O 11,3 mi

Nachdem die Gelmischung entgast worden war, wurden 15 pul TEMED
hinzugegeben und das obere Gel gegossen.

3.3.3.4  Probenvorbereitung

Im allgemeinen wurden ca. 5— 10 pg des Proteins aufgetragen, bei komplexen
Proteingemischen bis zu 100 pg des Proteins. Der Probenpuffer bestand aus
2,5 ml Sammelgelpuffer, 4 ml 10 % SDS, 2,5 ml 80 % Saccharose und 0,308 g
Dithiothreit sowie 1 ml 0,04 % Bromphenolblau. Das Bromphenolblau diente als
Indikator fur die Wanderungsgeschwindigkeit der ,schnellsten* Proteine.
Probenpuffer und Probenmaterial wurden zu gleichen Teilen gemischt. Mit einer
feinen Kanile wurden die Proben in die vormodulierten Geltaschen aufgetragen.
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3.3.3.5 Elektrophoresebedingungen

Die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in der Vertikalgelkammer Protean Il
von Biorad, Munchen durchgefuhrt. Bis der Bromphenolblaumarker die Grenze
zum Trenngel erreicht hatte, wurde eine konstante Stromstarke von 15 mA/Gel
angelegt. Danach betrug die Stromstarke 30 mA/Gel bis die Bromphenolblau-
Lauffront das Ende des Gels fast erreicht hatte.

3.34 Western Blot

Bei dieser Technik wurden Proteine aus einem SDS-Gel durch Wanderung im
elektrischen Feld auf eine immobilisierte Membran Ubertragen. Die Membran
befand sich anodenseitig, da die mit negativer Nettoladung versehenen Proteine
zur Anode wandern.

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde 30 min in dem Transferpuffer aquilibriert. Als
Transfermembran diente eine Nitrozellulosemembran (Porengréf3e 0,45 pm).
Filterpapier und Schwamme wurden vor der Benutzung in die Pufferlosung
getaucht. Beim Zusammenbau des Blot-Pakets muldte darauf geachtet werden,
dal3 keine Luftblasen mit eingeschlossen wurden. Das Blot-Paket wurde nach
folgendem Schema zusammengesetzt:

Kathodenseite

Schwamm

drei Lagen Filterpapier
SDS-Gel
Membran

drei Lagen Filterpapier
Schwamm

Anodenseite

Dieser Aufbau wurde in die mit Transferpuffer gefllte Blottingkammer gehéangt.
Der Bottingvorgang erfolgte innerhalb von drei Stunden bei einer elektrischen
Spannung von 70 V und einer Stromstrarke von ca. 250 mA. Eine Wasserkihlung
verhinderte die Erwadrmung der Apparatur.

Nach Abschlul3 des Transferprozesses wurde die Membran Uber Nacht in die
Blockierlésung gelegt, um die freien Bindungsstellen der Membran zu blockieren.
3.3.4.1 Lo6sungen

Transferpuffer
10 mM TRIS
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40 mM Glycin
20 % Methanol
ad 31 H,0

pH 8,3

Blockierlésung: 10 % BSA
50 g Rinderserumalbumin
in 500 ml TRIS-Puffer

TRIS-Puffer
10 MM TRIS pH 7,5
25 mM NaCl
2 mM CaCl,

3.34.2 Detektion des Blots

An der Membran waren alle in dem Gellauf aufgetrennten Proteine gebunden. Die
Membran wurde jetzt mit dem Antikdrper gegen ApoE detektiert, um
nachzuweisen, welche Proben ApoE enthalten hatten.

Nach zweimaligem Waschen (jeweils finf Minuten mit TTBS-Puffer) erfolgte eine
einstindige Inkubation mit einer Anti-ApoE enthaltenden Antikdrperlésung (1:800
v/v). Nach erneutem zweimaligem Waschen (je 5 Minuten TTBS) wurde tber 30
Minuten mit einer biotinylierten Anti-Ziege-IgG Antikorperlosung (1:250 v/v)
inkubiert und danach wiederum zweimal mit TTBS gewaschen. Im néachsten
Schritt erfolgte Gber 30 Minuten die Konjugation mit dem Avidin-Biotin-HRP-
Komplex (Vectastain ABC). AnschlieRend erfolgte nach nochmaligem Waschen
mit TTBS und Abspulen mit TBS die Farbreaktion durch Zugabe der Farbel6sung
2. Bei ausreichender Intensitat des sich anfarbenden Bandenmusters wurde die
Farbreaktion durch Abkippen der Lésung und Absplilen mit Wasser gestoppt.

3.35 Lésungen

TBS-Puffer
20 mM Tris, pH 7,5
0,5 M NacCl
0,1 g/l Thimerosal

TTBS-Puffer
TBS-Puffer mit 0,05 % v/v Tween 20
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Antikdrperlésung
TTBS supplementiert mit 10 g/l Gelatine

Avidin-Biotin-HRP-Komplex (Vectastain ABC)
40 ml Antikérperlésung
8 Tropfen Reagenz A (Avidin DH)
8 Tropfen Reagenz B (biotinylierte Meerrettich-Peroxidase)

Farbeldsung 1
20 mg 4-Chloro-1-naphthol
40 ml Methanol (eiskalt)

Farbeldésung 2
30 % w/w H->0»

200 ml TBS
+
40 ml Farbelosung 1
3.3.6 Proteinbestimmung mit der Biuret-Reaktion

Um die Proteinkonzentration der auf die Polyacrylamidgele aufzutragenden
Proben bestimmen zu kénnen, wurde die Proteinbestimmung nach Biuret
verwendet. Sie liefert sehr schnell, aber wenig genaue Messungen. Die Struktur
des Farbkomplexes ist bisher nicht exakt bekannt. Man nimmt an, dal3 eine
Komplexierung des Kupfers mit den Peptidbindungen des Proteins und mit den
Tyrosin-Resten in alkalischer Losung stattfindet (Cooper 1981).

3.3.6.1  Durchfuhrung
Ein Milliliter der Proteinlésung bzw. 100 pl + 900 pl H20 werden mit 4 ml Biuret-
Reagenzl6sung versetzt und kréftig durchgemischt. Der Ansatz wurde 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der Absorption der Probe erfolgte bei
der Wellenlange 540 nm.

Nach diesem Prinzip wurden Proben mit bekannter Proteinkonzentration
gemessen und aus diesen eine Eichkurve erstellt. Den Proteingehalt einer
unbekannten Probe kann man nun aus dieser Eichkurve ablesen.

3.3.6.2  Herstellung des Biuret-Reagenz

1,59 CuSO4 * 5 H,0
6,0 g Natrium-Kalium-Tartrat
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wurden in 500 ml Aqua dest. gelost. AnschlieRend wurden unter starken Rihren
300 ml 10 %ige NaOH (w/v) zugegeben. Die Losung wird nun auf ein Liter mit H,O
aufgefullt (Cooper 1981).

3.3.7 Stimulation der ApoE-Produktion

3.3.7.1 LDH-Bestimmung

Zentrallabor Uniklinikum Frankfurt; Nephelometrische Methode

3.3.7.2  Aktivieren von a,-Makroglobulin*

1 mg/ml ax,-Makroglobulin* wurde eine Stunde mit 200 mM Methylamin inkubiert
und anschlieend gegen PBS dialysiert und steril filtriert (PorengréfRe: 0,22 um).

3.3.7.3  ApoE-Genotypisierung

Fur die Genotypisierung eines Proteins mul3 die Geninformation des Proteins
mittels PCR vermehrt werden. Dazu synthetisiert man den Bereich, in dem sich
der nachzuweisende Polymorphismus befindet. In diesem Ansatz wurden folgende
Primer verwendet:

V5: upstream Primer (nach Hixon und Vernier 1990)
5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A 3868-3885
V8: downstream Primer (nach Wenham et al. 1991)
5"-ACA GAATTC GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCC A 4079-4095

Mit diesen Primer kann der fir den ApoE-Polymorphismus wichtige Bereich des
ApoE-Gens einschlief3lich der Codone 112 und 158 amplifiziert werden.

Nach folgendem Rezept wurde die PCR angesetzt:
45 pl Mastermix
5ul DNA
2 Tropfen Ol
0,5 ul Tag-Polymerase

Dabei setzte sich der Mastermix folgendermafl3en zusammen:

1,5mM MgCl,
10 % DMSO
35 % Detergens
50 mMM/ANTP  dNTP-Mix
100 ng Primer V5

100 ng Primer V8
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in Cetus lI-Puffer.

Cetus |I-Puffer

500 mM KCI
100 mM Tris-HCI
pH 8,3

Der PCR-Ansatz wurde ohne die Tag-Polymerase pipettiert, fir 10 min auf 56°C
erhitzt und anschliel3end die Tag-Polymerase zugegeben. Nach diesem Hot Start
lief die PCR nach folgendem Programm weiter:

95 °C 1 min Denaturierung
60 °C 1 min Anneling 30 Zyklen
70 °C 2 min Extension

3.3.7.4 PCR-Kontroll-Agarose-Gel

In der PCR wurde ein 244 bp grol3es Fragment synthetisiert. Dies laf3t sich mit
einem 2 % Agarosegel in TAE-Puffer und mit Hilfe einer 100 bp-Leiter gut
nachweisen. Fiur das Kontrollgel wurden 8 pl PCR-Produkt mit 2 pl Probenpuffer
vermischt und auf das Gel aufgetragen. Das Gel lief bei 50 Volt fiir ca. 45 min.

Probenpuffer
50 mM Tris-HCI ph 7,6

50 mM EDTA

0,5 % SDS

0,1 % Bromphenolblau
40 % Saccharose

Marker T2 Serum

-

Abbildung 2: PCR-Kontrollgel
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Abbildung 2 zeigt die Kontrolle der PCR einer Tumorprobe (T2) und einer
Serumprobe. Der Marker ist die 100 bp-Leiter, d.h. die unterste Bahn entspricht
100 bp, die nachste 200 bp usw. Man erkennt deutlich, dal3 das amplifizierte
Produkt zwischen der 200 bp und der 300 bp groRen Bande des Markers lauft. Die
GroRRe des Zielfragmentes betrug 244 bp. Die PCR hat folglich das richtige
Produkt amplifiziert.

3.3.7.5 Verdau

Die erfolgreich synthetisierten ApoE-Genfragmente wurden mit Cfo | verdaut.
Dieses Restriktionsenzym erkennt eine Schnittstelle an der folgenden

Tetranukleotidsequenz:
5 -GCGOC -3
3 -COGCG -5

Durch den Austausch von Cystein (TGC) zu Arginin (CGC) entsteht eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzyms Cfo |. Durch dieses Einfiigen von
Schnittstellen ergibt sich fir jeden Genotyp ein typischen Fragmentmuster:

ApoE Fragmentgr63e (bp) FragmentgroRe (bp)
um Position 112 um Position 158
4/4 19 72 35 48
3/3 91 35 48
212 91 83
213 91 35 48 83
2/4 19 72 91 35 48 83
Yy 19 72 91 35 48

Tabelle 8: Zu erwartende Fragmente nach dem Cfo I-Verdau (Hixon et al. 1990)

16 pl des PCR-Ansatzes wurden mit 2 pl des Enzympuffers L der Firma
Boehringer Mannheim vermischt. Anschlielend wurden 2 pl des Enzyms Cfo |
zugegen und der Ansatz tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.3.7.6  ApoE-Gel

Die durch den Cfo I-Verdau entstandenen Fragmente wurden auf einem kleinen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Es wurde ein natives 12,5 % PAA-Gel in TBE-Puffer
gegossen und 20 ul der mit 4 pl Probenpuffer versetzten Probe aufgetragen.

12,5 % native PAA-Gelldsung
25 ml 50 % Acrylamid (29 g Acrylamid + 1 g Bis ad 60 ml Wasser)
10 ml 10fachTBE
65 ml H,O
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10fach TBE-Puffer
520 mM Tris
140 mM Borsaure
1 mM EDTA pH 8,0

3.3.7.6.1 Gelansatz

10 ml PAA-Gellésung
100 ul APS
10 ul TEMED

3.3.7.6.2 Laufbedingungen

Die Proben wurden bei ca. 110 Volt aufgetrennt und kurz bevor die Lauffront das
Ende des Gel erreicht hatte, wurde der Lauf beendet.

Das Gel wurde auf dem Schuttler fir 30 min in 10 % Ethidiumbromid-TBE-L&sung
angefarbt. Anschlieend wurde der Hintergrund des Gels fur 5 - 10 min in H,O
leicht entfarbt.

2/2 M arker

3/3 4/2 '4/3 3/2 4/4
_hmDHJal-—u‘”
l . i. | '
A
r
=

= w

Abbildung 3: ApoE-Genotypisierung
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In  Abbildung 3 sind die verschiedenen existierenden ApoE-Phanotypen
aufgetragen. Man erkennt deutlich das jedem Phanotyp ein individuelles
Bandenmuster zuzuordnen ist.

3.3.8 Apo(a)-Phanotypisierung

Nach der von Marcovina et al. 1993 und Kamboh et al. 1991 beschriebenen
Methode wurde die Apo(a)-Phanotypisierung aufgebaut.

3.3.8.1 Probenvorbereitung

20 ul einer Plasma-Probe wurden mit dem 10fach Probenpuffer versetzt, flunf
Minuten auf 100°C erhitzt und danach auf RT abgekuihlt.

10fach Probenpuffer
45 mM Tris, pH 8,2
1 mM EDTA
6 % SDS
2 % Glycerol
10 % B-Mercaptoethanol
0,2 % Bromphenolblau

3.3.8.2 Gelbereitung

Fur den Gellauf wurde ein 1,5 %iges Agarose Gel (15 x 25 cm) [Ultrapure Agarose
BRL] vorbereitet.

Gelpuffer
90 mM Tris

90 mM Borsaure
2 mM EDTA
0,1 % SDS

3.3.8.3 Gellauf

Die vorbereiteten 20 ul Probe wurden in die Geltasche pipettiert. Das Gel lief fur
drei Stunden bei 25 Watt und 4°C in folgendem Puffer:

Laufpuffer
45 mM Tris

45 mM Borsaure
2 mM EDTA
0,1 % SDS
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3.384 Elektroblot

Nach beendetem Lauf wurden die Proteine mit einem Elektroblot bei 30 V fiur
15 Stunden auf eine Nitrocellulose Membran (Porengréf3e 0,45 um) transferiert.

Blotting-Puffer
10 mM Tris
40 mM Glycin
5 % Methanol

3.3.85 Blockieren

Der Blot wurde fir mindestens 60 min in 2 % Milchpulverlésung (in PBS) bockiert
und anschlieRend zweimal fir 5 min in Waschpuffer gewaschen.

3.3.8.6 Detektion

Der Erstantikorper wurde 1:10000 in Blockierungslésung verdiinnt und der Blot
eine Stunde mit diesem Antikdrperansatz inkubiert. Der Blot wurde erneut zweimal
gewaschen und dann fir eine Stunde mit einem biotinilierten Anti-Schaf-Antikorper
(3:1000) versetzt. Im néachsten Schritt erfolgte Gber 30 Minuten die Konjugation mit
dem Avidin-Biotin-HRP-Komplex (Vectastain ABC). AnschlieRend wurde der Blot
zweimal mit Waschpuffer und einmal mit Waschpuffer ohne Tween gewaschen.
Jetzt wurde die Farbelésung Western Blot Chemiluminescence Reagent fir eine
Minute zugegeben, abgekippt und der Blot eingeschweil3t. Der Blot wurde in eine
Rontgenkassette geklebt und ein Rontgenfilm aufgelegt. Der Film wurde nach ca.
1 min, 5 min bzw. 15 min entwickelt.

3.3.8.7 LOsungen

Waschpuffer (PBS-Dulbecco)
0,15 M NacCl
0,3 mM KCI
10 mM Na;HPO,
1,5 mM KH,PO,

Waschlésung mit Tween
1 %Tween 20 in Waschpuffer

Antkérperlésung
10 % Gelatine in Waschpuffer

Avidin-Biotin-HRP-Komplex (Vectastain ABC)
40 ml Antikorperlésung
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8 Tropfen Reagenz A (Avidin DH)
8 Tropfen Reagenz B (biotinylierte Meerrettich-Peroxidase)

Farbelésung Western Blot Chemiluminescence Reagent

Je nach GroRe des zu detektierenden Blots wurden zwei gebrauchsfertig
vorliegende Ldsungen in einem in der Anleitung festgelegten Verhéaltnis gemischt
und sofort auf den Blot gegeben.

3.3.9 Enzyme linked immunosorbent Assays = ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Konzentrationen verschiedener
Apolipoproteine mit Hilfe von »Enzyme linked immunosorbent Assays« = ELISAs
bestimmt. Fur die Apolipoproteine E, B, (a) und den Apo(a)/E-Partikel handelte es
sich um nicht-kompetitive Tests. Der ELISA fur das Apolipoprotein (a) war ein
symmetrischer, da zum Binden und Detektieren derselbe Antikérper verwendet
wurde. Die ELISAs fur ApoE, ApoB und Apo(a)/E waren asymmetrisch, da
unterschiedliche Antikérper zum Einsatz kamen. Trotz dieses Unterschiedes und
der unterschiedlichen Antikorper verliefen die ELISAs nach dem gleichen Schema,
welches nachfolgend beschrieben ist.

Fur das Apolipoprotein J wurde ein nicht-kompetitiver ELISA mit direkter Beschich-
tung aufgebaut. Dies bedeutet, dal3 die Platte mit der Probe beschichtet wird und
dann uber den Antikdrper das Vorhandensein des gesuchten Proteins nachgewie-
sen wird.

Das Protein Tau wurde mit einem kommerziellen ELISA der Firma Innogenetics,
der hier extra beschrieben ist, bestimmt.

Enzym-markierter Enzym-markierter Detektor -
Destekton-Antikor per Antikorper 7u Determinante 1
& &

L .. -
=4 i
L

& £
= =
-y 3
3 et

=
Antikotper beschichtete Antikorper spezdisch fur
Platte Determinante ? auf der Platte

Abbildung 4: Sandwich-ELISA: (a) symmetrisch, (b) asymmetrisch (D.M. Kemeny 1994)
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3.3.9.1 ELISA-Aufbau

3.3.9.1.1 Apolipoprotein E

catcher antibody Anti-Apolipoprotein E Serum, human; 1:2000
ICI-Rolf Greiner Biochemica

1. detector antibody Anti-Apolipoprotein E human, monoclonal, Maus;
1:10000
Quartett

2. detector antibody Anti-Maus-Ig-PO, Boehringer Mannheim, 1:750

3.3.9.1.2 Apolipoprotein (a)

catcher antibody Anti-Human Lp(a) Antiserum; 1:500
Immunoscientific

detector antibody Anti-Human Lp(a) Antiserum-PO; 1:10000
Immunoscientific

3.3.9.1.3 Apolipoprotein B

catcher antibody Anti-Human Lp(a) Antiserum; 1:500
Immunoscientific

detector antibody Anti-Apolipoprotein B-PO, human; 1:200
Boehringer Mannheim

3.3.9.1.4 Apo(a)/E-Partikel

catcher antibody Anti-Human Lp(a) Antiserum; 1:500
Immunoscientific

1. detector antibody Anti-Apolipoprotein E human, monoclonal, Maus;
1:10000,
Quartett

2. detector antibody  Anti-Maus-Ig-PO, 1:750
Boehringer Mannheim

3.3.9.1.5 Apolipoprotein J

1. detector antibody Anti-Apolipoprotein J, polyclonal, Ziege; 1:210000
Biodesign

2. detector antibody Anti-Goat-PO, 1: 750
BioRad

3.3.9.1.6 ApoJ/E-Partikel

catcher antibody Anti-Apolipoprotein J, polyclonal, 1:2000
Biodesign

1. detector antibody Anti-Apolipoprotein E human, monoclonal, Maus;
1:10000
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Quartett
2. detector antibody  Anti-Maus-Ig-PO, 1:750
Boehringer Mannheim

3.3.9.2  ELISA-Durchfiuhrung

3.3.9.2.1 Coating und Blockieren der Platte

Der Catcher-Antikérper wurde, wie in der Ubersicht beschrieben, in Coating Puffer
verdinnt. Je 150 pl dieser L6sung wurden in ein Well pipettiert und tber Nacht bei
Raumtemperatur einwirken lassen.

Coating Puffer
17 ml Lésung A
8 ml Lésung B
auf 100 ml mit H,0 auffullen.

Losung A
0,2 M Na,COs3

Losung B
0,2 M NaHCO3;

Die Flussigkeit wurde aus der Platte entfernt, die Wells mit 200 pl Waschpuffer
gefullt und nach ca. einer Minute wieder entfernt. Dieser Waschschritt wurde
nochmals wiederholt. Anschlieend wurden 200 pl der Blockierungslosung in
jedes Well pipettiert und bei RT zwei Stunden inkubiert.

Waschpuffer (PBS-Dulbecco)
0,15 M NaCl
0,3 mM KCI
10 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,;POq4

Blockierungslésungen
1 % BSA in Coating Puffer (ApoE-Elisa)

3.3.9.2.2 Probenauftrag und Durchfihrung

Nachdem die Platte dreimal gewaschen war, wurden die nach Bedarf mit
Waschpuffer vorverdiinnten Proben aufgetragen.
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Nach einer zweistiindigen Inkubation wurde die Platte erneut gewaschen und
100 pl der Detektor-Antikdrper-Losung fur weitere zwei Stunden zupipettiert. Nach
erneutem Waschen wurde der teilweise notwendige zweite Detektor-Antikorper
zugegeben. Wenn bereits der erste Detektor-Antikdrper Peroxidase markiert war,
wurden 100 pl der 20 min vorher angesetzten Farbeldsung in jedes Well pipettiert.
Die Platte wurde dunkel gestellt und die Reaktion nach ca. 15 min nach visueller
Farbungskontrolle durch Zugabe von 100 ul 1 N H,SO, gestoppt. Anschliel3end
wurde die Platte im ELISA-Reader Titertek Multiskan MCC/340 bzw. Microscan
ELISA Reader (Bio-Rad) bei 490 und 630 nm gemessen und Uber das
dazugehorende Auswertungsprogramm die Konzentrationen berechnet.

Antikérper-Losung
Waschpuffer + 1 % Tween 20

Farbeldsung
0,02 g OPD
20 ml NaCitrat
4 ul H,0,

NaCitrat
0,01M NaCitrat pH5

3.3.9.2.3 Probenauftrag beim ApoJ-Elisa

Die Proben wurden zum Binden in die Wells der Platte pipettiert und tGber Nacht
bei RT inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Platte zweimal mit dem o.g.
Waschpuffer gewaschen. Danach wurde die Platte mit dem Blockierpuffer mit 1 %
BSA fur zwei Stunden blockiert, anschlielend zweimal gewaschen und der erste
Detektionsantikérper (Anti-ApoJ) in der Verdinnung 1:10000 fur zwei Stunden
zugegeben. Erneut wurde die Platte zweimal gewaschen und dann der zweite
Detektionsantikbrper in der Verdinnung 1:750 aufgetragen. Nach einer
Inkubationszeit von 60 min wurde die Farbelésung hergestellt. Die Farbung wurde
kontrolliert und nach ca. 15 min mit 1 N H,SO,4 gestoppt. Die Platte konnte jetzt bei
490 und 630 nm mit dem ELISA-Reader gemessen und die Konzentrationen der
Probe errechnet werden.

3.3.9.2.4 Auswertung

Fur jede Platte wurde eine Standardreihe pipettiert. Aus den so erhaltenen funf
Werten bekannter Konzentration, lie3 sich dann eine Standardkurve erstellen
(siehe Abbildung 5), mit deren Hilfe man den Proben eine Konzentration zuordnen
konnte.
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Abbildung 5: ELISA-Standardkurve

Die Proben wurden mindestens in Doppelwerten und teils auch in zwei
Verdinnungen aufgetragen, um Uber den Durchschnitt der so erhaltenen Daten,
die Konzentration zu errechnen.
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3.3.93 Protein Tau — Elisa

Die Bestimmung des Proteins Tau erfolgte mittels eines kommerziell erhaltlichen
(Firma Innogenetics) nach dem Sandwich-Prinzip aufgebauten ELISAs im Institut
fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Carl
Gustav Carus in Dresden.

In die mit einem monoklonalen Antikérper gegen Protein Tau (AT120)
beschichteten Wells wurden zunéchst jeweils 25 pl der zuvor gemischten
Liquorprobe (bzw. des Standards mit 75, 150, 300, 600 und 1200 pg/ml Protein
Tau bzw. Probendiluent fur Standardkurve bzw. Blank) und 75 pl Konjugatlésung 1
(zwei verschiedene biotinilierte monoklonale Antikérper gegen Protein Tau (HT7
und BT2) je Well pipettiert und die Platten tGber 24 Stunden bei RT inkubiert. Nach
viermaligem Waschen mit je 400 ul Waschlosung je Well wurden jeweils 100 pl
Konjugat 2 (Peroxidase-konjugiertes Streptavidin) zugegeben und nochmals Gber
30 min bei RT inkubiert. Die in dieser Zeit ablaufende Farbreaktion wurde durch
Zugabe von je 100 pl Stoplésung (2 N H,SO,) je Well beendet und direkt
anschlieBend die Extinktion des gebildeten gelben Farbstoffes bei einer
Wellenlange von 450 nm gemessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgte
Uber die bei der Messung mitgefuhrte Standardkurve.

Die bei diesem ELISA verwendeten Losungen waren als Fertiglésungen in dem Kit
enthalten. Uber ihre Zusammensetzung waren keine Angaben in der Anleitung
enthalten.

3.4 ApoE-Phanotypisierung

3.4.1 Typisierung von Plasmaproben

3.4.1.1 Probenvorbereitung

Die Bestimmung des Phéanotyps von ApoE erfolgte durch isoelektrische
Fokussierung im immobilisierten  pH-Gradienten und anschlieRendes
Immunoblotting. Im Rahmen der Probenvorbehandlung wurden 100 pl Plasma mit
200 pl Polyathylenglycol (Quantolip, Immuno) gefallt und der HDL-freie Uberstand
mit 2 ml Delipidierungslésung (Aceton:Ethanol 1:1, v/v) bei -20°C Uber zweimal
zwei Stunden extrahiert. Anschliel3end erfolgte eine nochmalige Extraktion der
Lipidanteile mit Diethylether Uber eine Stunde bei ebenfalls -20°C. Das nach
Zentrifugation erhaltene Proteinpellet wurde leicht getrocknet und anschlieRend in
400 pl Probenpuffer aufgenommen. Im weiteren Verlauf wurden 30 pl dieser
Losung mit 10 pl einer Suspension aus 40 mg/ml Ultrodex in Servalyt pH 4-7
versetzt und davon spéater 20 ul auf das Gel aufgetragen.
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3.4.1.2 Gellauf und Blot

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte unter Verwendung kommerziell
erhaltlicher Fertiggele (Immobiline Dry Plates, Pharmacia), die Gber zwei Stunden
mit einer Rehydrationslosung rekonstituiert wurden. Im Rahmen der
anschlieBenden isoelektrischen Fokussierung wurden jeweils 20 pl der mit
Ultrodex/Servalyt versetzten delipidierten Probe etwa einen Zentimeter von der
Kathode entfernt aufgetragen. Die Gele wurden danach unter Wasserkihlung
zunéchst eine Stunde bei 400 V und danach vier Stunden bei 5000 V fokussiert
(Desaphor HF Elektrophoresekammer, Desantronic 6000/100 Netzteil; Desaga).

Nach Ende der Fokussierung erfolgte der Transfer der Proben durch Kapillarblot
auf eine Polyvinyldifluoridmembran (PVDF). Dazu wurde das Gel zunachst fur
10 Minuten aquilibriert sowie die PVDF-Membran mit Methanol aktiviert und mit
destilliertem Wasser aquilibriert. Danach wurde die PVDF-Membran auf das Gel
aufgebracht, mit drei nassen und funf trockenen Filterpapieren sowie einer ca.
zwei Zentimeter dicken Schicht aus Papierhandtiichern und einer Glasplatte
belegt und Gber Nacht mit einem Druck von 7 g/cm2 geblottet.

3413 Detektion des Blots

Vor Beginn der Immundetektion wurde die PVDF-Membran zunéchst Uber zwel
Stunden mit Blockierlésung inkubiert, um unspezifische Proteinbindung zu
vermeiden. Nach zweimaligem Waschen (jeweils finf Minuten mit TTBS-Puffer)
erfolgte eine einsttindige Inkubation mit einer Anti-ApoE (aus Ziege) enthaltenden
Antikdrperlésung (1:800 v/v). Nach erneutem zweimaligem Waschen (je 5 Minuten
TTBS) wurde Uber 30 Minuten mit einer biotinylierten Anti-Ziege-lgG
Antikdrperlosung (1:250 v/v) inkubiert und danach wiederum zweimal mit TTBS
gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgte Gber 30 Minuten die Konjugation mit dem
Avidin-Biotin-HRP-Komplex (Vectastain ABC). AnschlieRend erfolgte nach
nochmaligem Waschen mit TTBS und Abspulen mit TBS die Farbreaktion durch
Zugabe der Farbelésung 2. Bei ausreichender Intensitat des sich anfarbenden
Bandenmusters wurde die Farbreaktion durch Abkippen der Losung und Abspilen
mit Wasser gestoppt.

3.4.2 Losungen

Rehydrationslésung
8 M Harnstoff
2 mM Tris
50 mM Dithiotreitol
0,2 % w/v Servalyt pH 4-7
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Aquilibrierung
120 mM Essigsaure
20 % Methanol v/v

TBS-Puffer
20 MM TRIS, pH 7,5
0,5 M NacCl
0,1 g/l Thimerosal

TTBS-Puffer
TBS-Puffer mit 0,05 % v/v Tween 20

Probenpuffer
40 mg/ml Ultrodex in Servalyt pH 4-7

Blockierldsung
TBS-Puffer supplementiert mit 10 g/l Polyvinylpyrrolidon

Antikdrperlésung
TTBS supplementiert mit 10 g/l Gelatine

Avidin-Biotin-HRP-Komplex (Vectastain ABC)
40 ml Antikérperlésung
8 Tropfen Reagenz A (Avidin DH)
8 Tropfen Reagenz B (biotinylierte Meerrettich-Peroxidase)

Farbeldsung 1
20 mg 4-Chloro-1-naphthol
40 ml Methanol (eiskalt)

Farbeldsung 2
30 % w/w H202

200 ml TBS
+
40 ml Farbelosung 1
3.43 Veranderungen fur Liquorproben

Die geringe Konzentration des ApoE im Liquor machte eine verstarkte
Ankonzentration des Materials erforderlich. Hierzu wurden 500 pl Liquor mit 5 ml
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eiskaltem Aceton versetzt, 30 Minuten im Gefrierschrank inkubiert und
anschlieRend 10 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde danach
wie eine Serumprobe nach der HDL-Fallung weiterbehandelt. Das nach der
Etherfallung gewonnene Pellet wurde in 100 pl des o.g. Probenpuffers
aufgenommen und der isoelektrischen Fokussierung zugefuhrt.

3.4.4 Verdau der Proben

Bei der Untersuchung der posttranslationalen Prozessierung wurden die fur die
Delipidierung notwendigen Mengen Liquor (500 pl) bzw. Serum (100 pl) Gber
Nacht bei 37°C mit 0.2 Units Neuraminidase bzw. 10 Units Tyrosin-Phosphatase
oder 10 Units Sulfatase inkubiert und anschlieRend der jeweils fur Liquor bzw.
Serum notwendigen Probenvorbereitung unterworfen. Der Verdau erfolgte dabei
mit folgenden Enzymen:

Neuraminidase Clostridium perfringens; a2,3-, a2,6-, oder
02,8- an Gal, GIcNAc, GalNAc, AcNeu,
GlcNeu, Oligosaccharide, Glycolipide,
Glycoproteine; Sigma

Vibrio cholerae; a2,3-2,3-, 02,6-, oder a2,8-
an Gal, GIcNAc, GalNAc, AcNeu, GlcNeu,
Oligosaccharide, Glycolipide, Glycoproteine;
Sigma

Arthrobacter ureafaciens; N- oder O-acyl-
Neuraminsauren a2,3-, a2,6-, oder a2,8- an
Gal, Hex, NAc, N- oder O-acylat
Neuraminsaurereste in
Oligosaccariden/Glycokonjugate oder
Colominic-Sauren; Boehringer Mannheim
Protein Tyrosin Phosphatase Yersinia enterocolitica; P-Tyr-
Protein/Peptide; Boehringer Mannheim
Sulfatase Abalone Entrails; Typ VII; Sigma

Tabelle 9: Verwendete Enzyme zum Abspalten der Sialobanden des ApoE
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Serum unverdaut
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Abbildung 6: Blot

Das quantitative Verhaltnis der verschiedenen Banden wurde nach dem Kopieren
des Blots auf Overheadfolien durch Scannen mittels Laserdensitometer (Ultrascan
XL, Pharmacia LKB) ermittelt.

3.5 Kreuzimmunelektrophorese

3.5.1 Ansatz

4 ml eines 1% Agarose (Seakem) und 2 % Dextran T70 haltigen Tris/Tricin-
Puffers wurden 10 min auf ca. 95°C erhitzt und dann im Wasserbad auf 45°C
abgekihlt. Nach Erreichen dieser Temperatur wurde der erste Antikorper
zugegeben. Die Antikorperlosung wurde auf eine 2 x 2 cm groRe Glasplatte
gegossen und konnte dort unbewegt erstarren. Dieses Gel wurde nun mittig geteilt
und eine Halfte entfernt. Anschlielend wurden 2 ml der zweiten Antikérperlésung

nach der o.g. Methode hergestellt und an die schon erstarrte Gelhélfte mit dem
Antikorper 1 gegossen.

3.5.2 Gellauf

Die Gelplatten wurden in die Kammer fir Immunelektrophoresen von Shandon,
UK gelegt. Mit drei tUbereinandergelegten, befeuchteten Filterpapieren wurde eine
Briicke fur den Stromfluld (Elektrodenbriicke) vom Gel zum Laufmittel hergestellt.
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Pro Gel konnten vier Proben in vorgestanzte Locher aufgetragen werden. Bei
6 mA/Gel wurden die Proben unter gekihlten Bedingungen fur 12 bis 18 Stunden
aufgetrennt.

3.5.3 Entwicklung und Farbung des Gels

Nach dem Lauf wurden die Gele mit einem Gewicht von ca. 100 g beschwert und
getrocknet. Danach wurden sie 60 min in 0,9 % NaCl, anschlieRend zwischen
Papier gelegt, gepref3t und ca. 15 min getrocknet. Dieser Wasch- und
Trockenvorgang wurde dreimal wiederholt. Danach wurde das getrocknete Gel 10
bis 20 min in eine 0,2% Coomassie-Losung gelegt. Zum Schlu3 wurde das
gefarbte Gel fur ca. 10 min in die Entfarber-Losung gelegt.

3.5.4 Losungen

1. Tris/Tricin-Puffer
38 mM Tricin
0,36 mM Calciumlaktat
pH 8,6 (pH mit 1 M Tris eingestellt)

2. Laufpuffer
Tris/Tricin-Puffer

3. 0,2 % Coomassie-Lésung
0,2 % Coomassie R
25 ml Methanol
8 ml Eisessig
67 ml Aqua dest

4. Entfarber-Losung
25 % Methanol
3% Eisessig

in Hzo
3.55 Konzentration der Antikorper
Name Konzentration 4 ml Gel 2 ml Gel
Anti-ApoE (poly) Goat 0,83 mg/ml 100 pl 50 pl
Anti-ApoJ (poly) Goat 1 mg/ml 40 pl 20 pl
Anti-Apo(a) (poly) Sheep | 0,9 mg/mi 20 pl 10 ul

Tabelle 10: Konzentration der Antikdrper in der Kreuzimmunelektrophorese
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3.6 Liquorparameter

Die Standardparameter des Liquors wie:

Gesamtprotein bis 0,460 g/l (Muser 1996)
Albumin bis 0.350 g/l (Muser 1996)
IgG 10 - 40 mg/l (Muser 1996)
IgA 1,5-6 mgl/l (Muser 1996)
IgM <1 mgll (Muser 1996)
Glucose ca. 50 — 60 % des Serumwertes (Reiber 1988)
Zellzahl bis 5/ul (Reiber 1988)

wurden von dem jeweiligen Liquorzentrallabor bestimmt und fir diese Arbeit nur
als Daten tUbernommen. So wurde zur Berechnung des Reiber-Quotienten die
Konzentration von IgG und Albumin in Liquor und Serum ermittelt (Behring
Nephelometer). Der Nachweis oligoklonaler IgG im Liquor erfolgte mittels
isoelektrischer Fokussierung und Silberfarbung (Phast-System; Pharmacia). Die
Bestimmung der Zellzahl wurde manuell mit Hilfe einer Zahlkammer durchgefihrt.

3.6.1 Reiber-Quotienten

Das heute wohl aussagekréaftigste Verfahren zur zahlenmafligen Erfassung von
intrathekal produzirten Immunglobulinen wurde 1987 von H. Reiber am
Neurochemischen Labor in Géttingen entwickelt. Die urspriinglich vorgeschlagene
graphische Darstellung von Qap gegen Qigc konnte mittels empirisch gewonnener
Liquorproteindaten verfeinert werden. Mit den zugehdrigen klinischen Daten und
Diagnosen fuhrt dies zu einer exakteren, mathematischen Formulierung
(Gleichung 1), deren graphische Darstellung den Grenzverlauf einer lokalen
Immunglobulinsynthese in  Abhangigkeit vom jeweiligen Schrankenzustand
beschreibt. Werte oberhalb der Q;m-Kurve deuten auf eine intrathekale
Immunglobulinsynthese (Muser 1996).

Qim = a/b (Q2ap + b)* —¢ (Gleichung 1)

Ein weiterer Vorteil der graphischen Darstellung liegt in einer schnelleren
Ubersicht (ber den Zustand der Schrankenfunktion und der lokalen
Immunreaktion. Durch die Korrelation der Liguorresultate mit ihren klinischen
Befunden konnten im Reiberschema vier, diagnostisch relevante Zonen festgelegt
werden (Reiber 1988):
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Abbildung 7: Liquor/Serum-Quotientendiagramm fiir IgG (Reiber et al. 1987)

Zone 1 normaler Liquorbefund

Zone 2 reine Schrankenfunktionsstérung

Zone 3 kombinierte Schrankenfunktionsstérung und entzindlicher
ZNS-Prozel}

Zone 4 reine entzundliche Reaktion

Zone 5 Entnahme- oder analytische Fehler

Das in Abbildung 7 dargestellt Liquor/Serum-Quotientendiagramm beschreibt den
Grenzverlauf einer lokalen Immunglobulinsynthese in Abhangigkeit vom jeweiligen
Schrankenzustand. Falle mit lokaler IgG-Synthese im ZNS liegen oberhalb der
dick gezeichneten Linie. Werte darunter kommen durch passive Diffusion von
Serum-IgG in den Liquor zustande.

3.6.2 Nachweis oligoklonaler Immunglobuline im Liquor durch
isoelektrische Fokussierung

Bei der isoelektrischen Fokussierung wandert das zu fraktionierende
Proteingemisch in einem stabilen pH-Gradienten. Dadurch wird jedes Protein an
seinem isoelektrischen Punkt, an dem die Summe der Nettoladungen gleich null
ist, fokussiert. Dieser Effekt bewirkt eine im Vergleich zu anderen
elektrophoretischen Trennverfahren unerreicht hohe Auflésungskraft und
Empfindlichkeit. Infolge dieser hohen Auflésungskraft werden zahlreiche Proteine
in eine grol3e Anzahl von Untereinheiten getrennt (Stibler 1978).
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In  einem oligoklonalen IgG-Muster sind die Banden nach IEF mit
unterschiedlichen Abstanden scheinbar regellos lGber den gesamten pH-Bereich
des IgG verteilt, wenn auch meist mit kathodischer Betonung. Unter der
Voraussetzung, dal3 eine im Rahmen einer entzindlichen ZNS-Erkrankung
ablaufende Immunglobulinproduktion nur gegen eine begrenzte Zahl von
Antigenen gerichtet (also oligoklonal) ist, kann davon ausgegegangen werden,
dal immer oligoklonales IgG im Liquor gefunden wird, wenn quantitativ eine
eindeutig lokale IgG-Produktion nachzuweisen ist (Schipper 1988).

Die IEF-Methodik erlaubt eine visuelle Gegeniberstellung von Liguor- und Serum-
IgG auf demselben Gel bei sehr hoher Auflésung. Hierzu werden gleiche Mengen
IgG aufgetragen. Das exklusive Auftreten zusatzlicher IgG-Banden im Liquor wird
als oligoklonale Zonierung bezeichnet.

Durch die Anwendung hochempfindlicher, teilautomatisierter Mikro-IEF-Techniken
und Silberfarbungen kann die erforderliche Liquormenge erheblich reduziert
werden. Die Silberfarbung ist eine Methode, um Proteine auf eine
Polyacrylamidgel anzufarben.

3.7 Statistische Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten statistischen Auswertungen wurden mit
folgendem Computerprogramm durchgefuhrt:

BiAS Version 5.02

Hanns Ackermann

Epsilon-Verlag

Hochheim-Darmstadt
Nachfolgende werden die hier verwendeten Statistikmethoden beschrieben:

3.7.1 Chi2-Test fur die CxR-Kontingenztafel

Der Test pruft die Abhangigkeit von mindestens zwei kategorialen Merkmalen.

Mit dieser Methode werden Gruppen, die sich in mindesten zwei Merkmalen
unterscheiden, miteinander verglichen. Hier in dieser Arbeit wurden die Verteilung
der ApoE-Phanotypen von gemessenen Proben und in der Literatur
veroffentlichten Daten verglichen. Bei zu schwacher Probenzahl ist der Test nicht
durchfihrbar, als Alternative kann der Test von Haldane und Dawson angewendet
werden.
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3.7.2 Haldane-Dawson-Test

Der Test untersucht fur mehr als funf Zeilen und Spalten die gleichen
Fragestellungen wie der Chi>-Test und kann auch bei Vorliegen von zu kleinen
erwarteten Haufigkeiten durchgefuhrt werden.

3.7.3 Kruskal-Wallis

Vergleich mehrerer Gruppen z.B. Behandlungsgruppen bezlglich mindestens
einer ordinalskalierten ZielgroRRe.

Unterscheiden sich k = 6 ApoE-Phanotypen beztliglich der Konzentration eines
Apolipoproteins? An den Test schlieBen sich multiple (paarweise) Vergleiche der
Gruppen nach Dunn an.
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4 Ergebnis
4.1 Astrozyten
4.1.1 Astrozytenisolation

Das im Gehirn bzw. im Ligquor nachweisbare ApoE wird wie von Boyles et al. 1985,
Pitas et al. 1987 und Poirier et al. 1993 beschrieben von den Astrozyten
synthetisiert und Uber Vesikel in die Neuronen transportiert. Aus Tumorgewebe
eines Astrozytoms wurden Zellen isoliert. Bei einer solchen Isolation werden
neben Astrozyten auch andere Zellen wie Oligodendrozyten, Fibroblasten oder
Neuronen gewonnen. Die isolierten Zellen wurden deshalb mit dem “Neural Cell
Typing Set” typisiert. Mit diesem Test kobnnen Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten und Fibroblasten durch Detektion mit spezifischen Antikdrper
gegen NF160 (Neurofilament 160kD), GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), GalC
(Galactocerebrosid), Vimentin und Fibronectin  eindeutig  voneinander
unterschieden werden. Aus elf Tumoren wurden funf Astrozyten-, funf
Oligodendrozytenlinien sowie eine Fibroblastenkultur isoliert (siehe Tabelle 11).

Tumor- Zellart ApoE-Genotyp
Nr.
TO Astrozyten 3/3
T1 Oligodendrozyten 3/3
T2 Astrozyten 2/2
T3 Oligodendrozyten 3/3
T4 Oligodendrozyten 4/3
T5 Astrozyten 3/3
T7 Oligodendrozyten 3/3
T8 Astrozyten 3/3
T9 Fibroblasten -
T10 Astrozyten 3/3
T11 Oligodendrozyten -

Tabelle 11: Primarkulturen aus Tumorgewebe

4.1.2 Nachweis des ApoE in den Astrozyten

Die Astrozyten wurden mit einem Antikérper gegen ApoE angefarbt. Das ApoE
konnte im Cytoplasma perinuclear im Golgi-Apparat (Pitas et al. 1986) sowie in
der Zellmembran der Auslaufer nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: ApoE-Lokalisierung im Astrozyten

Das von den Astrozyten synthetisierte ApoE wird im Gehirn an die umgebende
Flissigkeit - den Liquor cerebrospinalis - abgegeben. Die These, dal3 die
Astrozyten in Kultur das ApoE an das Kulturmedium abgeben, wurde in dieser
Arbeit Uberprift. Dazu wurde der ApoE-Gehalt des Kulturmediums mit Hilfe des
ApoE-ELISAs (siehe Material und Methoden Abschnitt 3.3.5) bestimmt. Im
Kulturmedium einer dichtbewachsenen Kulturflasche lies sich jedoch kein ApoE
nachweisen. Nachdem in der stationaren Phase kein ApoE ins Medium sezerniert
wurde, sind Zellen in der Wachstumsphase untersucht worden. Aber auch in
dieser Phase konnte kein ApoE im Medium nachgewiesen werden.

Da die Konzentration des ApoE in diesem Kultursystem eventuell zu gering fur
den ELISA war, wurden die Proteine des Kulturmediums durch alkoholische
Fallung bzw. Ultrazentrifugation mit der Dichte 1,23 kg/l ankonzentriert. Bei diesen
Bedingungen waren alle in der Probe enthaltenen Lipoproteine im Uberstand.
Auch in diesem so behandelten Kulturmediumkonzentrat war sowohl fur die
stationdre Phase als auch fiur die Wachstumsphase kein ApoE detektierbar. Bei
dem ebenfalls mit dieser Ultrazentrifugationsmethode ankonzentrierten Liquorpool
wies der ApoE-ELISA einen Konzentrationsanstieg von 0,4 mg/dl vor der
Ultrazentrifugation auf 2,5 mg/dl nach dem UZ-Lauf nach.

Nachdem weder in der Wachstumsphase noch in der stationdren Phase der Zellen
ApoE im Kulturmedium zu messen watr, sollte die Synthese des ApoE durch PMA
(20 ng/ml und 100 ng/ml) und DMSO (100 ng/ml) stimuliert werden. Da DMSO in
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hoheren Konzentrationen toxisch fur lebende Zellen ist, mu3te der LDH-Wert im
Kulturmedium bestimmt werden. In Notsituationen sezernieren Zellen in erhéhtem
Masse LDH, deshalb kann man durch eine Konzentrationsmessung der LDH die
Lebensqualitat der Zellen kontrollieren. Die LDH-Konzentration lag bei allen
Anséatzen bei 20 U/l und war damit im Normbereich, d.h. die Zellen waren gesund
und nicht durch das DMSO geschadigt. Trotz der Stimulation liel3 sich kein ApoE
im Medium nachweisen.

Als nachstes sollte durch Zugabe von Liquor bzw. Lipofundin (200 bzw. 300 mg/dl)
die ApoE-Produktion stimuliert werden. Die Zellen wuchsen sowohl nach der
Zugabe von Liquor als auch nach der Zugabe von Lipofundin langsamer.

In einem weiteren Versuch wurden 2 bzw. 20 mg/ml Lipofundin nach einer
Synchronisation des Zellwachstums durch 24-stindigen FKS-Entzug zugegeben.
Wiederum war mit Hilfe des ApoE-ELISAs (Kapitel 3.3.9) kein ApoE mel3bar.

Als weitere Erklarung fur die nicht nachweisbare ApoE-Synthese wurde eine
direkte Wiederaufnahme durch den LRP-Rezeptor und anschlieRende
Weiterverarbeitung in den Zellen untersucht. Durch Zugabe von a-Makroglobulin*
wurde der LRP-Rezeptor, der fir die Wiederaufnahme von sezerniertem ApoE
durch die Zelle verantwortlich ist, gehemmt. Die synchronisierten Zellen wurden
wie in dem voranbeschriebenen Ansatz mit 2 bzw. 20 mg/dl Lipofundin stimuliert.
Aber auch jetzt war kein ApoE mefR3bar.

Neben der zu geringen Syntheserate des ApoE oder einer direkten
Wiederaufnahme durch die Zellen wurde als néchste These untersucht, ob eine
sich im Medium befindliche bzw. von den Zellen selbst sezernierte Protease, das
neu entstandene ApoE sofort wieder abbaut. In dem folgenden Versuch wurde
eine sich eventuell im Kulturmedium bzw. von den Zellen sezernierte Protease mit
10 ng/ml PMSF gehemmt. Erneut wurde kein ApoE gefunden.

Da es keine direkte Vorstellung von der hier vielleicht arbeitenden Protease gab,
wurde in dem néachsten Ansatz eine Proteaseninhibitorenmischung verwendet.
Diese Mischung hemmt die meisten Proteasen. Die Proteaseninhibitorenmischung
bestand aus Leupeptin (2,5 umol/ml), Trasylol = Aprotinin (5000 K/I) und Pefabloc
SC (1 mM). Nach dieser Inkubation lie3 sich ApoE im Kulturmedium nachweisen.
Doch waren die ermittelten ApoE Konzentrationen von 21 ng/dl noch aufRerhalb
des MelRbereichs des ApoE-ELISAs. Es lalt sich also auch jetzt nicht mit
Bestimmtheit folgern, dal3 die Astrozyten unter diesen Kulturbedingungen ApoE
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produzieren. Es war nicht mdglich diese eventuelle Synthese durch langere
Inkubation, mehr Zellen im Kulturansatz oder hdhere Inhibitorenkonzentrationen
Zu steigern.

AnschlieBend wurde der Zugabezeitpunkt der oben beschriebenen
Inhibitorenmischung variiert. Dabei zeigte sich, dal3 eine direkte Zugabe der
Proteaseinhibitoren beim Aussaen das Anwachsen der Zellen an die Wand der
Kulturflasche verhindert. Auch hier lie3 sich kein ApoE bestimmen.

Unterschiede in der Syntheserate des ApoE konnten durch den ApoE-Genotyp
verursacht werden. Um dies zu untersuchen, wurden die Primarkulturen
genotypisiert. Bei den untersuchten neun Kulturen konnte dem Tumor T2 der
Phanotyp ApoE 2/2, dem Tumor T4 der Phanotyp ApoE4/3 und den anderen
Tumoren der Phanotyp ApoE 3/3 (siehe Tabelle 11, Kapitel 4.1.1) zugeordnet
werden.

TIOTBT7T5T3T2T1

Abbildung 9: ApoE-Genotypisierung der Astrozyten-Zellinien

Um die MeRempfindlichkeit des ApoE-ELISAs zu umgehen, wurde der
Zellkulturiberstand nach Ankonzentrierung tber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt,
geblottet und das ApoE detektiert. Der Kulturiberstand der Astrozyten wurde zur
Ankonzentrierung einer alkoholischen Fallung unterzogen und das Pellet direkt in
Polyacrylamidgelprobenpuffer aufgenommen. Diese Proben wurden in einem
Polyacrylamidgel mit einem Gradienten von 3 % bis 15 % aufgetrennt (Kapitel
3.3.3). Die aufgetrennten Proben wurden mit Hilfe eines Elektroblots auf eine
Nitrozellulosemembran ( Porengrof3e 0,45 um) Ubertragen. Anschliel3end wurden
die Proben mit dem Anti-ApoE-Antikorper detektiert. Dabei zeigte sich, dal3 in dem
Kulturmedium der Astrozyten ApoE vorhanden ist, wohingegen in unbenutztem
Medium kein humanes ApoE nachweisbar war (Abbildung 10).
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Abbildung 10: ApoE-Blot

In Bahn 1 und Bahn 2 wurde Astrozytenkulturmedium aufgetragen. Bahn 3 enthielt
Liquor. Bahn 4 zeigt unbenutztes Medium und Bahn 5 einen GréRenmarker.

In den Bahnen 1 und 2 kann man deutlich in der gleichen Hohe wie in Bahn 3 eine
Bande erkennen. Da dieser Blot mit einem Antikdrper gegen Apolipoprotein E
detektiert wurde, handelt es sich bei diesen Banden um ApoE. In dem unbenutzen
Medium liel3 sich kein Medium nachweisen.

4.2 Apo(a)-Typisierung in Serum und Liquor

Nach der Methode von Marcovina et al. 1993 bzw. Kamboh et al. 1991 wurde das
Apolipoprotein (a) des Serums typisiert. Dabei reichte die in dem Artikel von
Marcovina et al. 1993 beschriebene Nachweisempfindlichkeit von 6,5 pg/pl nicht
aus, um die meisten Serumproben zu typisieren Der grof3te Teil der kaukasischen
Bevolkerung besitzt eine Apo(a)-Serumkonzentration von ca. 10 mg/dl. Dies
entspricht 0,1 pg/pl und ist damit flr diese Methode zu schwach konzentriert. Es
war nur moéglich Proben mit hohen Serumkonzentrationen (>50 mg/dl) eindeutig
auf dem Blot zu erkennen.
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Abbildung 11: Apo(a)-Typisierung von Serum

Abbildung 11 zeigt die Apo(a)-Typisierung verschiedener Serumproben. Bahn 13
enthielt den Lp(a)-Standard mit verschiedenen Apo(a)-Isoformen.
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Da es bekannt ist, dal die Liquorkonzentration von Apo(a) sehr gering ist
(Tomlinson et al. 1989), war eine direkte Adaptation der obengenannten Methode
nicht maoglich. Die Liquorproben wurden deshalb einer alkoholischen Fallung
unterzogen und anschliel3end direkt im Probenpuffer aufgenommen. Durch diese
Ankonzentrierung war es mdglich, auch Ligquor nach dem obigen Verfahren zu
typisieren.

Trotz der Ankonzentrierung setzte die Liquor-Apo(a)-Konzentration oftmals der
Bestimmung Grenzen. Nur bei den Proben mit hohen Liquor-Apo(a)-
Konzentationen war eine Typisierung erfolgreich mdglich. Die Typisierung der
wenigen Proben mit hoher Apo(a)-Liquor-Konzentration fiihrte jedoch zu keinem
statistisch aussagekraftigen Ergebnis.

Bei Patienten mit Serum- und Liquorproben konnte aber bestatigt werden, dal3
sich Serum und Liquor im Apo(a)-Phanotyp nicht unterscheiden. Da sowohl Leber
wie auch Gehirn Uber die gleiche genetische Information verfliigen, bestatigte
dieses Ergebnis die Erwartungen.

4.3 Liquoruntersuchungen

Fur diese Arbeit wurden insgesamt 746 Liquorproben untersucht. 641 Proben
wurden von dem Universitatsklinikum Frankfurt zur Verfigung gestellt. 105 Proben
wurden von der Universitat Dresden bereitgestellt. Bei 604 Proben wurde die
ApoE-Konzentration, bei 357 die ApoJ-Konzentration und bei 211 die Apo(a)-
Konzentration bestimmit. Von den Proben, die zur  Apo(a)-
Konzentrationsbestimmung eingesetzt wurden, besalRen aber nur 98 eine
verwertbare Konzentration. 113 Proben hatten eine Apo(a)-Konzentration, die
unter der Nachweisgrenze von 8 pg/ml des eingesetzen ELISAs lag. Die
Konzentration des neu entdeckten Apo(a)/E-Partikels des Liquors wurden mit
einem selbstentwickelten ELISA (Kapitel 3.3.9) in 283 Proben bestimmt.
DarUberhinaus konnte bei 184 Proben mit einem ebenfalls neu aufgebauten
ELISA die ApoJ/E-Konzentration ermittelt werden. Weiterhin wurde bei 500
Proben der ApoE-Phanotyp festgestellt.

Von einigen ausgesuchten Proben von Patienten mit MS, MS-Verdacht oder
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wurde im Zentrallabor der Universitat
Dresden die Konzentration des Proteins Tau bestimmt.
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43.1 ApoE-Phanotypen

ApoE- 2/2 3/2 4/2 3/3 4/3 4/4
Phéanotyp
Anzahl 4 131 7 277 77 4
% 0,8 26,2 1,4 55,4 15,4 0,8
Literatur % 1,0 12,0 1,5 59,8 22,9 2,8

Tabelle 12: ApoE-Phanotypen (Literaturwerte: Utermann 1987)

Patienten, die den ApoE-Phanotyp 3/3 auspragten, waren mit 55,4 % am
haufigsten. Als néchstes folgten Patienten mit ApoE 3/2 = 26,2 % und ApoE 4/3 =
15,4 %. Die Formen ApoE 4/2 (1,4 %), ApoE 2/2 und ApoE 4/4 (je 0,8 %) waren,
wie der Vergleich mit den Literaturwerten von Utermann 1987 zeigte, sehr selten
(siehe Tabelle 12).

Die Haufigkeit der Phé&notypen 3/3, 4/2 und 2/2 stimmte mit den obengenannten
Literaturwerten Uberein. Der ApoE-Phéanotyp 3/2 war doppelt so haufig vertreten
wie in der Literatur beschrieben. Wohingegen der Phanotyp 4/3 nur % und der
Phanotyp 4/4 sogar nur /3 der in der Literatur beschriebenen Haufigkeit hatte. Zur
Bestimmung der Signifikanz der Abweichung der hier bestimmten Verteilung vom
Literaturwert (Utermann 1987), wurde die CxR-Kontingenztafel mit Chi?-Test zur
statistischen Auswertung verwendet. Unter Vernachléassigung der Tatsache, dal3
mehr als /s der Felder eine zu kleine Erwartungshaufigkeit fiir die CxR-
Kontingenztafel mit Chi2-Test besal3en, liel3 sich Chi? = 8,4 mit p = 0,137 ermitteln.
Bei zu geringen Gruppengrol3en liefert der Chi2-Test keine zuverlassigen Werte.
Es wurde daher der Test von Haldane und Dawson verwendet. Dies ergab: U =
1,2 und p = 0,116. Beide Auswertmethoden zeigten keinen signifikanten
Unterschied zwischen der in dieser Arbeit nachgewiesenen Verteilung und den
Literaturangaben.

Aus Tabelle 12 lies sich nun die Allelverteilung ermitteln:

ApoE-Allel €2 €3 g4
Anzahl 146 762 92
Prozent 14,6 76,2 9,2

Literatur % 7,7 77,3 15,0

Tabelle 13: Apo E — Allelverteilung (Literaturwerte: Utermann 1987)
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Hierbei zeigte sich, dal} das €3-Allel mit 76 % in der kaukasischen Bevolkerung
am haufigsten ist. Das €2-Allel war mit 15 % wesentlich seltener aber noch
deutlich haufiger als das €4-Allel mit 9 % vertreten. Im Vergleich mit Literaturdaten
ist in dem untersuchten Kollektiv das €2-Allel doppelt so oft und dafir das €4-Allel
nur halb so oft anzutreffen. Die hier bestimmte Verteilung unterscheidet sich mit
Chi2 = 3,6 und der Wahrscheinlichkeit p = 0,16 aber trotzdem nicht signifikant von
den Literaturwerten.

4.3.2 Konzentrationsmessung einzelner Apolipoproteine im Liquor

4.3.2.1 ApoE-Konzentration

Die durchschnittliche ApoE-Konzentration aller 604 untersuchten Proben lag bei
0,553 mg/dl. AnschlieBRend wurde noch fur jeden ApoE-Phanotyp der
Durchschnittswert und die zu jedem ApoE-Phéanotyp gehdrende ApoE-Verteilung
ermittelt.

ApoE- | Gesamt | 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4 ?/?
Phano.
Anzahl 604 4 100 233 60 6 3 198

Konz. 0,553 | 0,595 | 0,552 | 0,660 | 0,670 | 0,624 | 0,953 | 0,395
[mg/dl]

Tabelle 14: ApoE-Konzentrationsverteilung

Bei einer ApoE-Phanotyp-spezifischen Auswertung der ApoE-Konzentration zeigte
sich, dal3 die Proben, die ein Apo €4-Allel enthielten, héhere Konzentrationen
aufwiesen. Die Proben mit dem Apo €2-Allel besalRen dagegen Konzentrationen
im Bereich des Durchschnittswertes von 0,553 mg/dl. Auch die Konzentration der
ApoE-Proben mit dem Phanotyp 3/3 lag héher als die Durchschnittskonzentration.
Auffallend ist, dal3 Proben mit unbestimmten ApoE-Phé&notypen (?/?) deutlich vom
Durchschnittswert abwichen. Die Konzentration der Proben mit dem Phanotyp 4/4
unterschied sich am deutlichsten von der Durchschnittskonzentration aller Proben
(siehe Tabelle 14). Die Aussagekraft des ApoE-Konzentrationsdurchschnitts des
ApoE-Phénotyps 4/4 ist gering, da er nur aus drei Einzelwerten ermittelt wurde.

In einem weiteren Ansatz sollte untersucht werden, ob sich die ApoE-
Konzentrationen in Abh&ngigkeit vom ApoE-Phénotyp unterscheiden. Mit der
statistischen Auswertung nach Kruskal-Wallis wurden die verschiedenen
Einzelangaben gegeneinander verglichen und fiir jeden eine Signifikanz gesucht.
Fur die ApoE-Konzentrationen ergaben sich folgende p-Werte (siehe Tabelle 15):
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ApoE 212 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4

3/2 0,67

3/3 0,64 0,0002

4/3 0,69 0,01 0,85

4/2 0,74 0,31 0,96 0,99

4/4 0,16 0,03 0,14 0,14 0,21

?/? 0,17 0,00008 0 0 0,03 0,002

Tabelle 15: Statistische Auswertung der ApoE-Konzentrationsverteilung

Die grau unterlegten Werte stellten Signifikanzen der

Durchschnittskonzentrationen dar, die aus sehr geringen Probenanzahl (n =3, n =
4 bzw. n = 6) berechnet wurden. Solche geringen Probenanzahlen ergeben keinen
reprasentativen Durchschnittswert. Diese Auswertung zeigt, wie schon anhand der
Konzentrationen festgestellt, daf3 die Proben, in denen der ApoE-Phé&notyp nicht
bestimmt werden konnte, sich signifikant von den anderen unterscheiden mit
Ausnahme der ApoE2/2. Die Proben mit dem Phanotyp 3/2 unterscheiden sich
ebenfalls von den anderen Phanotypen mit Ausnahme der ApoE2/2 und ApoE4/2,
aufgrund der wenigen Einzelwerte keinen reprasentativen
Durchschnittswert ergeben hatten. Die ApoE-Phanotypen 3/3 und 4/3
unterschieden sich signifikant von den Proben mit unbekannten Phé&notyp
(p <0,05).

die aber

Aufgrund der geringen Probenanzahl kann aus diesen Daten kein Rickschluf3 auf
eine ApoE-Phanotyp abhangige Konzentrationsverteilung gezogen werden.

In der folgenden Abbildung wurde die ApoE-Konzentration gegen die Anzahl der
Proben mit der entsprechenden Konzentration aufgetragen.
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Abbildung 12: Konzentrationsverteilung des ApoE

Die meisten der hier untersuchten Proben besal3en eine ApoE-Konzentration von

0,5 mg/dl. Konzentrationen unter 0,2 mg/dl bzw. Uber 1,2 mg/dl traten sehr selten
auf.

In Abbildung 13 ist diese Konzentrationsverteilung nach dem ApoE-Phanotyp
aufgeschlisselt worden.
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Abbildung 13: ApoE-Konzentrationsverteilung nach ApoE-Phénotyp sortiert



Ergebnis 56

Betrachtet man die nach Phanotyp sortierten Werte, so weichen die Proben mit
Phanotyp ApoE4/4 mit einem Maximum bei 1 mg/dl und die Proben mit Phanotyp
ApoE3/2 mit einem zweiten Maximum bei 1,2 mg/dl deutlich von der
Durchschnittsverteilung ab.

4.3.2.2 ApoJ-Konzentration

Die ApoJ-Konzentration wurde im Liquor cerebrospinalis mit Hilfe eines
selbstentwickelten ELISA (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.3.9) bestimmit.
Da kein kommerziell erhaltlicher Standard fur ApoJ im Liguor verfigbar war, wurde
ein Liquorpool hergestellt. Diesem wurde per Definition die Konzentration von
2,4 ug/ml zugeordnet. Diese Konzentration wurde aus den in der Literatur
(Matsubara et al. 1995) veroffentlicheten Angaben von 1,2 — 3,6 pug/ml errechnet.
Bei der hier beschriebenen Auswertung (Tabelle 16) sollte untersucht werden, ob
die Konzentration des ApoJ durch den ApoE-Phanotyp beeinfluf3t wird.

ApoJ | Gesamt | 2/2 3/2 33 | 43 | 42 | 414 | 21?
Anzahl 357 0 60 42 15 2 0 238
Konz. 5,017 - | 8,566 |4,149 | 2,625 | 4,203 | - |4,431
[ng/ml]

Tabelle 16: ApoJ-Konzentrationsverteilung

Der Durchschnittswert aller untersuchten Proben war deutlich hoher als der
Literaturwert mit 1,2 — 3,6 pg/ml (Matsubara et al. 1995). Bei den ermittelten
Durchschnittswerten von ApoJ fur die verschiedenen ApoE-Phanotypen zeigten
sich deutliche Unterschiede. Die Proben mit dem ApoE-Phanotyp 3/2 lagen mit
8,566 pg/ml hoher als der Literaturwert. Die Proben mit ApoE4/3 hatten eine
Durchschnittskonzentration von 2,625 pg/ml. Dieser Wert unterschied sich nicht
von dem dieser Auswertung zu Grunde liegenden Konzentrationswert des
Standards (2,4 pg/ml).

Auch fur diese Konzentrationsberechnung wurde wieder der Kruskal-Wallis-Test
durchgefuhrt (Tabelle 17), in dem die ApoJ-Durchschnittskonzentrationswerte
nach dem ApoE-Phanotyp sortiert gegeneinander ausgewertet wurden.

ApoOE- 3/2 3/3 4/3 4/2
Phanotyp
3/3 0,000006
4/3 - 0,014
4/2 0,25 0,91 0,28
?/? - 0,80 0,003 0,96

Tabelle 17: Statistische Auswertung der ApoJ-Konzentrationen nach ApoE-Phanotyp sortiert
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Die grau unterlegten Felder zeigten Werte, die sich aus jeweils zwei Proben
errechneten und daher nicht repréasentativ sind. Es zeigte sich deutlich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Proben mit dem ApoE-Phanotyp 3/2 und

dem Phanotyp 3/3, den Phanotypen 3/3 und 4/3 als auch den Phanotypen 4/3 und
?/?.

In Abbildung 14 wurde die ApoJ-Konzentration gegen Anzahl der Proben
aufgetragen:
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Abbildung 14: Konzentrationsverteilung des ApoJ

Die graphische Darstellung aller in dieser Arbeit bestimmten ApoJ-Konzentration
hatte bei 3 pg/ml ihr Maximum. Einige Proben besalRen deutlich hdhere
Konzentrationen (bis zu 25 pg/ml).

Fur jeden ApoE-Phanotyp wurde nochmals eine ApoJ-Konzentrationsverteilung
erstellt (Abbildung 15):
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Abbildung 15: ApoJ-Konzentrationsverteilung nach ApoE-Phanotyp sortiert

Betrachtet man die Konzentrationswerte jetzt auf den ApoE-Phanotyp der Probe
bezogen, so zeigte sich bei den Phanotypen 4/3, 3/3 und Phanotyp 3/2 deutlich
ein Peak bei 3 pg/ml. Bei dem Phanotyp 4/2 lag der Peak bei 4-5 pg/ml. Beim
Phanotyp 3/3 existierte ein zweiter, gleich groRer Peak bei 6 pg/ml. Bei dem
Phanotyp 3/2 lag der Hauptpeak bei einer Konzentration von 8 pg/ml. Ein weiterer
folgte bei 16 pg/ml. Auch Proben mit dem Phénotyp 4/3 hatten einen zweiten
Konzentrationspeak bei 11 pg/ml. Wohingegen die Proben mit dem Phénotyp 3/3
ein zweites Konzentrationsmaximum bei 12 pg/ml aufzeigten. Nur bei Proben mit
dem Phanotpy 3/2 konnten ApoJ-Konzentrationen Uber 25 pg/ml gemessen
werden.

4.3.2.3 Apo(a)-Konzentration

Die Apo(a)-Konzentration wurde im Liquor cerebrospinalis mit Hilfe eines im Labor
fur Angewandte Biochemie, Universitatsklinikum Frankfurt am Main, entwickelten
ELISA (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.3.9) gemessen. Dieser ELISA
wurde in dieser Arbeit an die geringeren Konzentrationsverhaltnisse im Liquor
cerebrospinalis angepal3t. Bei der in Tabelle 18 dargestellten Auswertung sollte
untersucht werden, ob die Durchschnittskonzentration des Apo(a) durch den
ApoE-Phénotyp beeinflul3t wird.

Apo(a) | Gesamt 212 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4 ?/?
Anzahl 211 3 20 143 39 2 3 1
Konz. 0,068 | 0,006 | 0,113 | 0,080 | 0,017 | 0,000 | 0,026 | 0,000
[mg/dl]

Tabelle 18: Apo(a)-Konzentrationsverteilung
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Die Konzentration des Apo(a) im Liquor ist sehr gering. Der hier erzielte
Durchschnittswert aller untersuchten Proben lag mit 0,068 mg/dl unerwartet hoch.
Dies ergibt sich aus dem fir den ApoE-Phanotyp 3/2 erhaltenen
Konzentrationswert von 0,113 mg/dl und dem fur ApoE 3/3 erhaltenen Wert von
0,08 mg/dl. Die fiur die anderen ApoE-Phéanotypen bestimmten Konzentrationen
sind sehr viel niedriger.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Konzentrationen wurden wiederum nach der
Methode von Kruskal-Wallis statistisch ausgewertet (Tabelle 19):

ApoE- 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2
Phano.

3/2 0,60

3/3 0,71 0,61

4/3 0,86 0,11 0,06

4/2 0,48 0,19 0,22 0,46

4/4 0,19 0,23 0,13 0,05 0,06

Tabelle 19: Statistische Auswertung der Apo(a)-Konzentrationsverteilung

Bei dieser Auswertung ergab sich nur fir den Vergleich von Phanotyp 4/3 zu 4/4
ein signifikanter Unterschied (p < 0,05). Fir die Proben mit dem Phéanotyp 4/2 im
Vergleich zu Proben mit dem Phéanotyp 4/4 bestand ein deutlicher aber kein
signifikanter Unterschied (p < 0,1).

Fur jeden ApoE-Phanotyp wurde graphisch die Konzentration jeder Probe gegen
die Anzahl der entsprechenden Proben dargestellt. In dieser Grafik sieht man
Unterschiede in der Konzentrationsverteilung der jeweiligen ApoE-Phanotypen
sehr gut (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Apo(a)-Konzentrationsverteilung nach ApoE-Phéanotyp sortiert

Ausnahmsweise wurden bei dieser Versuchsreihe auch Konzentrationen von
0 mg/dl angegeben. Wobei dies bedeutete, dal} die zu messende Konzentration
unter der Nachweisgrenze des ELISAs von 0,008 mg/dl lag.

Bei allen gemessenen Proben lagen 54 % der Proben unterhalb des
Mel3bereiches des ELISAs. Von den ubrigen 98 Proben lagen unabhangig von
ApoE-Phanotyp 79 % bei 0,1 mg/dI.

Bei den Apo(a)-Konzentrationen gab es keinen Unterschied in der Apo(a)-
Konzentration in Abh&ngigkeit vom ApoE-Phéanotyp.

4.3.3 Entdeckung von Apolipoprotein-Partikeln im Liquor

In dem Artikel von Borghini et al. 1995 wurde beschrieben, dal3 zwei der hier
ebenfalls untersuchten Apolipoprotein, ApoE und ApoJ, im Liquor cerebrospinalis
zusammen in zwei Lipoproteinen vorkommen. Diesem Gedanken folgend, wurde
die These aufgestellt, dal} das ebenfalls im Liquor vorkommende Apo(a) auch mit
den anderen Apolipoproteinen des Liquors komplexiert ist. Um diese Hypothese
zu Uberprufen, wurden die in Material und Methoden (Kapitel 3.3.9) beschriebenen
ELISAs kombiniert. Der Catcher-Antikbrper war gegen das eine Apolipoprotein
gerichtet. Der Detektor-Antikorper konnte das zweite Apolipoprotein erkennen. Mit
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dem Aufbau konnten meflbare Konzentrationen in den Liquorproben ermittelt
werden. Es gab keinen kommerziellen Standard fur diese Apolipoprotein-Partikel.
Deshalb wurden verschiedene Liquorproben gemischt und diesem ,Standard” eine
Konzentration von 1 mg/dl per Definition zugeordet. Durch eine Verdinnungsreihe
wurde eine Standardkurve erstellt, die es ermdglichte, den untersuchten
Liquorproben Konzentrationswerte zuzuordnen.

Nach dem oben beschriebenen Verfahren wurde ein ELISA gegen einen
Apo(a)/E- und einen ApoJ/E-Partikel entwickelt. Mit beiden ELISAs konnten
Partikel nachgewiesen werden, die aus mindestens zwei Apolipoproteinen
bestehen. Bei beiden ELISAs wurde die Platte mit dem Antikdrper gegen das
seltener Apolipoprotein, ApoJ bzw. Apo(a) gecoated und anschliel3end gegen das
im Liquor hoher konzentrierte Apolipoprotein (ApoE) detektiert.

Versuchsweise wurde der Aufbau auch jeweils umgedreht. Es wurde also gegen
das haufigere Apolipoprotein E gecoated und gegen das seltener Apo(a) bzw.
ApoJ detektiert. Bei dieser Durchfuhrung war, wie erwartet, kein mel3bares Signal
zu erhalten. In dieser Versuchsanordnung binden die ApoE-haltigen Teilchen, also
auch solche, die das zweite nachzuweisende Apolipoprotein, Apo(a) bzw. ApoJ,
nicht enthalten. Bei der anschliel3end erfolgenden Detektion wird das Signal des
zweiten Antikorpers dadurch verdinnt (Abbildung 17). Wohingegen bei dem zuerst
beschriebenen erfolgreichen Aufbau, mit dem gezielten Einsatz der Antikorper
eine Verstarkung des Signals erreicht werden konnte.
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Verstarkung des Signals

Abschwichung des Signals
Abbildung 17: Aufbau der Partikel-ELISAs

Die in Abbildung 17 dargestellten Aufbaumaoglichkeiten des Elisas zeigen, daf3 die
linke Variante zu einer Abschwachung des Signals durch die Peroxidase fuhrt.
Wohingegen die zweite Zeichnung einen Aufbau zeigt, der zu einer Verstarkung
des Signals fuihrt. Die nicht Uber Antikdrper an die Platte gebundenen Lipoproteine
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werden in den verschiedenen Schritten des ELISAs entfernt und sind hier nur zur
besseren Darstellung der Ausgangssituation aufgezeigt.

Als weiterer Nachweis, dal3 es sich dabei um Partikel aus beiden Apolipoproteinen
handelt, wurde eine Kreuzimmunelektrophorese (siehe Kapitel 3.5) durchgefihrt.

Bei dieser Methode wurde ein vertikales Gel auf eine Glasplatte gegossen. Das
Gel bestand aus zwei Teilen, in die jeweils ein Antikorper eingegossen wurde. An
einer Seite wurden Ldcher eingestanzt, in die die Proben aufgetragen wurden
(Abbildung 18).

Antikérper 1 Antikérper 2

Antikérper 2 Antiktrper 1

O 0O 0 - BB ©

Abbildung 18: Versuchsaufbau bei der Kreuzimmunelektrophorese

Wahrend des Gellaufes wanderten die Proben in das antikoérperhaltige
Gelmaterial. Dort reagierten die Proteine mit den im Gel eingegossenen
Antikorper. Proteine, die von den Antikdrpern erkannt und gebunden wurden,
konnten nicht weiter durch das Gel laufen und blieben an diesem Bindungsort
liegen. Die restlichen Proteine wanderten weiter und gelangten in den zweiten
Teil, in dem der AntikGrper gegen das zweite Apolipoprotein eingegossen war.
Auch dort reagierten die Proteine wieder mit den verwendeten Antikorpern.

Ein mogliches Ergebnis sah folgendermal3en aus:

Antikdrper 1 —_—
Antikérper 2

Antikérper 2 @ Antikérper 1

Abbildung 19: Mdgliches Ergebnis der Kreuzimmunelektrophorese
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Ein solches Ergebnis lieR sich erzielen, wenn beide gesuchten Proteine in der
aufgetragen Probe vorhanden waren. Bei beiden Ansatzen reagierten die Proteine
bereits mit den zuerst verwendeten Antikorper. Da das Prazipitat jeweils nur mit
dem ersten Antikdrper zu erreichen war, bedeutet dies, dal} die untersuchten
Proteine fest aneinander gebunden sind. Wenn die Proteine aneinander gebunden
sind, also Teil eines Partikels sind, ist die Folge, dafl3 nach dem Binden eines der
beteiligten Proteins automatisch auch das zweite mit ausfallt (Abbildung 19).

4.3.3.1 Der Apo(a)/E-Partikel

Bei der Kreuzimmunelektrophorese des Apo(a)/E-Partikel waren, wie in dem
obigen Beispiel erklart, jeweils im ersten Teil der Gele Peaks zu erkennen
(Abbildung 20). Daraus folgert, daf® im Liquor ein Partikel existiert, der sowohl das
Apolipoprotein E als auch das Apolipoprotein (a) enthalt.

Abbildung 20: Kreuzimmunelektrophorese des Apo(a)/E-Partikels

4.3.3.2 Der ApoJ/E-Partikel

Es wurde ebenfalls mit Hilfe der Kreuzimmunelektrophorese nachgewiesen, dal3
der bereits im ApoJ/E-ELISA gemessene Partikel wie schon von Borghini et al.
1995 postuliert, aus den Apolipoproteinen ApoJ und ApoE besteht. Auch bei
diesen Kreuzimmunelektrophoresen war jeweils in dem ersten Gelbereich die
Peaks zu erkennen (Abbildung 21). Dies bedeutet, dal3 das gesamte ApoE wie
auch das gesamte ApoJ Bestandteile eines Partikels sind und nicht als freie
Apolipoproteine vorkommen.
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Abbildung 21: Kreuzimmunelektrophorese des ApoJ/E-Partikels

4.3.4 Konzentrationsmessungen der Apolipoprotein-Partikel des
Liquors

4.3.4.1 ApoJ/E-Konzentration

Die Konzentration des ApoJ/E-Partikels wurde in 184 Proben bestimmt. Da fir
diesen Partikel kein kommerziell erhéltlicher Standard verfigbar ist, wurde ein
Liquorpool hergestellt, dem per Definition die Konzentration von 1 mg/dl
zugeordnet wurde. Mit Hilfe dieses Standards wurden die Konzentrationen der
Proben errechnet.

Jeweils die Durchschnittswerte sind in Tabelle 20 angegeben.

ApoJ/E | Gesamt 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4 ?1?
Anzahl 184 0 33 27 5 2 0 117

Konz. 0,070 - 0,034 | 0,088 | 0,169 | 0,152 - 0,070
[mg/dl]

Tabelle 20: ApoJ/E-Konzentrationsverteilung

Der ApoJ/E-Partikel wies sehr unterschiedliche Durchschnittskonzentrationen fur
jeden ApoE-Phanotyp auf. Die Proben mit unbekanntem ApoE-Phénotyp
entsprachen dem Durchschnitt tGber alle Proben. Die Proben mit dem Phéanotyp
3/3 lagen nur minimal Uber dem in dieser Arbeit ermittelten Durchschnittswert.
Proben von Patienten mit dem ApoE-Phéanotyp 3/2 besafllen nur 50 % der
Durchschnittskonzentration, wohingegen die Proben, die ein Aposg4-Allel
aufwiesen, eine doppelt so hohe Konzentration wie der Durchschnittswert hatten.
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Anhand der ermittelten Daten wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests bestimmit,
ob der ApoE-Phéanotyp die Durchschnittkonzentration des ApoJ/E-Partikels
beeinfluRt. Bei dieser Methode wird jede Gruppe mit der anderen verglichen.
Damit ergaben sich fur p folgende Werte:

ApoE- | 3/2 3/3 4/2 4/3
Phéano.

3/3 0,0002

4/2 0,013 0,26

4/3 0,000079 0,056 0,91

?/? 0,002 0,099 0,096 0,005

Tabelle 21: Statistische Auswertung der ApoJ/E-Konzentration nach ApoE-Phéanotyp sortiert

Alle Gruppen mit p < 0,05 waren signifikant verschieden. Die Proben mit dem
Phanotyp 3/2 waren signifikant von den Proben mit dem Phanotyp 3/3, 4/2, 4/3
und den Proben mit dem unbekannten ApoE-Phanotyp (?/?) verschieden. Die
Proben mit dem Phanotyp 4/3 unterschieden sich ebenfalls signifkant von den
Proben mit dem unbestimmten Phanotyp. Die Proben mit Phanotyp 3/3
unterschieden sich mit p = 0,056 nicht signifikant von den Proben mit dem
Phanotyp 4/3, doch bestand immer noch die Tendenz, daf3 sie nicht gleich waren
(p < 0,1). Die Proben mit dem unbekannten Phanotyp waren entweder signifikant
von den anderen Probengruppen verschieden (Phénotyp 3/2 bzw. 4/3) oder sie
waren nicht gleich, das heif3t (p <0,1) zu den Phanotypen 3/3 und 4/2.

In der folgenden Abbildung wurden die auftretenden Konzentrationswerte gegen
die Anzahl der entsprechenden Proben aufgetragen.
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Abbildung 22: ApoJ/E-Konzentrationsverteilung

Die Durchschnittskonzentration der untersuchten Proben hatten eine
Konzentration von 0,05 mg/dl. H6here Konzentrationen traten deutlich seltener
auf.

30

Anzah
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Abbildung 23: ApoJ/E-Konzentrationsverteilung nach ApoE-Phanotyp sortiert
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In Abbildung 23 sind die Konzentrationen des ApoJ/E-Partikels gegen die Anzahl
der Partikel mit dieser Konzentration, nach dem ApoE-Phanotyp der Probe
sortiert, aufgetragen.

Man sieht deutlich, dal3 die Kurven fir die dargestellten ApoE-Phanotypen sehr
unterschiedlich aussehen. Die meisten der ApoE 3/2-Proben und den Proben mit
unbestimmten ApoE-Phéanotyp besitzen Konzentrationen bis maximal 0.05 mg/dl.
Wohingegen die Proben mit dem ApoE-Phanotyp 4/3 am haufigsten
Konzentrationen von 0.17 mg/dl aufweisen.

Bei dieser Auswertung muf3 man beachten, dal die Anzahl der jeweils
dargestellten Proben sehr unterschiedlich ist (2 bis 117 Proben). Die Hohen der
einzelnen Peaks kdnnen also nicht direkt miteinander verglichen werden.

4.3.4.2 Apo(a)E-Konzentration

Fur den in dieser Arbeit neu beschriebenen Apo(a)/E-Partkel wurde bei 283
Proben die Konzentration bestimmt. Da fir diesen neu beschriebenen Partikel
kein kommerziell erhaltlicher Standard verfigbar ist, wurde ein Liquorpool
hergestellt, dem per Definition die Konzentration von 1 mg/dl zugeordnet wurde.
Mit Hilfe dieses Standards wurden die Konzentrationen der Proben errechnet.

In der folgenden Tabelle sind die durchschnittlichen Apo(a)/E-Konzentrationen fr
die verschiedenen ApoE-Phanotypen aufgetragen:

Apo(a)/E | Gesamt 212 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4 ?/?
Anzahl 283 3 37 134 45 2 4 58
Konz. 0,178 0,142 | 0,154 | 0,197 | 0,213 | 0,332 | 0,309 | 0,112
[mg/dl]

Tabelle 22: Apo(a)/E-Konzentrationsverteilung

Die Proben mit dem ApoE 3/3-Phanotyp stimmten ungefahr mit dem
Durchschnittswert aller Proben (berein. Die Patienten, die ein Apo &g2-Allel
besalRen, hatten deutlich niedrigere Konzentrationen an Apo(a)/E-Protein, mit
Ausnahme der Proben mit ApoE 4/2. Wohingegen die Proben mit einen Apog4-
Allel deutlich héhere Konzentrationen aufwiesen (siehe Tabelle 22).

Um zu ermitteln, ob die Konzentrationen nach ApoE-Phanotyp sortiert,
voneinander abweichen, wurden die Konzentrationswerte mit dem Kruskal-Wallis-
Test statistisch ausgewertet:



Ergebnis 68

ApoE- 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4
Phéano.

3/2 0,95

3/3 0,54 0,03

4/3 0,31 0,004 0,16

4/2 0,08 0,02 0,08 0,17

4/4 0,11 0,02 0,09 0,24 0,66

?/? 0,63 0,23 0,00004 | 0,000007 | 0,009 0,004

Tabelle 23: Statistische Auswertung der Apo(a)/E-Konzentrationsverteilung

Die statistische Auswertung zeigte signifikante Unterschiede der Proben mit dem
ApoE-Phénotyp 3/2 zu den anderen Proben mit Ausnahme der Proben mit dem
Phanotyp 2/2 und den Proben mit unbestimmten Phanotyp. Die Proben mit
unbekanntem Phé&notyp unterschieden sich signifikant von den meisten ApoE-
Phanotypen mit Ausnahme zu den Phanotypen 2/2 und 3/2.

In Abbildung 24 werden die gemessenen Apo(a)/E-Konzentrationen gegen ihre
Anzahl aufgetragen.
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Abbildung 24: Apo(a)/E-Konzentrationsverteilung

Die Durchschnittskonzentrationen lag bei 0,2 mg/dl. Hohere Konzentrationen
traten selten auf.

Die gemessenen Konzentrationen der in dieser Arbeit untersuchten Proben
wurden nachfolgend, nach dem ApoE-Phanotyp der entsprechenden Probe
sortiert, aufgetragen.
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Abbildung 25: Apo(a)/E-Konzentrationen nach dem ApoE-Phénotyp sortiert

In Abbildung 25 sind die Konzentrationen des Apo(a)/E-Partikels getrennt nach
ApoE-Phanotyp gegen ihre Anzahl aufgetragen.

Die meisten Proben besitzen Konzentrationen bis 0,30 mg/dl, wobei
Konzentrationen von <0,2 mg/dl am haufigsten sind. Konzentrationen von
0,60 mg/dl treten bei den ApoE-Phanotypen 3/2 und 3/3 auf.

Aus der graphischen Darstellung kann man keine Abhangigkeit der Apo(a)/E-
Konzentration vom ApoE-Phanotyp folgern.

4.4 Kombination verschiedener Liquorparameter

4.4.1 ApoJ gegen ApoJ/E

Da im Liquor sowohl freies ApoJ als auch im ApoJ/E-Partikel gebundenes ApoJ
vorkommt, wurde hier die Hypothese untersucht, ob die Konzentrationen des ApoJ
und die des ApoJ/E-Partikels direkt voneinander abhangen. Um dies
nachzuweisen, wurde die ApoJ-Konzentration graphisch gegen die ApoJ/E-
Konzentration aufgetragen (siehe Abbildung 26).



Ergebnis 70

30

25 T K

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

ApoJE [mg/dl]

Abbildung 26: Konzentrationsabhangigkeit des ApoJ vom ApoJ/E

In dieser Graphik zeigte sich deutlich, dal3 kein direkter Zusammenhang zwischen
den Konzentrationen von ApoJ und ApoJ/E existierte.

4.4.2 ApoE gegen ApoJ/E

Nachdem kein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von ApoJ und dem
ApoJ/E-Partikel festgestellt wurde, wurde untersucht, ob die Konzentration des
ApoJ/E-Partikels von der Konzentration des ApoE beeinflu3t wird. Dazu wurden
die entsprechenden Konzentrationen wieder graphisch gegeneinander
aufgetragen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Konzentrationsabhéngigkeit des ApoJ/E vom ApoE

Auch hier zeigte sich kein direkter Zusammenhang zwischen dem untersuchten
Apolipoprotein ApoE und den Apolipoproteinpartikel ApoJ/E.

4.4.3 ApoE gegen Apo(a)/E

Auch far den Apo(a)/E Partikel wurde nach einer Abhangigkeit zwischen der
Konzentration des Partikels und der des freien Apolipoproteins ApoE gesucht.
Hierzu wurde, wie schon zuvor, die Konzentration des Partikels und des freien
Apolipoproteins gegeneinander aufgetragen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Konzentrationsabhangigkeit zwischen ApoE und Apo(a)/E

Wiederum zeigte die graphische Darstellung deutlich, dall die Konzentration des
Apo(a)/E nicht von der Konzentration des im Liquor vorhandenen freien ApoE
beeinflufl3t wird.

44.4 Apo(a) gegen Apo(a)/E

Da die Konzentration des Apo(a)/E-Partikels auch von der Konzentration des
freien Apo(a) beeinfluRt sein kdnnte, wurde auch hier nach einem direkten
Zusammenhang zwischenden Konzentrationen gesucht.
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Abbildung 29: Konzentrationsabhangigkeit zwischen Apo(a) und Apo(a)/E
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Es zeigte sich auch hier, dalR kein direkter Zusammenhang zwischen der
Konzentration des Apo(a)/E-Partikel und dem freien Apo(a) besteht.

4.4.5 ApoJ/E- und Apo(a)/E-Partikel

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dal} es sich bei dem ApoJ/E- und dem
Apo(a)/E-Partikeln nicht um zwei getrennte Partikel handelt, sondern um
Teilkomponenten des gleichen Partikels. Wenn es sich um einen Partikel mit
einem festen Anteil der einzelnen Apolipoproteine handelt, konnten die
Konzentrationen der Teilpartikel voneinander abhangig sein. Deshalb wurden die
Apo(a)/E- und ApoJ/E-Partikelkonzentrationen gegeneinander aufgetragen
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Konzentrationsabhangigkeit zwischen dem ApoJ/E- und dem Apo(a)/E-Partikel

Es lie3 sich kein direkter Konzentrationszusammenhang zwischen dem ApoJ/E-
und dem Apo(a)/E-Partikel aufzeigen. Folglich handelt es sich bei dem grol3en
Gesamtpartikel nicht um ein Teilchen mit einem festen Bauplan, sondern um eine
variable Ansammlung verschiedener Apolipoproteine in dem eventuell auch
andere Bestandteile enthalten sein kénnen.

4.5 Tau-Protein

Der ELISA ,Innotest hTAU Antigen“ von Innogenetics (siehe Material und
Methoden 3.3.9.3) erlaubte die Bestimmung von Protein Tau im Liquor
cerebrospinalis bei degenerativen Erkrankungen des zentralen Nervensystems.
Ziel der hier durchgefiihrten Messungen war die Untersuchung der diagnostischen
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Wertigkeit der Protein Tau-Bestimmung bei Patienten mit nicht laborchemischen
zu sicherndem Verdacht auf Multiple Sklerose (MS), gesicherter MS (Nachweis
oligoklonaler IgG im Liquor) und anderen degenerativen Nervenerkrankungen.

Die hier dargestellten Messungen wurden im Institut flr Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universitat Dresden durchgefihrt.

Untersucht wurden Liguorproben von 17 Patienten mit MS-Verdacht, jedoch ohne

Synthese oligoklonaler 1gG

im Liquor,

13 Patienten mit durch Nachweis

oligoklonaler Immunglobuline (IgG) gesicherter MS sowie 9 Patienten mit anderen
degenerativen ZNS-Erkrankungen (siehe Tabelle 24).

Verdacht auf Multiple Sklerose | andere
Multiple Sklerose degenerative

Erkrankungen.

Anzahl 17 13 9

Alter (Jahre) 33,6 + 2,3 +++ 38,4 + 3,0 56,4 + 5,8 +++ ###

mannl./weibl. 9/8 3/10 4/5

Protein Tau 234 + 59 +++** 391 + 67 ** 405 + 34 +++

[pg/ml]

Liquor-Eiweil3 549 + 64 481 + 52 460 + 82

[mg/l]

Serum-Albumin |459+19 440+ 1,3 441 + 2,2

[9/1]

Liquor-Albumin | 286 + 36 218 + 24 296 + 52

[mg/l]

Serum-1IgG [g/l] [12,4+1,0 11,3+1,0 112+1,2

Liquor-lgG 38,9 +4,9* 79,1+ 13,9 * ### | 34,9 + 8,6 ###

[mg/l]

Q-Alb (*107) 7,16 + 1,60 5,05 + 0,61 6,85 + 1,20

Q-lgG (*10®) 4,16 + 1,21*** 7,28 + 1,10 *** ##+# | 3,19 + 0,60 ###

Leukozyten 2,39 + 0,68 ** 6,36 + 1,13 * ### | 1,33 + 0,22 ###

[MPt/I]

Tabelle 24: Anthropometrische Daten und Laborwerte der untersuchten Patientengruppen
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Fur die Daten in Tabelle 25 ergaben sich folgende Signifikanzen:
Verdacht Multiple Sklerose versus Multiple Sklerose:

*:p<0.05 *:p<0.01 ***:p<0.005

Verdacht Multiple Sklerose versus Degenerative Erkrankung:
+:p<0.05 ++:p<0.01+++:p<0.005

Multiple Sklerose versus Degenerative Erkrankung:

#:p<0.05 ##:p<0.01###:p<0.005

Die Konzentration des Proteins Tau lag bei Patienten mit MS deutlich Gber der von
Patienten mit MS-Verdacht (Mittelwert: 390,5 + 67,1 pg/ml vs 234,1 + 58,6 pg/ml,
Kruskal-p < 0,001). Patienten mit gesicherter MS wiesen jedoch im Vergleich zu
Patienten mit anderen degenerativen Erkrankungen des ZNS praktisch gleiche
Konzentrationen von Protein Tau im Liquor (390,5 + 67,1 pg/ml vs 404,9 + 34,0
pg/ml, Kruskal p = 0,248) auf.

Die Liquor-Konzentration von Protein Tau und IgG sowie der Liquor/Serum-
Quotient fur IgG (Q-lgG) und die Zahl der Leukozyten im Liquor zeigten
signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit Verdacht auf Multiple
Sklerose und den meist weiblichen Patienten der Gruppe mit gesicherter Multipler
Sklerose. Von samtlichen untersuchten Parametern zeigte lediglich die Protein
Tau-Konzentration im Liquor einen signifikanten Unterschied zwischen denjenigen
Patienten mit Verdacht auf Multiple Sklerose und solchen mit verschiedenen
degenerativen Nervenerkrankungen.

Die Liquor-Konzentration von IgG und der Liquor-Serum-Quotient von IgG (Q-1gG)
sowie die Konzentration von Leukozyten im Liquor wiesen signifikante
Unterschiede zwischen Patienten mit Multipler Sklerose und solchen mit
degenerativen Nervenerkrankungen auf. Im Gegensatz dazu zeigte die
Konzentration von Protein Tau keinen Unterschied zwischen diesen beiden
Patientengruppen.

Das Alter der Patienten, bei denen eine Multiple Sklerose vermutet bzw.
diagnostiziert wurde, war praktisch gleich und lag deutlich unter dem von
Patienten mit degerativen ZNS-Erkrankungen. Bei Patienten mit gesicherter
Multipler Sklerose Giberwogen die weiblichen Patienten.
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4.6 Serumuntersuchungen

Roheim et al. 1979 beschrieben einen Zusammenhang zwischen der Serum- und
Liquorkonzentration der Apolipoproteine Al, E, CIl und CIII. Dies sollte hier fur das
Apolipoprotein E und das Apolipoprotein (a) Uberpruft werden. Von 240 der hier
untersuchten Proben gab es zusatzlich zur Liquorprobe auch eine Serumprobe.
Bei diesen 240 Proben konnte in 237 die ApoE-Konzentration und in allen 240 die
Apo(a)-Konzentration des Serums bestimmt werden. Mit den hier durchgefiihrten
Analysen sollte eine Abhangigkeit der ApoE- und Apo(a)-Konzentrationen vom
ApoE-Phéanotyp im Serum nachgewiesen werden.

4.6.1 ApoE-Konzentration im Serum

In 237 Serumproben wurde der ApoE-Phanotyp und die ApoE-Konzentration
gemessen und diese Werte in der nachfolgenden Tabelle 25 dargestellt:

ApoE Gesamt 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4
Anzahl 237 3 27 158 44 3 2
Konz. 3,1 5,9 3,9 2,9 3,1 50 4,0
[mg/dl]
Literatur 51 3,4 2,4 2,3 - 19
[mg/dl]

Tabelle 25: ApoE-Konzentrationsverteilung (Utermann 1987) nach ApoE-Phéanotyp sortiert

Tabelle 25 zeigt die in dieser Arbeit bestimmten ApoE-Konzentrationen in
Serumproben nach dem ApoE-Phénotyp sortiert. Die Proben mit dem ApoE-
Phanotyp 3/3 lagen ebenso wie die Phanotypen 3/2 und 4/3 im Bereich des tUber
alle Proben ermittelten Durchschnittswertes. Patienten, die ein Apo €2-Allel
besitzen, lagen mit ihren ApoE-Konzentrationen wesentlich hoher. Die
Konzentration der Proben mit einem Apo €4-Allel lag ebenfalls (ber dem
Gesamtdurchschnitt, mit Ausnahme des ApoE-Phénotyps 4/3, der genau die
Durchschnittskonzentration aufwies. Hierbei unterschieden sich die Proben mit
einem Apo g4-Allel deutlich von den um die Halfte niedrigeren Literaturwerten.
Jedoch ergab der Chi2-Test (Material und Methoden 3.7.1) keine signifikante
Abweichung (p = 0,43) der hier bestimmten Konzentrationen von den
Literaturwerten (Utermann 1987).
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4.6.2 Apo(a)-Konzentration im Serum

Die nachfolgende Tabelle zeigt die in Bezug zum ApoE-Phanotyp eingeteilten
Konzentrationen des Apo(a) der 240 untersuchten Serumproben:

Apo(a) Gesamt 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2 4/4
Anzahl 240 4 25 160 44 3 4
Konz. 10,4 2,5 7,6 11,6 8,0 16,0 8,9
[mg/dl]

Tabelle 26: Apo(a)-Konzentrationsverteilung nach ApoE-Phanotyp sortiert

Es existieren groBe Unterschiede zwischen den jedem ApoE-Phanotyp
zugeordneten Durchschnittskonzentrationen des Apo(a) im Serum. Patienten mit
dem ApoE-Phanotyp 2/2 besitzen auffallend niedrige Apo(a)-Konzentration,
wohingegen die anderen Phanotypen den hier bestimmten Durchschnittswert von
10,4 mg/dl aufweisen. Der in dieser Arbeit bestimmte Durchschnittswert entspricht
dem fir Kaukasier in der Literatur veroffentlichten Durchschnitt von 14,1 mg/di
(Kraft et al.).

Die hier bestimmten Apo(a)-Konzentrationen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test
(siehe Kapitel 3.7.3) untereinander nach signifkanten Unterschieden untersucht
(Tabelle 27):

ApoE- 2/2 3/2 3/3 4/3 4/2
Phanotyp
3/2 0,36
3/3 0,12 0,18
4/3 0,13 0,22 0,90
4/2 0,15 0,32 0,57 0,61
4/4 0,19 0,42 0,77 0,81 0,81

Tabelle 27: Statistische Auswertung der Apo(a)-Konzentrationsverteilung im Serum

In Tabelle 27 sind die mit dem Kruskal-Wallis-Test bestimmten p-Werte alle gréfer
als 0,05. Werte unter 0,05 wirden einen signifikanten Unterschied nachweisen.
Die hier einer
Auswertung
Konzentrationsunterschiede.

bestimmten Serum-Konzentration des Apo(a) zeigten bei

nach den ApoE-Phéanotypen keine signifikanten
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4.7 Vergleich Liquor — Serum

Von 240 Patienten der Universitatsklinik Frankfurt am Main waren neben den
Liquor- auch Serumproben vorhanden. In beiden Korperflussigkeiten wurden die
ApoE-Konzentration und die Apo(a)-Konzentration bestimmt (siehe 4.3.2 und 4.6).
Es wurde dann nach einem genetischen Zusammenhang zwischen Liquor- und
Serumkonzentration der betrachteten Apolipoproteine gesucht.

4.7.1 Apolipoprotein E

Von den 240 untersuchten Serumproben konnte in 237 die ApoE-Konzentration
bestimmt werden. Fir 196 Proben wurde sowohl im Liquor als auch im Serum die
ApoE-Konzentration bestimmt. Um den Zusammenhang der Konzentrationen in
Liquor und Serum bestimmen zu kénnen, wurde der Koeffizient bestimmt, mit dem
die immer niedriger liegende Liquorkonzentration multipliziert werden muf3, um zur
Serumkonzentration zu gelangen. Abbildung 29 zeigt eine graphische Darstellung
dieses Koeffizienten. Dabei wurden die Koeffizienten auf ganze Zahlen gerundet.

30

25

20

15 4

Anzahl

10

AL PV AV P SR TR L I R S SR R S g G e
A N R S R R R R R RN S S S

Differenzkoeffizient

Abbildung 31: Darstellung des Differenzkoeffizienten zwischen Liquor und Serum beim
Apolipoprotein E

Die Grafik zeigt, dal3 es keinen festen Zusammenhang zwischen Ligquor- und
Serumkonzentration des ApoE gibt. So gab es 25 Patienten, deren
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Liquorkonzentration 1/6 der Serumkonzentration betrug. Aber es konnten auch 5
Patienten bestimmt werden, bei denen Liquor- und Serumkonzentration des ApoE
um den Faktor 19 variierten.

Nach ApoE-Phanotypen sortiert, ergaben sich mit dem Kruskal-Wallis-Test
folgende Signifikanzen:

ApoE- 4/4 4/3 4/2 3/3 3/2
Phanotyp
4/3 0,31
4/2 0,09 0,18
3/3 0,18 0,26 0,31
3/2 0,06 0,02 0,79 0,06
2/2 0,13 0,27 0,86 0,45 0,98

Tabelle 28: Statistische Auswertung des Differenzkoeffizienten zwischen Liquor und Serum

Die Kruskal-Wallis-Statistik in Tabelle 28 zeigte, daf3 der Faktor um den sich
Liquor und Serum unterscheiden, nicht von dem ApoE-Phénotyp abhangig ist, da
sich nur bei dem Vergleich zwischen den Phénotypen 4/3 und 3/2 ein signifikanter
Unterschied zeigte (p = 0,02).

Da die Differenzkoeffizienten innerhalb der verschiedenen ApoE-Phanotyp-
Gruppen sehr stark schwankten, wurden zusatzlich zu dem Medianwert die
Minimal- und Maximalwerte in Tabelle 29 dargestellt:

ApoE- ApoE-Differenzkoeffizient Patientenzahl
Phanotyp
Median Minimun Maximun n
414 3,4 2,8 4,0
4/3 5,6 0,4 18,9 36
4/2 8,4 7,1 11,7 3
3/3 6,3 0,7 50,0 129
3/2 9,0 1,3 27,0 23
2/2 13,2 1,1 51,4 3

Tabelle 29: Schwankungen des Differenzkoeffizienten beim Apolipoprotein E

Auffallend sind die starken Schwankungen der Differenzkoeffizienten, um die sich
Liquor und Serum unterscheiden. Wé&hrend der Bestimmung der ApoE-
Konzentration von Liquor bzw. Serum, waren Proben, die stark von den in der
Literatur (Pitas et al. 1987) veroffentlichten Konzentrationswerten von 5,4 mg/dl im
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Serum bzw. 0,29 mg/dl im Liquor abwichen, immer nochmals nachgemessen
worden. Durch dieses Vorgehen sind Mel3fehler ausgeschlossen.

4.7.2 Apolipoprotein (a)

Von 240 Serumproben, in denen die Apo(a)-Konzentration bestimmt worden
waren, waren in 200 Proben die dazugehérigen Apo(a)-Liquorkonzentration
gemessen worden. Von den 200 Proben, bei denen sowohl im Liquor als auch im
Serum die Konzentration des Apo(a) bestimmt wurde, waren 107 nicht fur diese
Auswertung verwendbar, da mindestens eine Konzentration unter der
Nachweisgrenze des verwendeten ELISAs von 0,008 mg/dl (Kapitel 3.3.9) lag. Es
verblieben also noch 93 auswertbare Proben.

Es wurde der Differenzkoeffizient errechnet, mit dem die Liquorkonzentration
multipliziert werden muf3te, um den Serumwert zu erhalten. Bei den 93

untersuchten Proben, variierte der Faktor von 0,3 bis zu 20.651 (siehe Tabelle 30).

Diese Auswertung wurde noch nach den ApoE-Phanotypen aufgeschlisselt.

ApoE- Apo(a)-Differenzkoeffizient Patientenzahl
Phanotyp
Median Minimum | Maximum

2/2 435 - -

3/2 1712 2 14061 10

3/3 2058 0,3 20651 67

4/3 1104 2 4261 12

4/4 1100 348 2392 3

Tabelle 30 : Schwankungen des Differenzkoeffizienten beim Apolipoprotein (a) in Abhangigkeit von
Apolipoprotein E-Phanotyp

Diese grofen Unterschiede des Differenzkoeffizienten zeigten deutlich, dal3 es

keinen Zusammenhang zwischen der Liquor- und der Serumkonzentration des

Apolipoproteins (a) gibt.

4.8 Posttranslationale Prozessierung des Apolipoprotein E

Das im Liquor cerebrospinalis vorliegende ApoE weist gegeniber dem im Serum
vorliegenden eine wesentlich starkere Prozessierung in Form einer verstéarkten
Glykosilierung auf, die in der isoelektrischen Fokussierung mit einer Vielzahl von
Banden einhergeht. Die Proben wurden mit einer Neuraminidase verdaut, um
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diese Zusatzbanden, die durch das Anhangen von Neuraminsauren entstehen
(Wernette-Hammond et al. 1989), zu entfernen (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Blot einer isoelektrischen Fokussierung des Apolipoprotein E aus Liquor und Serum
mit anschlielender Anti-ApoE-Detektion
Abbildung 32 zeigt den Blot einer isoelektrischen Fokussierung von Liquor und
Serum vor und nach dem Verdau mit einer Neuraminidase. Dieser Blot wurde
anschlieRend mit Anti-ApoE detektiert. Im unverdauten Liquor macht die hohe
Anzahl der Banden und deren Intensitat eine eindeutige Typisierung des ApoE-
Phanotyps unmdéglich (Bahn 3 bzw. Bahn 7). Demgegeniuber war die manchmal
im Serum vorliegende Monosialoform (Bahn 5) eindeutig von den in hoher

Konzentration vorliegenden Asialoformen abzugrenzen und storte die
Phanotypisierung nicht.

Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurden die im Blot auftretenden
Bandenmuster mit einem Densitometer ausgemessen, was in Form eines Peaks
Auskunft Uber die Intensitat einer Bande gibt (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Densitometerscan des Blots

Ein Verdau mit Neuraminidase fihrte zum Verschwinden der Sialobanden im

Serum. Im Liquor blieb jedoch auch nach dem Verdau noch eine zuséatzliche
Bande nachweisbar.

Diese oftmals auftretende Zusatzbande konnte nicht mit Neuraminidasen (Material
und Methoden 3.4.4) entfernt werden. Folglich handelte es sich um eine andere
Gruppe, die diese Zusatzbande verursachte. Phosphotyprosin bzw. Sulfat wurden
als mogliche Zusatzgruppen in Erwéagung gezogen. Auch ein Verdau mit einer

Tyrosin-Phosphatase und / oder einer Sulfatase fuhrte nicht zum Verschwinden
dieser zusatzlichen Bande.
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Abbildung 34: Blot nach Verdau mit Tyrosin-Phosphatase bzw. Sulfatase

Abbildung 34 zeigt den Ausschnitt eines ApoE-Phanotypisierungsblots bei dem die
Proben einer enzymatischen Vorbehandlung unterworfen worden waren. Bahn 12
zeigt die unbehandelte Probe. Bahn 13 weist die gleiche Probe nach
Neuraminidaseverdau auf. In Bahn 14 ist die Probe nach einem Tyrosin-
Phosphatase-Verdau aufgetragen worden. In Bahn 15 lief die Probe nach einer
Vorbehandlung mit einer Sulfatase mit.

Die Vorbehandlung mit einer Neuraminidase fuhrte als einzige Methode zur
Entfernung der Zusatzbanden des ApoE wahrend der Typisierung.

4.9 Abbauprozesse beim Apolipoprotein E

Bei der Verwendung von éalteren bzw. mehrfach aufgetauten Liquor- und

Serumproben zeigten sich in der ApoE-Phanotypisierung (siehe Kapitel 3.4)
Doppelbanden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: ApoE-Phéanotypisierung mit Doppelbanden

Abbildung 35 zeigt verschiedene Serum- und Liquorproben, die zur
Vorbehandlung vielfach eingefroren und aufgetaut wurden oder Uber einen
Zeitraum von ca. sechs Monaten im Kuhlschrank aufbewahrt worden waren.
Proben, die so unvorteilhaft gelagert bzw. behandelt wurden, wiesen bei der
ApoE-Phanotypisierung Doppelbanden auf.

Proben, die diese Doppelbanden aufzeigten, wurden in einem SDS-Gradientengel
von 5-15 % (siehe Kapitel 3.3.3) aufgetrennt. Als Besonderheit zu der im Material
und Methodenteil beschriebenen Vorgehensweise muldten die Proben, wie bei
einem ApoE-Phanotypisierungsgel (Kapitel 3.4.1.1), delipidiert werden. Von den
so vorbereiteten Proben wurden 50 pl + 40 pl Probenpuffer auf das Gel
aufgetragen.

Nach erfolgtem Lauf wurde das Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Porengrof3e
0,45 um) geblottet und dieser Blot (Abbildung 36) anschlieend mit Anti-ApoE
detektiert (siehe Kapitel 3.3.3).
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Abbildung 36: Auftrennung der ApoE-Doppelbanden
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Abbildung 36 zeigt auf den Bahnen 1 und 14 Liquorproben. Die Bahnen 2 bis 13
enthielten verschiedene Serumproben. In Bahn 15 wurde ein Gréfienmarker
aufgetragen, dessen Bandengréf3en in das Gel eingetragen worden sind.

Die auf diesem Gel aufgetragene Proteinmenge war zu hoch. Trotzdem ist bei
allen Proben deutlich eine starke Bande zu erkennen, welche die dem ApoE
entsprechende GroRRe von 35 kD aufweist. Dies entspricht der Grol3e des ApoE.
Weitere Zusatzbanden haben sich in dem Grél3enbereich von ca. 15 kD angefarbt.
Die Tatsache, dal3 sie mit dem ApoE-Antikorper reagiert haben, zeigt, daf3 es sich
um ein Fragment des Apolipoproteins handelte, da die Bindungsstelle des
Antikérpers noch enthielt.

Proben, in denen der Zerfall der Apolipoproteine fortschreiten konnte, konnten von
den Antikdrperen bei der Phanotypisierung oder Konzentrationsbestimmung nicht
mehr erkannt werden. Das 15 kD grofRe ApoE-Protein ist also ein Zwischenschritt
im Abbau des Apolipoproteins E.
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5 Diskussion

5.1 Astrozyten

Boyles et al. 1985, Pitas et al. 1987 und Poirier et al. 1993 haben veroffentlicht,
daRR Astrozyten das ApoE im Liquor synthetisieren. In dieser Arbeit sollte diese
Synthese durch die Astrozyten nachgewiesen werden. Dabei sollte durch die hier
eingesetzte Methode, der ApoE-ELISA (Kapitel 3.3.9), die ApoE-Produktion der
Astrozyten direkt nachgewiesen werden, wohingegen in der Literatur bisher nur
indirekte Methoden beschrieben worden sind (Pitas et al. 1987). Dazu wurde den
Astrozyten radioaktiv markiertes [>°S]-Methionin zugegeben. Die Zellen haben
daraufhin dieses radioaktive Methionin in die neusynthetisierten Proteine, also
auch das ApoE eingebaut. Die an das Medium abgegebenen Proteine wurden auf
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch dargestellt. Der Anteil
des ApoE an diesen radioaktiv markierten Proteinen wurde ermittelt, indem das
ApoE im Kulturiberstand mit Antikdrpern ausgefallt wurde und anschlie3end die
Radioaktivitdit gemessen wurde. Dieser MeRwert wurde in Beziehung zu dem
Autoradiogramm der Gesamtproteine gesetzt (Pitas et al. 1987). Mit Hilfe eines
direkten ELISAs konnte der Nachweis, dal3 Astrozyten ApoE synthetisieren, nicht
geliefert werden (Ergebnis 4.1.2). Eine mdgliche Erklarung fir dieses Versagen
einer gut funktionierenden Methode ist, dal} die produzierten ApoE-Mengen
unterhalb des Mel3bereichs des ELISAs liegen. Als weiteres Problem stellte sich
die Frage des ApoE-Recyclings. Da die Zellen zum Wachstum ApoE benétigen,
nehmen sie natirlich im Medium befindliches ApoE auf. Da dies Gber mindestens
drei verschiedene Rezeptoren, LRP-, ApoE- und ApoB/E,-Rezeptor erfolgen kann,
lankt sich die Aufnahme nicht wirkungsvoll blockieren, und man kann den
Verbrauch des ApoE nicht stoppen, um ApoE im Medium anzureichern. Als
weitere Verlustmoglichkeit wurde das Vorhandensein von Proteasen untersucht.
Die Zugabe von Proteaseinhibitoren (Ergebnis 4.1.2) erhohte die ApoE-
Konzentration des Zellkulturmediums im ApoE-ELISA. Diese
Konzentrationszunahme war aber nicht so stark, daf3 die ApoE-Konzentration in
den MeRbereich des ELISAs gekommen ware. Die untere Nachweisgrenze des
ApoE-ELISAs liegt bei ca. 30 ng/dl. Die von dem ELISA-Reader errechneten
Konzentrationen nach Proteaseninhibitorenzugabe lagen bei 20 ng/dl. Der Einfluf3
der Proteasen ist unbedeutend.

Eine weitere Ursache wurde in dem ApoE-Genotyp der angezogenen Zellen
gesehen. Da im Serum unterschiedliche ApoE-Konzentrationen in Abhéngigkeit
vom Phénotyp des Apolipoproteins E vorliegen (Lehtimaki et al. 1994), wurde
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dieser Ansatz auf die Syntheserate der Astrozyten Ubertragen. Die in dieser Arbeit
isolierten Zellinien hatten mit einer Ausnahme, die den Genotyp 2/2 besal3, den
ApoE-Genotyp 3/3. Zwischen der Astrozytenzellinie mit dem ApoE-Genotyp 2/2
und den ApoE 3/3-Linien zeigten sich keine Unterschiede in der Syntheserate. Der
ApoE-Genotyp beeinflulBt die Produktion des ApoE wahrscheinlich nicht
entscheidend. Diese Aussage ist nicht sicher zu treffen, da von den sechs
maoglichen Genotypen in dieser Arbeit nur zwei untersucht werden konnten.

Um die Synthese des ApoE durch die Astrozytenkulturen nachzuweisen, wurde
Zellkulturmedium ankonzentriert. Die darin enthaltenen Proteine wurden mit Hilfe
eines SDS-Gradientengels (Ergebnis 4.1.2) aufgetrennt und der dabei
entstandene Blot mit Anti-ApoE detektiert. Auf diese Weise lies sich ApoE im
Zellkulturmedium nachweisen.

Die Aussage von Boyles et al. 1985, Pitas et al. 1987 und Poirier et al. 1993, dal3
Astrozyten im Gehirn das Apolipoprotein E synthetisieren, konnte bestatigt
werden.

5.2 Apo(a)-Typisierung

Die Methode der Serum Apo(a)-Typisierung von Macovina et al. 1993 und
Kamboh et al. 1991 wurde an die geringeren Konzentrationsverhaltnisse des
Apo(a) im Liquor cerebrospinalis adaptiert (Kapitel 3.3.8). Trotz der
Ankonzentration durch alkoholische Fallung konnten aber nur Proben mit hohen
Apo(a)-Konzentrationen typisiert werden. Das durch Chemiluminescense
erhaltene Bandmuster war fir eine Darstellung in dieser Arbeit zu schwach. Es ist
folglich notwendig, noch starkere Ankonzentrierungen durchzufiihren, vielleicht
auch kombiniert mit einem Ultrazentrifugationsschritt.

Bei dem Aufbau der Methode wurden ebenfalls Serumproben typisiert (Ergebnis
4.2). Auch bei diesen stellt sich die Konzentration des Apo(a) als Problem dar. Es
war im Rahmen dieser Arbeit mdglich, Proben mit einer Apo(a)-
Serumkonzentration von tber 10 mg/dl zu typisieren. Die in der Veroffentlichung
von Marcovina et al. 1993 beschriebene Nachweisempfindlichkeit von 6,5 pg/ul
konnte hier nicht erreicht werden.

5.3 Liquorparameter

In den in dieser Arbeit untersuchten Ligquorproben wurden verschiedene
Parameter bestimmt. Fir alle untersuchten Parameter wurde von einer
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Abhangigkeit vom ApoE-Phanotyp ausgegangen. So wurde als erstes fur alle
Proben, der ApoE-Phanotyp bestimmt. Im néachsten Schritt wurden die
Konzentrationen des ApoE, des Apo(a) und des ApoJ im Liquor gemessen. Diese
Ergebnisse wurden jeweils in Abhangigkeit vom ApoE-Phénotyp ausgewertet. Die
verschiedenen ELISAs zur Konzentrationsmessung der freien Apolipoproteine
wurden kombiniert. Es konnten ApoJ/E- und Apo(a)/E-Partikel nachgewiesen
werden. Das es sich dabei um Partikel handelt, wurde mit einer
Kreuzimmunelektrophorese bestatigt (Ergebnis 4.3.3). Die Konzentration der
Apolipoproteinpartikel im Liquor wurde mit ELISAs gemessen. Zusatzlich wurde in
Zusammenarbeit mit der Universitdt Dresden das Protein Tau in einigen der
Liguorproben gemessen. Von einigen untersuchten Patienten lagen nicht nur
Liquor- sondern auch Serumproben vor. Im Serum wurden die Konzentrationen
von ApoE und Apo(a) bestimmt (Ergebnis 4.6) und in Zusammenhang zu den
Konzentrationen im Liquor gesetzt (Ergebnis 4.7). Die posttranslationale
Prozessierung des ApoE im Liquor durch vermehrten Einbau von Sialinsduren war
ebenfalls Gegenstand einer Untersuchung (Ergebnis 4.8). Abschlie3end wurden
noch Beobachtungen zu Abbauprozessen des ApoE gemacht (Ergebnis 4.9).

5.3.1 ApoE-Nachweis in den Astrozyten

Im Ergebnisteil 4.1.2 konnte gezeigt werden, dal3 ApoE in den Astrozyten im
Cytoplasma perinuclear im Golgi-Apparat und in der Membran der Auslaufer zu
finden ist. Pitas et al. 1987 zeigte, dal3 sich das ApoE im Golgi-Apparat der Zelle
befindet. Diese Aussage konnte in dieser Arbeit bestétigt werden.

5.3.2 ApoE-Phanotyp

Die in dieser Arbeit ermittelten ApoE-Phanotypen (Ergebnis 4.3.1) weichen nicht
von der bekannten Normalverteilung ab (Utermann 1987). Die Tatsache, dal} in
dieser Arbeit das Apo €4-Allele seltener und dafir das Apo €2-Allele haufiger
gefunden wurden, ist zu vernachlassigen. Die statistische Auswertung mit dem
Chi2-Test stellte keinen signifikanten Unterschied zwischen der hier ermittelten
ApoE-Phénotyp-Verteilung und der von Utermann 1987 veréffentlichten fest (p =
0,137).

5.3.3 Konzentrationsmessung einzelner Apolipoproteine des Liquors

5.3.3.1 ApoE-Konzentration

Die Auswertung der ApoE-Konzentrationen nach dem ApoE-Phanotyp zeigt, dal3
die Konzentration von dem Phanotyp beeinflul3t wird (Ergebnis 4.3.2.1). So sind
Proben mit einem Apoeg4-Allel hoher konzentriert wie Proben mit einem Apog2-
Allel. Diese Aussage laldt sich leider nicht fur alle Phanotyp-Konstellationen mit
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signifikanter Sicherheit nachweisen, da einige Phéanotypen aufgrund ihrer
statistischen Haufigkeit so selten sind, daf} sie auch in einem Kollektiv mit 500
Proben kaum auftreten.

5.3.3.2 ApoJ-Konzentration

Man muf3 bei allen Konzentrationsangaben des ApoJ in dieser Arbeit nochmals
bedenken, dal3 es sich nicht um absolute Werte handelt, sondern immer nur um
relative  Konzentrationen. Diese wurden gemessen, indem einem
selbsthergestellten Liquorpool eine willkirlich festgesetzte Konzentration von
2,4 ug/ml zugeordnet wurde. Dieser Standard wurde dann zur Herstellung der
Standardverdiinnung verwendet wurde. Trotzdem dem Liquorpool die bekannte
Durchschnittskonzentration des ApoJ im Liquor zugeordnet wurde, konnte aus der
Vielzahl der gemessenen Proben nicht wieder diese Durchschnittskonzentration
errechnet werden. Da es sich bei den hier untersuchten Proben meist um Liquor
von Personen mit einer im Liquor nachweisbaren Erkrankung, wie Multiple
Sklerose bzw. HIV handelte, kann nicht ausgeschlossen werden, dafl3 die hier
auftretenden ApoJ-Werte ebenfalls durch die Erkrankungen der Patienten
verandert sind.

Proben mit dem ApoE-Phanotyp 3/2 hatten deutlich héhere Konzentrationen als
die anderen Phanotypen. Da das ApoE-Allel ¢4 im Gehirn bei Patienten mit
Morbus Alzheimer die Konzentration des ApoE absenkt (Utermann 1987) und
hohe ApoJ-Konzentrationen die Bildung von senilen Plaques (Matsubara et al.
1995) behindert, ist die Kombination von hohen ApoJ-Spiegeln bei Patienten mit
Apo €2-Allel sinnvoll (Bertrand et al. 1995). Die Konzentrationen der in dieser
Arbeit untersuchten Proben mit einem Apo g4-Allel liegen nicht auffallend niedrig.

Bei den hier ermittelten Daten zeigt sich eine Abhangigkeit der Konzentration des
Apolipoprotein J von dem ApoE-Phanotyp (Kapitel 4.3.2.2).

5.3.3.3  Apo(a)-Konzentration

Die Liquorkonzentrationen des Apo(a) sind extrem niedrig. Dies hatte zur Folge,
dall mit dem verwendeten ELISA oftmals keine mel3bare Konzentration mehr
ermittelt werden konnte. Insgesamt lagen 54 % der untersuchten Liquorproben
unterhalb der Nachweisgrenze des Apo(a)-ELISAs. Die hier gemessenen Proben
sind die Proben mit den “héheren Apo(a)-Liquorkonzentrationen”. Von diesen 98
Proben wiesen 79 % eine Konzentration von 0,1 mg/dl auf. In dieser Arbeit liel3
sich nur ein signifikanter Unterschied der Apo(a)-Konzentration zwischen den
Proben mit dem ApoE-Phanotyp 4/3 und dem Phanotyp 4/4 nachweisen. Doch ist
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diese Aussage fraglich, da sich der Durchschnittswert des ApoE4/4-Phanotyps nur
aus zwei Einzelwerten zusammensetzte (Ergebnis 4.3.2.3).

Zusammenfassend kann man annehmen, dal® die Apo(a)-Konzentration im Liquor
cerebrospinalis nicht vom ApoE-Phéanotyp beeinfluf3t wird.

5.34 Apolipoproteinpartikel im Liquor

Durch eine Kombination des Apo(a)-ELISAs mit dem ApoE-ELISA wurde im
Liquor ein Partikel nachgewiesen, der sowohl das ApoE als auch das Apo(a)
enthielt. In der Literatur wurde bereits das Existieren solcher Partikel
verschiedener Apolipoproteine dargestellt (Roheim et al. 1979, Borghini et al.
1995). Da in diesen Arbeiten aber die Existenz des Apo(a) im Liquor noch nicht
bekannt war, wurden die dort gefundenen Partikel auch nicht nach dem Apo(a)
untersucht. Die Coexistenz von ApoE und ApoJ in einem als LpE bezeichneten
Partikel wurde 1995 von Borghini et al. beschrieben. Dies konnte in den hier
vorliegenden Untersuchungen bestatigt werden, da es méglich war, einen Partikel
aus ApoE und ApoJ nachzuweisen und auch fur diesen einen ELISA zu
entwickeln. So konnten die Konzentrationen dieses Partikels gemessen werden.

Der Apo(a)/E- und der ApoJ/E-Partikel wurden uber eine
Kreuzimmunelektrophorese aufgetrennt. Der Partikel reagierte jeweils mit dem
ersten Antikorper und gelangte nicht mehr in den zweiten Bereich des Gels, um
mit dem zweiten Antikorper reagieren zu kdnnen (Ergebnis 4.3.3). Dies ist ein
eindeutiger Nachweis, dafl} die beiden jeweils untersuchten Apolipoproteine
Bestandteil eines gemeinsamen Partikels sind und nicht frei vorliegen.

5.3.4.1 ApoJ/E-Konzentation

Die Konzentration des ApoJ/E-Partikels wurde mit dem hier entwickelten ELISA
(siehe Material und Methoden 3.3.9) bestimmt. Auch bei diesen Konzentrationen
mufd man noch beachten, dal3 es sich nicht um Absolutwerte handelt, sondern um
relative Konzentrationen, die mit Hilfe eines willkurlich festgesetzen Standards von
1 mg/dl bestimmt worden sind. Dieser Hilfsschritt in Ermangelung eines fehlenden
kommerziellen Standards beeinflul3t aber nicht die Orientierung der Proben
zueinander.

Bei dem ApoJ/E-Partikel zeigte sich eine starke Abhangigkeit der
Durchschnittskonzentration von dem ApoE-Phanotyp des Partikels. So scheint der
ApoE-Phanotyp 3/3 den Normalwert zu reprasentieren. Das Auftreten eines
Apoeg2-Allels fihrt zu einem Abfall und das Apos4-Allel zu einem Anstieg der
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ApoJ/E-Konzentration. Da fur die Allele Apog2 und Apog4 keine homozygoten
Proben vorhanden waren, kann diese These nicht Gberpruft werden.

Bei der Konzentrationsverteilung des ApoJ/E-Partikels aller untersuchten Proben
handelt es sich um eine linksschiefe Verteilungskurve. Dies bedeutet, da’ die
Verteilung nicht den Gesetzen der Gaul3-Verteilung entspricht. Bei einer solchen
Verteilungskurve liegt das Maximum der beobachteten Konzentrationswerte auf
der linken Seite der Kurve. In solch einem Fall sind niedrige Konzentrationen,
0,05 mg/dl, bevorzugt. Hohere Konzentrationen treten auf, sind aber wesentlich
seltener.

Bei der Konzentrationsverteilung nach dem ApoE-Phanotyp besitzen die
dargestellten Kurven bei unterschiedlichen Konzentrationen Peaks. Woraus man
schlielBen kann, dal? der ApoE-Phénotyp die Konzentration des ApoJ/E-Partikels
beeinfluf3t.

5.3.4.2 Apo(a)/E-Konzentration

Fir den hier neu beschriebenen Apo(a)/E-Partikel wurde ebenfalls die
Konzentration mit Hilfe eines selbsthergestellten Standards (1 mg/dl) bestimmt
(Kapitel 4.3.3.2). Auch bei dieser Untersuchung zeigten sich die Proben mit dem
ApoE-Phénotyp 3/3 als Normalpopulation. Das Vorliegen eines Apog2-Allel scheint
eine geringere und das Vorkommen eines Apog4-Allel eine héhere Konzentration
des Apo(a)/E-Partikels zu bewirken. In dieser Untersuchung waren auch
homozygote Proben flr Apog2 und Apog4 eingeschlossen und diese hatten, wie
erwartet, die héchste bzw. die niedrigste Konzentration. Die heterozyten Proben
mit dem ApoE-Phanotyp 4/2 widersprechen aber dieser Aussage, da sie eine
hohere Durchschnittskonzentration besitzen als die homozygoten Proben mit dem
e4-Allel. Doch muf3 dabei beachtet werden, dal} die Konzentration aus zwei
Proben errechnet wurde und keinen reprasentativen Durchschnitt darstellt. Bei der
Ermittlung der Signifikanz der Konzentrationsunterschiede zeigten sich mit einer
Ausnahme keine Unterschiede. Der ApoE-Phanotyp 3/2 hatte eine signifikant
andere Konzentration wie die ApoE-Phanotypen 3/3, 4/3, 4/2 und 4/4. Eine
Erklarung fur dieses aulRergewohnliche Ergebnis kann nicht gegeben werden.

Die graphische Darstellung aller in dieser Arbeit gemessenen Apo(a)/E-
Konzentrationen gegen die Anzahl zeigte wie schon bei der Verteilung der Apo(a)-
Konzentrationen eine linksschiefe Verteilungskurve. Fur das Apo(a) im Serum
wurde diese linksschiefe Verteilungskurve schon mehrfach beschrieben
(Armstrong 1990). Anscheinend wirken auf den Apo(a)/E-Partikel die gleichen
Gesetze wie auf das freie Apo(a) im Serum.
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Bei der graphischen Darstellung der Apo(a)/E-Konzentrationen gegen die Anzahl
nach ApoE-Phanotyp sortiert, sehen die Kurven sehr unterschiedlich aus, doch ist
die Bevorzugung niedriger Konzentration bei allen ApoE-Phanotypen zu sehen.

54 Kombination verschiedener Liquorparameter

Bei den in dieser Arbeit nachgewiesenen Partikeln, Apo(a)/E bzw. ApoJ/E bestand
fur den ApoJ/E-Partikel eine Abhangigkeit vom ApoE-Phanotyp, fir den Apo(a)/E-
Partikel nicht (Ergebnisse 4.3.4.1 bzw. 4.3.4.2). AnschlieRend wurde untersucht,
ob die Konzentration einzelner Apolipoproteinbestandteile die Konzentration der
Partikel beeinflul3t. Ein Zusammenhang der Konzentration des ApoJ und des
ApoJ/E konnte nicht nachgewiesen werden. Die Konzentration des ApoJ/E-
Partikel war ebenfalls nicht von der Konzentration des ApoE abhéngig. Die
Konzentration des Apo(a)/E-Partikels wurde weder von der Konzentration des
Apo(a) noch von der Konzentration des ApoE beeinflul3t. In einer abschlieRenden
Betrachtung wurde untersucht, ob die Konzentration des einen Partikels die
Konzentration des anderen beeinflu3t. Aber auch hier war keine Abhangigkeit zu
erkennen.

Eine Erklarung fir diese unerwarteten Ergebnisse kann hier nicht gegeben
werden. Wahrscheinlich existieren noch andere Faktoren, die die Konzentrationen
der Partikel beeinflussen. Da auch keine Vorstellung von der Anzahl der einzelnen
Apolipoproteine in diesem Partikel besteht, kénnten damit
Konzentrationsschwankungen erklart werden.

55 Protein Tau

Das Protein Tau wurde bei Patienten mit Multipler Sklerose, mit dem Verdacht
einer MS-Erkrankung sowie bei Patienten mit anderen degenerativen ZNS-
Erkrankungen bestimmt (Ergebnis 4.5).

Sowohl die Multiple Sklerose als auch andere degenerative ZNS-Erkrankungen
fuhren zu einem deutlichen Anstieg der Konzentration von Protein Tau im Liquor
im Vergleich zur Patientengruppe mit nicht zu sichernder Multipler Sklerose.
Obwohl eine ausschlief3liche Bestimmung der Konzentration von Protein Tau im
Liguor keine Differenzierung zwischen chonisch-entziindlichen (Multiple Sklerose)
und degenerativen ZNS-Erkrankungen erlaubt, ist deren Bestimmung diagnostisch
wertvoll, da sie einen Aufschluf3 Gber die Aktivitat der jeweiligen Erkrankung und
die dabei erfolgende Beteiligung neuronaler Strukturen erlaubt.



Diskussion 93

Die Ergebnisse bestatigen die diagnostische Wertigkeit der Bestimmung von
Protein Tau bei degenerativen Erkrankungen des ZNS. Eine Differenzierung
zwischen verschiedenen degenerativen Erkrankungen des ZNS ist jedoch nicht
maoglich (Arai et al. 1995).

Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen ebenfalls die bei Patienten mit Multipler
Sklerose vorliegende ausgepragte intrathekale Synthese von IgG (Rifai et al.
1987).

5.6 Serumuntersuchungen

Von einigen Patienten existierten Liquor- und Serumproben, in denen ebenfalls die
Konzentrationen des ApoE und Apo(a) gemessen wurden. Da der ApoE-Phanotyp
im ganzen Korper gleich ist, war fur diese Proben bereits der ApoE-Phéanotyp
bestimmt worden. Beide so erhaltenen Werte konnten so in Zusammenhang
zueinander gesetzt werden.

5.6.1 ApoE-Konzentration

Die ApoE-Konzentration im Serum ist vom ApoE-Phénotyp abhangig (Ergebnisse
4.6.1). Das Apoeg4-Allel fuhrte zu einer Absenkung, wohingegen das Apog2-Allel
eine Erhdhung der Konzentration bewirkte. In den hier bestimmten
Untersuchungen besal3en die Proben mit dem ApoE-Phanotyp 4/4
aulRergewohnlich hohe Konzentrationen. Das Kollektiv setzte sich aber nur aus
zwei Einzelwerten zusammen und ist somit statistisch nicht zu verwerten. Die hier
bestimmte Serumverteilung des ApoE unterscheidet sich nicht signifikant von der
in der Literatur bei Utermann 1987 veroffentlichten.

5.6.2 Apo(a)-Konzentration

Bei den Serumproben wurde ebenfalls die Apo(a)-Konzentration bestimmt (Kapitel
4.6.2). Bei den Serum Apo(a)-Konzentrationen ergab sich, wie schon bei den
Liquorkonzentrationen bei einer Verteilung nach dem ApoE-Phanotyp, kein
signifikanter Unterschied. Dies bedeutet, daf3 die Konzentration nicht von dem
ApoE-Phénotyp beeinflul3t wird.

5.7 Vergleich Liquor — Serum

Da sowohl Liquor- als auch Serumkonzentration der Apolipoproteine genetisch
determiniert sind, sollte sich ein Zusammenhang zwischen den beiden
Kompartimenten zeigen. Dieser Fall wurde fir die Apolipoproteine Al, E, CIl und
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Clll von Roheim et al. 1979 beschrieben. Im anderen Fall muften die
Syntheseraten in Liquor und Serum von unterschiedlichen Faktoren beeinfluf3t
werden. So wird im Serum die Synthese der Apolipoproteine von dem Fettgehalt
des Blutes oder dem Fettbedarf der Leber beeinflu3t. Da keine Fette im Gehirn
vorkommen, ist eine derartige Steuerung nicht mdglich. Bei Verletzungen des
Gehirns wird vermehrt ApoE synthetisiert, da dieses an der Heilung beteiligt ist. Im
Serum spielt das ApoE keine Rolle bei der Bekdmpfung von Verletzungen. Schon
diese unterschiedlichen Aufgaben des ApoE wirden auch unterschiedliche
Syntheseraten in Liquor und Serum erklaren.

5.7.1 Apolipoprotein E

Um einen Zusammenhang zwischen Liguor- und Serumkonzentration nachweisen
zu konnen, wurde der Differenzkoeffizient ermittelt. Mit diesem Wert muf3 die
Liquorkonzentration multipliziert werden, um zur Serumkonzentration zu gelangen.
Fur das Apolipoprotein E schwankte der Faktor von 0,4 bis 50 (Ergebnis 4.7.1).
Laut Pitas et al. 1987 sollte dieser Differenzkoeffizient bei ca. 20 liegen. Der
Durchschnittswert der fir die verschiedenen ApoE-Phénotypen bestimmten
Medianwerte mit Ausnahme des Wertes fur den ApoE-Phé&notyp 4/4 liegt ungefahr
bei 10. Der Differenzkoeffizient fir den ApoE-Phanotyp 4/4 sollte ignoriert werden,
da er sich nur aus zwei Einzelwerten zusammensetzt und damit sehr fraglich ist.

Da es sich bei den hier untersuchten Proben immer um Liquor von erkrankten
Personen handelt, kdnnen diese Krankheiten die Konzentration des ApoE im
Liquor beeinfluRt haben und so die Schwankungen des Differenzkoeffizienten
verursachen.

5.7.2 Apolipoprotein (a)

Fur das Apo(a) konnte kein Zusammenhang zwischen Serum- und
Liguorkonzentration gefunden werden. Der Faktor schwankte von 0,3 bis 20.000.
Die Medianwerte fur die verschieden ApoE-Phanotypen lagen um 1100.

Diese starken Schwankungen lassen sich mit den stark variierenden
Durchschnittskonzentrationen fir Liquor und Serum erklaren. So variieren die
Serumwerte des Apo(a) von <1 mg/dl bis >200 mg/dl. Als weitere Ursache mul3
noch bedacht werden, dal3 die hier untersuchten Proben von Patienten mit
unterschiedlichen Erkrankungen stammen. Diese Erkrankungen kdnnten naturlich
auch die Konzentration des Apo(a) beeinfluRt haben. Da es in Deutschland
ethisch nicht vertretbar ist, Gesunde dem Risiko einer Ruckenmarkspunktion
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auszusetzen, wird diese MalRnahme nur in begrindeten Fallen durchgefihrt. Bei
Patienten mit Multipler Sklerose oder Hirnhautentzindlung sind oftmals
Liquoruntersuchungen notwendig. Bei diesen beiden Erkrankungen sind
verschiedene Liquorparameter oftmals verandert, z.B. eine IgG-Erhéhung bei MS.
Es konnten also auch die Konzentrationen der Apolipoproteine beeinfluf3t sein.

5.8 Posttranslationale Prozessierung des Apolipoprotein E

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung (Kapitel 4.8) zeigen, dal? ApoE im
Liquor cerebrospinalis einer wesentlich starkeren posttranslationalem
Prozessierung in Form einer starkeren Glykosilierung unterliegt als im Serum. So
hatten bereits Basu et al. 1982 sowie Pitas et al. 1987 beschrieben, dal3
neusynthetisiertes ApoE im Liquor sehr viel starker sialisiert ist wie im Serum.

Die meisten der dabei nachweisbaren zuséatzlichen Banden sind durch Bindung
von Neuraminsauren hervorgerufene Mono-, Di-, Tri- und Tetrasialoformen, die
durch Verdau mit Neuraminidase in die Asialoform Uberfihrt werden kdnnen
(Ergebnis 4.8).

Eine der zusatzlichen Banden ist offensichtlich nicht Folge einer Sialinisierung,
Sulfatierung oder Phosphorylierung und bleibt auch nach Behandlung mit einer
Neuraminidase, Sulfatase bzw. Phosphatase nachweisbar (Ergebnis 4.8,
Abbildung 34).

Es gibt noch weitere mégliche Gruppen, die diese zusatzliche Bande bei der
ApoE-Phénotypisierung verursachen kénnten. Es koénnte sich auch um eine
Sulfat- bzw. Phosphogruppe handeln, die nur von den in dieser Arbeit
verwendeten Enzymen nicht abgespalten werden konnte.

Die verstarkte posttranslationale Prozessierung von ApoE im Liquor spielt
wahrscheinlich eine Rolle bei dessen spezifischer Funktion im Bereich des
Zentralen Nervensystems. Die Aufklarung der physiologischen Bedeutung dieser
verstarkten Prozessierung bleibt jedoch weiteren Studien vorbehalten.

5.9 Abbauprozesse des Apolipoproteins E

Um den Einflu3 von Abbauprozessen auf die ApoE-Konzentration ausschlie3en zu
kénnen, wurden Liquor- und Serumproben sehr lang bei 4°C gelagert oder vielfach
aufgetaut und eingefroren. Bei den Lagerungsversuchen mit dem ApoE zeigte sich
ein nur 15 kD groRRes Protein, das ebenfalls mit dem ApoE-Antikdrper
wechselwirken konnte (Ergebnis 4.9). In der Isoelektrischen Fokussierung zeigte
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sich dieses 15 kD grofRe Protein als zweite Bande neben dem 34 kD grof3en
Protein. Da bei der Isoelektrischen Fokussierung die Proteine nach ihrer Ladung
und nicht nach ihrer GréRe aufgetrennt werden, kann daraus gefolgert werden,
daR das 15 kD groR3e Protein, den gleichen isoelektrischen Punkt wie das 34 kD
grol3e ApoE-Protein besitzen muf3. Durch die Bindung des Antikérper ist
nachgewiesen, dal3 die Bindungsstelle des Antikdrpers in diesem Abbauschritt
noch nicht zerstort worden ist.

Im weiteren Fortschreiten des ApoE-Abbaus wird auch die Bindungsstelle des
Antikdrpers zerstort. Proben die bereits so stark zerfallen waren, lie3en sich nicht
mehr phanotypisieren.

5.10 AbschluRbetrachtung

5.10.1 Apolipoproteine des Liquors

Alle hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden mit Liquor und Serum von
Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen durchgefihrt. Ein Einflul3 dieser
Krankheiten auf die in dieser Arbeit bestimmten Parameter ist bisher nicht
bekannt, kann aber nicht vollig ausgeschlossen werden. Um diese Unsicherheit
ausschlielen zu koénnen, sollten die Messungen nochmals mit Liquor von
gesunden Personen Uberprift werden.

Die deutlich von den in der Literatur (Pitas et al. 1987) vertffentlichten
Konzentrationswerten von 5,4 mg/dl im Serum bzw. 0,29 mg/dl im Liquor
abweichenden Konzentrationen des ApoE wurden alle nochmals nachgemessen.
Durch diese Kontrolle von unerwartet hohen und niedrigen Werten, konnten die
ermittelten Konzentrationen bestéatigt werden. Mit diesem Vorgehen kdnnen
Melfehler ausgeschlossen werden. Eine Erhdhung der Proteinkonzentrationen im
Liguor durch eine Einblutung wahrend der Ruckenmarkspunktion wurde Uber die
Bestimmung des nur fur das Serum typischen Apolipoprotein B
ausgeschlossenen. Madoglicherweise jedoch war die Empfindlichkeit des hier
verwendeten ApoB-ELISAs nicht ausreichend genug, um wirklich jede Einblutung
nachzuweisen. Ein zu niedriger Wert der ApoE-Konzentration des Liquors oder
Serums koénnte durch verschiedene Abbauprozesse wie auch Proteasen
verursacht worden sein. Das mehrfache Einfrieren und Auftauen fuhrte zur
Beschadigung des ApoE, wie in Kapitel 4.9 gezeigt wurde.
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Diese hier fur die starken Schwankungen des ApoE geltenen Erklarungen kénnen
aber auch als Erklarung fir schwankende Konzentrationen des Apo(a) sowie des
ApoJ dienen.

5.10.2 Apo(a)/E- und ApoJ/E-Partikel

Der bereits in der Literatur beschriebene ApoJ/E-Partikel (Borghini et al. 1995) und
der in dieser Arbeit neu entdeckte Apo(a)/E-Partikel liel3 sich in deutliche Mengen
im Liquor nachweisen. Die Kreuzimmunelektrophoresegele zeigten fur den
ApoJ/E-Partikel und den Apo(a)/E-Partikel, dal3 jeweils beide beteiligten
Apolipoproteine vollstandig in dem Partikel gebunden sind. Da nun das gesamte
ApoE immer mit dem ApoJ assoziiert ist, muf3 das Apo(a) ebenfalls an diesem
Partikel hangen. Es handelt sich also um einen Partikel und nicht um zwei
verschiedene. Da man weder Uber die Funktionen und Aufgaben des ApoJ noch
Uber die des Apo(a) ndhere Angaben machen kann, kann man auch keinen Grund
fur das Auftreten der Apolipoproteine in Form eines Partikels nennen. Aufgrund
der sehr geringen Konzentrationen der Partikel im Liquor war es im Rahmen
dieser Arbeit nicht méglich genauere Informationen tber den Aufbau des bzw. der
Partikel zu ermitteln. Wahrscheinlich handelt es sich um eine lose Verbindung aus
unterschiedlich vielen ApoJ-, ApoE- und Apo(a)-Molekilen. Ob noch weitere im
Liqguor vorkommende Apolipoproteine in diesen Verbund eingebaut sind, wurde
hier nicht untersucht, ist aber aufgrund der bisher ver6ffentlichten Untersuchungen
in der Literatur (Roheim et al. 1979, Borghini et al. 1995) wahrscheinlich.
Abbildung 37 zeigt eine mogliche Zusammensetzung des im Liquor
vorkommenden Apolipoproteinpartikels.
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Abbildung 37: Mégliches Aussehen des Apolipoprotein-Partikels im Liquor

Abbildung 37 ist eine hypothetische Darstellung des Apolipoproteinpartikels im
Liquor. Es kdnnen noch weitere Apolipoproteine an diesem Partikel beteiligt sein,
deren Existenz im Liquor bisher noch nicht untersucht worden ist. Dieser Partikel
wurde aus dem von Borghini et al. (1995) beschriebenen LpE-Partikel
weiterentwickelt, indem das Apo(a) hinzugefugt wurde. Die Position sowie die
Anzahl der einzelnen Apolipoproteinen in diesem Partikel sind hypothetisch und
bisher nicht erforscht.

Lipoprotein-Partikel mit variabler Anzahl der beteiligten Apolipoproteine wurden
bereits von Bard et al. 1992 fir das Serum beschrieben. Bard und Kollegen haben
Lp(a)-Partikel mit 9 bis 22 ApoE beschrieben. Das Lp(a) ist eine Mischung
verschiedener Partikel aus den gleichen Apolipoproteinen in variablen Anteilen.

Diese Variabilitat der Anzahl der einzelnen Apolipoproteine findet man sicherlich
ebenfalls bei dem Apolipoprotein-Partikel des Liquors. Dies wirde die starken
Schwankungen der Konzentrationen der in dieser Arbeit untersuchten
Apolipoproteine erklaren.
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Dieser Partikel konnte sich mit Disulfidbricken zwischen den einzelnen
Apolipoproteinen oder auch nur mit schwachen Wechselwirkungen stabilisieren.
Im Liquor vorkommende lonen kodnnten ebenfalls zur Stabilisierung dieses
Partikels beitragen.

Der genaue Aufbau und die Zusammensetzung des Lipoproteinpartikels im Liquor
sollte Gegenstand einer weiterfihrenden Arbeit sein.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Apolipoproteine des Liquors
untersucht, um bestehende Zusammenhange nachzuweisen, die eventuell spater
bei der Diagnose von Erkrankungen eingesetzt werden kénnten.

Das ApoE aller Proben wurde phéanotypisiert. Die Konzentrationen des ApoJ und
Apo(a) wurden mit Hilfe selbst- bzw. in der Arbeitsgruppe entwickelter ELISAs
bestimmt. Durch Kombination der existierenden ELISAs konnte der von Borghini
et al. 1995 beschriebene LpE-Partikel und ein bisher nicht bekannter
Apolipoprotein-Partikel aus Apo(a) und ApoE nachgewiesen werden. Die relative
Konzentration dieses Apo(a)/E- und des ApoJ/E-Partikels wurde bestimmt. Mit
Hilfe der Kreuzimmunelektrophorese konnte nachgewiesen werden, dal3 die
Apolipoproteine Bestandteil eines Partikels sind. Aufgrund der gefundenen
Informationen wurde die These postuliert, dal3 es sich bei diesen Partikeln um
einen gemeinsamen Partikel aus ApoE, ApoJ und Apo(a) handelt. Detaillierte
Daten Uber den Aufbau und die Zusammensetzung des Partikels konnten bisher
nicht gewonnen werden.

Im Liquor wurden die Konzentrationen von ApoE, Apo(a) und ApoJ gemessen.
Diese Konzentrationen wurden in Zusammenhang zu dem ApoE-Phanotyp der
entsprechenden Probe gesetzt. Wo moglich wurde ApoE und Apo(a) auch im
Serum der entsprechenden Patienten bestimmt. Auch diese Konzentrationen
wurden in Beziehung zu ihrem ApoE-Phanotyp gesetzt. Zuletzt wurden fir die
Apolipoproteine E und (a) die Liquor- und Serumkonzentration in Beziehung
zueinander gesetzt. Aul3er fir das ApoE und den ApoJ/E-Partikel konnte fur
keines der untersuchten Apolipoproteine weder im Liquor noch im Serum ein
offensichtlicher Zusammenhang zwischen der Konzentration des Apolipoproteins
und dem ApoE-Phénotyp gefunden werden.

Zusatzlich zu den Apolipoproteinen des Liquors wurde in Zusammenarbeit mit der
Universitdt Dresden das Tau-Protein gemessen. Die Ergebnisse bestatigen die
diagnostische Wertigkeit der Bestimmung von Protein Tau bei degenerativen
Erkrankungen des ZNS. Eine Differenzierung zwischen verschiedenen
degenerativen Erkrankungen des ZNS ist jedoch nicht mdglich.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit untersuchte die Rolle des ApoE im Gehirn. Dabei
zeigte sich, dal3 die Synthese des ApoE durch die Astrozyten ein sehr komplexer
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Vorgang sein muf3. Eine weitere Untersuchung des ApoE wies die starkere
Glykolisierung im Liquor im Vergleich zum Serum nach.
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