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1       Einleitung 

1.1   Demenz mit Lewy-Körperchen (DLB) 

1.1.1  Einführung 

Nach ICD-10 ist Demenz ein Syndrom als Folge einer meist chronischen oder 

fortschreitenden Krankheit des Gehirns, das mit einer Gedächtnisstörung und einem 

Abbau des Denkvermögens einhergeht. Sie beinhaltet ebenfalls die Veränderung der 

Persönlichkeit und ist so ausgeprägt, dass dadurch die berufliche und private 

Selbstständigkeit beeinträchtigt ist. Per definitionem muss die Störung seit 

mindestens sechs Monaten und nicht nur im Rahmen eines Delirs bestehen (ICD-10-

Code F00-F03) (WHO 2010).  

Bei der Demenz handelt es sich um eine Erkrankung von steigender Bedeutung und 

Häufigkeit, die sieben Prozent der Bevölkerung über 65 Jahren betrifft und bis zu 30 

Prozent derer, die älter sind als 80 Jahre (McKeith et al. 2004). Im Jahre 2000 wurde 

die Anzahl weltweit Erkrankter auf 25 Millionen geschätzt, ein Anstieg auf bis zu 114 

Millionen bis zum Jahr 2050 wird prognostiziert (Wimo et al. 2003). 

Eine akkurate ante mortem Diagnose von Demenzerkrankungen ist bei dieser sehr 

großen Anzahl Betroffener aus unterschiedlichen Gründen relevant. Zum einen 

gewinnen medikamentöse Therapien für Demenzerkrankungen an Bedeutung, 

jedoch schwankt die Effektivität der jeweiligen Behandlungsansätze deutlich 

zwischen den unterschiedlichen Krankheitsentitäten (Rogers et al. 1998). Des 

Weiteren variieren Krankheitsprogressivität und Art der Symptomentwicklung sehr 

stark zwischen den Patienten mit jeweils differierenden Diagnosen (Olichney et al. 

1998). Die Suche nach potentiellen Biomarkern für die DLB ist Gegenstand der 

vorliegenden Arbeit. 

 

1.1.2   Historisches 

Die DLB ist als eigene Krankheitsentität recht spät anerkannt worden, was unter 

anderem mit historischen Fakten zu begründen ist. Forster und Lewy beschrieben 

1912 zum ersten Mal die sogenannten Lewy-Körperchen (LK) als zytoplasmatische 
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Einschlüsse in Zellen der Substantia nigra bei an Parkinson erkrankten Patienten. 

Seit den 1960er Jahren wurde ein möglicher Zusammenhang von LK mit 

Demenzerkrankungen diskutiert (Kosaka 1978, Okazaki et al. 1961), jedoch wurden 

bis in die 1980er Jahre nur einzelne Fälle beschrieben, da die kortikalen LK mit 

herkömmlichen Färbemethoden wie Hämatoxylin und Eosin nur sehr schwer zu 

detektieren waren. Die Entwicklung immunzytochemischer Färbemethoden mit 

Antikörpern gegen Ubiquitin und vor allem α-Synuklein ermöglichte die einfachere 

Visualisierung und brachte wissenschaftliche Arbeiten über die einzelnen Lewy-

Körperchen-Erkrankungen voran (Lennox et al. 1989 b, Spillantini et al. 1998). 

Diesen Erkenntnissen folgten jedoch unterschiedliche Interpretationen bezüglich der 

Signifikanz und konsekutiv uneinheitliche Nomenklaturen. So wurden zum Beispiel 

die Begriffe „Lewy-Körperchen-Variante der Demenz vom Alzheimer-Typ“ (Hansen et 

al. 1990) oder „diffuse Lewy-Körperchen-Krankheit“ geprägt (Byrne et al. 1989), bis 

1995 eine Konsensuskonferenz stattfand, auf der einheitliche klinische und 

pathologische Richtlinien definiert wurden (McKeith et al. 1996). 

 

1.1.3    Epidemiologie 

Heute ist die DLB nach der Alzheimer-Demenz (AD) als die zweithäufigste 

neurodegenerative Erkrankung des älteren Menschen (Heidebrink 2002, McKeith et 

al. 1996, Weiner 1999) anerkannt, wobei die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit 

steigendem Alter stetig zunimmt (Perez et al. 2010). Sie wird in ungefähr zehn bis 25 

Prozent der Fälle einer Demenzerkrankung als zugrunde liegende Ursache 

diagnostiziert (Heidebrink 2002, McKeith et al. 1996, Weiner 1999). 

Bevölkerungsbasierte Studien zeigen dabei eine altersabhängige Prävalenz von 

circa einem Prozent mit 65 Jahren, die sich in Autopsie-Serien-Ergebnissen 

herausstellen ließ (McKeith et al. 2004), bis zu einer Auftretenshäufigkeit von etwa 

fünf Prozent bei über 85jährigen, wie in einer finnischen Studie gezeigt werden 

konnte (Rahkonen et al. 2003). Einige Autoren suggerieren, dass Männer häufiger 

betroffen sind als Frauen, jedoch sind diesbezüglich wenige Daten veröffentlicht 

worden (Zaccai et al. 2005).  

Neben den sporadisch auftretenden sind auch Fälle von familiärer DLB beschrieben 

(Bogaerts et al. 2007, Brett et al. 2002, Tsuang et al. 2004). 
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1.1.4     Klinisches Erscheinungsbild der DLB 

1.1.4.1   Kognitive Einschränkungen 

Die Demenz ist ein essentielles Symptom, um die Diagnose einer DLB stellen zu 

dürfen (McKeith et al. 1996). Früh im Krankheitsverlauf kommt es zu 

Beeinträchtigungen der Aufmerksamkeit und der Exekutivfunktionen sowie zu 

semantischen und visuokonstruktiven Störungen (Collerton et al. 2003), womit sich 

ein deutlicher Unterschied zwischen DLB- und AD-Patienten ergibt (Ralph et al. 

2001). 

Dabei sind Fluktuationen der kognitiven Funktionen, die unterschiedlich lange 

andauern können, in vielen Fällen vorliegend und können in Ihrer Art bei nicht-

dementen, normal gealterten Personen, DLB- und AD-Patienten unterschieden 

werden (Bradshaw et al. 2004, Ferman et al. 2004). Charakteristisch für die DLB sind 

Tagesmüdigkeit und -lethargie, Schlafen während des Tages für mehr als zwei 

Stunden, für eine längere Zeit in die Gegend starren sowie eine unorganisierte 

Sprache (Ferman et al. 2004). 

1.1.4.2 Psychiatrische und neurologische Symptomatik  

Psychiatrische Manifestationen sind häufig und beinhalten vorwiegend visuelle 

Halluzinationen, Wahnvorstellungen, Apathie und Angstgefühle (McKeith et al. 2004). 

Sie mögen der initiale Grund für eine Vorstellung beim Arzt sein und neigen dazu, zu 

persistieren (Ballard et al. 2001 c).  

Bis zu 70 Prozent der DLB-Patienten leiden unter Parkinsonismus, Bradykinesien, 

erhöhtem Muskeltonus und Gangstörungen. Obwohl bereits bei Diagnosestellung bei 

25 bis 50 Prozent der Patienten extrapyramidalmotorische Symptome vorliegen bzw. 

die meisten sie im Krankheitsverlauf entwickeln, bleiben bis zu 25 Prozent aller 

Patienten davon verschont (McKeith 2002).  

1.1.4.3  Autonome Symptomatik und Schlafstörungen 

Klinisch präsentieren sich Patienten mit DLB häufiger als bei der AD mit vegetativen 

Symptomen wie Schwindelgefühl, Präsynkopen, Synkopen und Stürzen, die sich 

durch eine autonome Dysfunktion im Sinne einer orthostatischen Dysregulation oder 

Karotissinus-Hypersensitivität erklären lassen (Kuzuhara et Yoshimura 1993, 
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McKeith et al. 1992 b). Auch die Harninkontinenz gehört zu recht frühen Symptomen 

der Erkrankung (Del-Ser et al. 1996).  

Die REM-Schlaf-Verhaltensstörung ist eine Form der Parasomnien und häufiger mit 

Synukleinopathien als mit Nicht-Synukleinopathien assoziiert (Boeve et al. 2001). 

Ihre Therapie kann helfen, auch weitere Symptome der DLB wie Halluzination oder 

Störungen der Kognition zu verbessern (Boeve et al. 2004). Neuere Daten zeigen, 

dass REM-Schlaf-Verhaltensstörungen frühe Vorläufer beziehungsweise 

Manifestationen einer folgenden neurodegenerativen Erkrankung sein können, und 

bis zum Auftreten erster neurologischer Symptome im Rahmen einer 

Synukleinopathie eventuell Jahre bis Jahrzehnte liegen (Claassen et al. 2010). 

1.1.4.4  Neuroleptikasensitivität 

Generell sind ältere Menschen anfälliger, extrapyramidalmotorische Nebenwirkungen 

nach Neuroleptikagabe zu entwickeln, jedoch sind besonders Patienten mit DLB 

suszeptibel gegenüber sowohl typischen als auch atypischen Stoffen dieser Gruppe 

und reagieren in circa 30 Prozent der Fälle mit unerwünschten Folgen wie einer 

Zunahme extrapyramidalmotorischer Symptome, des kognitiven Abbaus und 

vermehrter Schläfrigkeit bis hin zur Entwicklung von Symptomen des malignen 

neuroleptischen Syndroms (Aarsland et al. 2005, Ballard et al. 1998, McKeith et al. 

1992 a). 

1.1.4.5  Krankheitsprogression und -verlauf 

Interindividuell unterschiedlich schnell und unter anderem von der Lokalisation der 

Hauptpathologie abhängig verläuft die Erkrankung bei den einzelnen Patienten. Eine 

frühe und schwere Extrapyramidalsymptomatik ist bei Erkrankten mit vor allem 

nigrostriatalen Veränderungen zu erwarten, bei frühen Halluzinationen sowie 

kognitiven Einschränkungen sind Läsionen in kortikalen und limbischen Arealen zu 

finden und bei deutlicher posturaler Instabilität können Pathologien des 

Rückenmarks sowie der vegetativen Ganglien identifiziert werden (McKeith et al. 

1996). 

Demenzerkrankungen wie die DLB verkürzen die individuelle Lebenserwartung 

deutlich. Diese Tatsache liegt unter anderem in krankheitsassoziierten 

Komplikationen wie einem erhöhten Risiko für Stürze und damit einhergehenden 
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Verletzungen, Infektionserkrankungen und mangelhafter Nutrition durch 

Bettlägerigkeit, einer Dysphagiesymptomatik sowie weiteren Problemen begründet. 

Die mittlere Erkrankungsdauer der DLB beträgt fünf bis sechs Jahre mit einer 

Spannbreite von zwei bis 20 Jahren (Mosimann et McKeith 2003). Die 

Geschwindigkeit der kognitiven Verschlechterung wird mittels MMSE determiniert, 

pro Jahr Erkrankungsdauer wird dabei eine Reduktion von vier bis fünf MMSE-

Punkten angegeben (Ballard et al. 2001 b). Die Krankheitsprogression der DLB im 

Vergleich mit der AD wird in der Literatur als rapider oder aber als genauso rasch 

progredient beschrieben (Ballard et al. 2001 b, Olichney et al. 1998, Walker Z et al. 

2000). 

 

1.1.5   Neuropathologie und Neurochemie 

Eine neuropathologisch gesicherte Diagnose der DLB beruht auf dem Nachweis 

sogenannter Lewy-Körperchen (LK) (McKeith et al. 1996) (Abbildung 1.1), die sich in 

kortikalen und subkortikalen Hirnregionen Betroffener befinden (Dickson et al. 1991, 

Hansen et al. 1990, Kosaka et al. 1984, Lennox et al. 1989 a, Perry RH et al. 1990). 

Bei den LK handelt es sich um neuronale Einschlüsse, bestehend aus α-Synuklein in 

Verbindung mit Intermediärfilamenten, Chaperonproteinen, Elementen des Ubiquitin-

Proteasom-Systems und anderen Proteinablagerungen (Abbildung 1.1).  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.1: Lewy-Körperchen (Chu et al. 2000). A: reifes LK in einem Neuron der 

Substantia nigra (Ubiquitinfärbung), B: LK in einem kortikalen Neuron (Ubiquitinfärbung), C: 

Kortikale LK (Hämatoxylin-Eosin-Färbung), D: LK als abgrenzbare, rundliche, homogene 

intrazytoplasmatische Einschlüsse (Pfeil) und kugelförmige Tangles (Pfeilspitzen) 

(Ubiquitinfärbung) (nach Chu et al. 2000, Seite 425). 



                                                                                                                        Einleitung 
 

6 
 

Zudem kommt es zu Ablagerungen von α-Synuklein-positiven Lewy-Neuriten (LN), 

die genau wie die LK nicht pathognomonisch für die DLB sind, sondern sich auch bei 

anderen Synukleinopathien wie der Parkinson-Erkrankung (PD) oder der 

Multisystematrophie nachweisen lassen, was suggeriert, dass möglicherweise ein 

gemeinsamer Pathomechanismus für diese Erkrankungen existiert (Martί et al. 

2003). Bei der DLB sind LK und LN im Neokortex, limbischen Kortex, in subkortikalen 

Kernen und dem Hirnstamm lokalisiert (Perry RH et al. 1990). Anhand der Anzahl der 

LK und LN werden vier Schweregrade unterschieden (mild, moderat, schwer, sehr 

schwer) (McKeith et al. 2005); nach dem Verteilungsmuster der LK lassen sich die 

Erkrankungsfälle pathologischen Subtypen zuordnen (Tabelle 1.1). 

    Neokortikal 

Subtyp Hirnstamm Transentorhinal Cingulum Temporal Frontal Parietal 

Hirnstamm + +/- +/- - - - 

Limbisch + + + + +/- - 

Neokortikal + + + + + + 
 

Tabelle 1.1: Subtypen der Lewy-Körperchen-Pathologie (modifiziert durch Fischer et Krenn 

2006, Seite 33, nach McKeith et al. 2005). 

 

Zusätzlich zu oben genannten zeigen sich verschiedene neuropathologische 

Veränderungen, die teils typischen, durch das Consortium to Establish a Registry for 

Alzheimer’s Disease (CERAD) (Mirra et al. 1991) beschriebenen Merkmalen bei der 

AD entsprechen und klinische Charakteristika deutlich beeinflussen können (Merdes 

et al. 2003) (vice versa sind auch bei der AD LK nachzuweisen (Lippa et al. 1999)). 

Bei diesen Erscheinungen handelt es sich um Plaques unterschiedlicher 

Morphologien, neurofibrilläre Tangles, regional betonten Neuronenverlust - 

insbesondere im Hirnstamm und Nucleus basalis Meynert -, spongiforme 

Veränderungen mit Vakuolenbildung und Synapsenverluste (McKeith et al. 1996). 

Der Nachweis einer für die AD typischen Pathologie ist kein Ausschlusskriterium für 

die Diagnosestellung einer DLB. Auch umgekehrt ist das Vorhandensein von LK für 

die Diagnose einer AD je nach dominierender Pathologie und untersuchender Klinik 
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nicht unbedingt ein Ausschlusskriterium, allerdings gibt es hierfür keinen schriftlichen 

Konsens. 

Die DLB ist außerdem assoziiert mit neurochemischen Veränderungen vor allem des 

dopaminergen sowie acetylcholinergen Systems (McKeith et al. 1996). Striatal zeigt 

sich ein signifikanter, zu einer klinisch manifesten Extrapyramidalsymptomatik 

führender Verlust dopaminerger Neurone, wobei sich dieser bei der DLB in 

geringerer Ausprägung findet als bei der PD, und bei der AD nicht nachweisbar ist 

(Piggott et al. 1999). Bei der DLB besteht zudem ein sich von der AD 

unterscheidendes cholinerges Defizit, was das ungleiche Ansprechen der 

Krankheitsentitäten auf in dieses System eingreifende Medikamente, zum Beispiel 

aus der Gruppe der Acetylcholinesteraseinhibitoren, erklären könnte (Shiozaki et al. 

1999, Perry EK et al. 1994). Die Entstehung visueller Halluzinationen hängt 

vermutlich mit der dopaminergen-cholinergen Imbalance (Perry EK et al. 1990) sowie 

dem Vorhandensein von temporalen LK in höherer Dichte zusammen (Harding et al. 

2002). 

 

1.1.6     Aktuelle klinische Konsensuskriterien 

Die einheitlich Gültigkeit besitzenden Kriterien zur Diagnosestellung einer DLB 

wurden von McKeith in wiederholten Konsortien begründet, die erstmalig 1996 

stattfanden und seither wiederholt aktualisiert wurden (McKeith et al. 1996, 1999 und 

2005).  

Das zentrale Merkmal Demenz ist essentiell für die Diagnose einer DLB, bei 

Vorliegen von zusätzlich einem Kernmerkmal ist eine mögliche, bei Vorliegen von 

zusätzlich zwei Kernmerkmalen ist eine wahrscheinliche DLB zu diagnostizieren. 

Daneben wurden suggestive und supportive Merkmale definiert (Tabelle 1.2), um die 

Sensitivität der bereits bestehenden Kriterien zu erhöhen, die deutlich geringer ist als 

ihre Spezifität (Holmes et al. 1999, Litvan et al. 1998, Lopez et al. 2002, Luis et al. 

1999, Mega et al. 1996, Verghese et al. 1999).  

Die Diagnose DLB ist weniger wahrscheinlich bei nachgewiesenem 

cerebrovaskulärem Schaden oder wenn eine andere Erkrankung vorliegt, die 

zumindest in Anteilen die klinische Symptomatik des Patienten hinreichend erklärt. 
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Um Patienten mit DLB von denen mit Parkinson-Demenz zu unterscheiden, wird die 

sogenannte „Ein-Jahres-Regel“ angewendet (beim Parkinson-Demenz-Komplex 

besteht die Extrapyramidalsymptomatik mehr als ein Jahr vor Beginn einer 

dementiellen Entwicklung (McKeith et al. 2005)). 

1. Zentrales Merkmal Demenz 

2. Kernmerkmale 

Fluktuationen 

Visuelle Halluzinationen 

Parkinsonismus 

3. Suggestive Merkmale 

REM-Schlaf-Verhaltensstörung 

Neuroleptikasensitivität 

Verminderte Dopamin-Transporter-Aufnahme in den 

Basalganglien (in SPECT oder PET nachgewiesen) 

4. Supportive Merkmale 

Stürze oder Synkopen, Bewusstseinsverluste, autonome 

Dysfunktion, andere als visuelle Halluzinationen, 

Wahnvorstellungen, Depression, Temporallappen in kranialer 

Bildgebung relativ unverändert, verminderte regionale 

Hirndurchblutung (v.a. okzipital), pathologische MIBG-Myokard-

Szintigraphie, typische EEG-Veränderungen (Kapitel 1.1.8.1) 

 

Tabelle 1.2: Revidierte Kriterien für die klinische Diagnose der DLB (nach McKeith et al. 

2005, Seite 1864). 

 

1.1.7     Differentialdiagnosen 

Differentialdiagnostisch sollte je nach klinischer Präsentation ein Spektrum von 

Erkrankungen in Betracht gezogen werden, das sich in vier Kategorien einteilen lässt 

(McKeith 2002). Dazu zählen zum einen weitere Demenzerkrankungen wie die AD, 

die Frontotemporale Demenz oder die Vaskuläre Demenz, daneben neurologische 

Erkrankungen wie die PD, der Normaldruckhydrozephalus, die Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit (CJK), die Multisystematrophie oder die Progressive Supranukleäre 

Blickparese oder auch psychiatrische Erkrankungen wie die Manie, depressive 

Psychosen oder Wahnerkrankungen mit spätem Beginn. Als Letztes sollten in 

differentialdiagnostischen Überlegungen andere Gründe für ein Delirium 

ausgeschlossen werden, wie zum Beispiel eine Infektion, metabolische oder 
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endokrinologische Ursachen, Medikamente und weitere Noxen, Substanzentzug und 

ein Schlaganfall oder cerebrale Durchblutungsstörungen im weitesten Sinne. 

Nach wie vor ist die AD die klinisch am häufigsten gestellte Fehldiagnose bei der 

Beurteilung von Patienten mit DLB (McKeith et al. 1994). Diese mit circa 70 Prozent 

häufigste aller Demenzen (Bermejo-Pareja et al. 2008, Bickel 2000) präsentiert sich 

klinisch typischerweise mit einem früh im Krankheitsverlauf auftretenden, 

progressiven Gedächtnisverlust, der einhergeht mit einer Abnahme von kognitiven 

Fähigkeiten sowie von Emotion, Sozialverhalten oder Antrieb und einer deutlichen 

Alltagsbeeinträchtigung. Sie ist von mindestens sechsmonatiger Dauer, eine 

Bewusstseinstrübung tritt dabei nicht auf (nach Alzheimer 1907, DSM-IV-TR 

American Psychiatric Association 2000), Dubois et al. 2007 und NINCDS–ADRDA 

(McKhann et al. 1984)). 

Generell sollte eine erweiterte Diagnostik inklusive einer kranialen Bildgebung, 

laborchemischer Untersuchungen und neuropsychiatrischer Testungen in 

Zusammenschau mit dem anamnestisch exakt zu eruierenden Krankheitsverlauf und 

der klinischen Symptome herangezogen werden, um die verschiedenen 

Krankheitsbilder besser voneinander unterscheiden zu können. 

 

1.1.8     Diagnostische Möglichkeiten  

Erste Verdachtsdiagnosen werden meist besonders basierend auf klinischen 

Kriterien gestellt. So gibt es verschiedene Konsortien, die einheitliche Hilfestellungen 

für die verschiedenen Demenzerkrankungen beschlossen haben, die zusätzlich zu 

klinischen Merkmalen die Befunde laborchemischer, psychometrischer, apparativer, 

bildgebender und weiterer Verfahren hinzuziehen, um mögliche und wahrscheinliche 

Diagnosen zu stützen (z.B. Konsensuskriterien nach McKeith et. al für die DLB, 

NINCDS–ADRDA für die AD, UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank für die PD, 

NINDS-AIREN für die Vaskuläre Demenz und weitere). Ein gesicherter Krankheitsfall 

ist in den meisten Fällen nur neuropathologisch zu diagnostizieren. 

1.1.8.1   Klinische und apparative Testverfahren 

Zur Erfassung von Störungen der Aufmerksamkeit, des räumlichen Denkens und 

Handelns und von Gedächtnisstörungen bedient man sich verschiedener 
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psychometrischer Untersuchungen wie des MMSE als eines orientierenden 

Testverfahrens oder des ausführlicheren CAMCOG. Zusätzlich kann der 

Fluktuationsgrad von Aufmerksamkeit und Kognition, der bei Patienten mit DLB 

signifikant höher ist als bei gesunden Menschen oder bei AD-Erkrankten, sowohl 

quantitativ als auch qualitativ erfasst werden (Ballard et al. 2001 a, Bradshaw et al. 

2004, Ferman et al. 2004, Walker MP et al. 2000).  

Die Polysomnographie als umfangreiche Untersuchung des Schlafes zeigt typische 

und vor allem häufig auftretende und voneinander differierende Veränderungen bei 

Patienten mit DLB und mit AD (Grace et. al 2000). Besonders das Vorhandensein 

von REM-Schlaf-Störungen bei Patienten mit einer degenerativen 

Demenzerkrankung ist besonders häufig mit der Diagnose DLB assoziiert (Ferman et 

al. 1999).  

EEG-Veränderungen können in Zusammenschau mit klinischen Kriterien - vor allem 

auch unter Berücksichtigung der Symptome Fluktuation und REM-Schlaf-Störung - in 

frühen Stadien der Demenzerkrankung ergänzend zur Diagnosefindung 

hinzugezogen werden (Bonanni et al. 2008, Briel et al. 1999).  

1.1.8.2 Bildgebende Verfahren  

In der kranialen MRT finden sich eine deutliche Atrophie des Putamens bei DLB-

Patienten (Goto et al. 2010) und demgegenüber eine ausgeprägtere 

Temporallappenatrophie bei AD (Barber et al. 2000). Zudem zeigt sich in SPECT-

Untersuchungen der regionalen Hirndurchblutung, dass sich bei der DLB eine 

okzipitale Hypoperfusion findet (Lobotesis et al. 2001), in PET-Untersuchungen stellt 

sich ein verminderter Glukosemetabolismus vor allem des Okzipitallappens dar 

(Imamura et al. 2001). Als besonders spezifisch gilt die Darstellung des 

nigrostriatalen dopaminergen Systems mittels präsynaptischer dopaminerger 

Liganden; es zeigte sich eine sehr hohe Korrelation von pathologischen DAT-Scan-

Befunden (z.B. 123I-FP-CIT SPECT) mit der Schwere der Klinik einer DLB (Colloby et 

al. 2008, McKeith et al. 2007, O’Brien et al. 2009, Walker Z et al. 2002). 

Bei der DLB kommt es zu einer frühzeitigen sympathischen Denervation, was in der 

I-123-MIBG-Myokardszintigraphie objektiviert werden kann (Miyamoto et al. 2008, 

Wada-Isoe et al. 2007, Yoshita et al. 2001)  



                                                                                                                        Einleitung 
 

11 
 

1.1.8.3  Labordiagnostik 

Im Liquor können mittlerweile in der Routinediagnostik sogenannte Demenzmarker 

untersucht werden, die bei verschiedenen Demenzerkrankungen in typischer 

Konstellation und Quantität verändert sein können (Tabelle 1.3). Zu diesen gehören 

unter anderem Gesamt-Tau-Protein, phosphoryliertes Tau-Protein (phosphoryliert an 

Threonin 181), NSE, TTR, β-Amyloid 1-40 und β-Amyloid 1-42 (z.B. Bian et al. 2008, 

Gloeckner et al. 2008, Gomez-Tortosa et al. 2003, Mollenhauer et al. 2006, Parnetti 

et al. 2001).  

 DLB AD FTD CJK 

Tau ↑ ↑ ↑ ↑↑ 

Phospho-Tau - ↑ - - 

β-Amyloid (1-40 und 1-42) ↓ ↓ ↓ ↓ 

α-Synuklein -/↓ -/↓ n.b. ↑ 
 

Tabelle 1.3: Typische, für die klinische Diagnostik relevante (Tau, Phospho-Tau, β-Amyloid 

(1-40 und 1-42)) Proteinveränderungen im Liquor bei einigen neurodegenerativen 

Erkrankungen. Zudem die Veränderung der α-Synuklein-Werte bei DLB, AD und CJK im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen (Mollenhauer et al. 2008, Ohrfelt et al. 2009, Reesink et al. 

2010). (n.b. nicht bestimmt) 

 

Der Versuch, α-Synuklein als einen wichtigen Bestandteil der LK im Liquor 

nachzuweisen und dies womöglich als ein Diagnostikum oder prognostisches 

Kriterium verwenden zu können, war in den letzten Jahren Gegenstand vieler 

Untersuchungsreihen. Zur Differenzierung von DLB-, PD- und AD-Patienten sowie 

gesunden Kontrollen stellte sich im Liquor gemessenes α-Synuklein allerdings nicht 

als geeigneter Marker heraus (Ohrfelt et al. 2009, Reesink et al. 2010). Lediglich die 

Untersuchung der α-Synuklein-Werte im Liquor verschiedener Patienten mit 

neurodegenerativen Erkrankungen von Mollenhauer et al. (2008) scheint Hinweise 

auf ein mögliches Biomarkerpotential dieses Proteins zu geben. Studienergebnisse 

suggerieren außerdem, dass erniedrigte α-Synuklein-Werte im Liquor von DLB- 

(Reesink et al. 2010) und auch AD-Patienten (Ohrfelt et al. 2009) möglicherweise mit 

einer schlechteren kognitiven Performance korrelieren. Zudem wurde die Hypothese 
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aufgestellt, dass α-Synuklein eventuell als genereller Indikator für den Verlust von 

Synapsen eingesetzt werden könnte (Ohrfelt et al. 2009).  

Neben den beschriebenen sind bereits andere Liquor-Marker als potentielle 

Kandidaten für die DLB vorgeschlagen worden, wie zum Beispiel das heart-type 

Fatty Acid-Binding Protein (Mollenhauer et al. 2007). Diese ließen sich jedoch 

entweder in den nachfolgenden Studien nicht reproduzieren oder bedürfen einer 

aufwändigen Detektionsmethode, so dass sie den Eingang in die Routinediagnostik 

noch nicht gefunden haben. Zudem existieren bereits groß angelegte 

Proteomstudien, denen unterschiedliche methodische Ansätze zugrunde liegen (Abdi 

et al. 2006) und durch die viele, womöglich krankheitsspezifische Veränderungen 

aufgezeigt wurden. Auch aus diesen Studien ergaben sich allerdings bislang noch 

keine klinischen Konsequenzen. Weitere, einfach zu bestimmende und überall 

einsetzbare Marker sollen deshalb identifiziert werden und die klinische 

Routinediagnostik ergänzen. 

 

1.2   Proteomik 

1.2.1  Begriffe und Grundlagen der Proteomik  

Die Proteomik ist eine Forschungsrichtung der Proteinanalytik, die sich mit der 

Untersuchung von Form, Funktion und Interaktion von Proteinen in einem definierten 

Kompartiment beschäftigt. Das Proteom ist dabei eine Bezeichnung, die 1994 in 

Anlehnung an die Begriffe Genom oder Transkriptom auf einer Konferenz im 

italienischen Siena durch Marc R. Wilkins geprägt wurde und die Gesamtheit aller 

Proteine meint, die zu einem definierten Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen in 

einem Organismus vorliegt (Wilkins et al. 1996).  

Strukturproteine, Enzyme, Proteine der Signaltransduktion oder -regulation spielen 

eine große Rolle in nahezu allen Prozessen, die das Leben eines Organismus 

aufrecht erhalten und sind daher für verschiedenste Bereiche der medizinischen 

Forschung interessant: Proteine können als Marker bei der Diagnosestellung 

verschiedener Krankheiten eine Rolle spielen (Adam et al. 2002, Petricoin et al. 

2002) und medikamentöse Therapien können bei fundierten Kenntnissen des 

Proteoms optimiert und Wirkstoffe leichter entwickelt werden, wenn das Zielmolekül 
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gut bekannt ist. Darüber hinaus kann die Detektion neuer Stoffwechsel- und 

Signalwege helfen, die Entstehung der zugrunde liegenden Pathologie einer 

Krankheit zu verstehen und potentiell eine Modulation des Prozesses zu ermöglichen 

(vgl. auch Abbildung 1.2). Insbesondere die Darstellung der bei DLB veränderten 

Stoffwechselwege und Signalkaskaden soll in dieser Arbeit - neben der 

Fragestellung nach Biomarkern für diese Erkrankung - im Mittelpunkt stehen. 

 

Abbildung 1.2: Typen der Proteomik und ihre Anwendung in der Biologie (nach Graves et 

Haystead 2002, Seite 41) 

 

Nach dem Vorbild der Genomforschung wurde die HUPO (Human-Proteom-

Organisation) gebildet, die die Öffentlichkeit auf die Bedeutung der 

Proteomforschung lenken soll, Forschungskapazitäten koordiniert und das Ziel hat, 

einen umfassenden Katalog des humanen Proteoms vorzulegen (www.hupo.org). 

 

1.2.2   Gel-basierte Expressionsproteomik (Tannu et Hemby 2006) 

Zur Bearbeitung verschiedener Fragestellungen in der Proteomik stehen viele 

Techniken zur Verfügung. Die Methode der zweidimensionalen Gelelektrophorese ist 

weit verbreitet, um Proteinexpressionen in Körperflüssigkeiten zu untersuchen; sie 
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wurde auch in dieser Arbeit angewendet. Proteine werden dabei zunächst mittels 

isoelektrischer Fokussierung nach isoelektrischem Punkt separiert und in der zweiten 

Dimension mittels SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt (z.B. Carrette et al. 

2006). Um die Proteine auf dem Gel sichtbar zu machen, stehen klassische 

Färbemöglichkeiten, wie zum Beispiel die Silber- oder Coomassie-Färbung zur 

Verfügung, jedoch bietet die neueste technische Errungenschaft zur Visualisierung 

der Proteine - 2D-DIGE (Unlü et al. 1997) - viele Vorteile. Bei dieser Methode wird 

jeweils eine Lysingruppe eines jeden Proteins mit Cyanine (Cy) Dyes (Farbstoff) 

noch vor der isoelektrischen Fokussierung markiert. Dabei werden für die zu 

untersuchende und die Vergleichsprobe unterschiedliche Farbstoffe verwendet. Nach 

anschließender Proteinauftrennung, die in einem gemeinsamen Lauf erfolgt, können 

die unterschiedlich regulierten Proteine der jeweiligen Probe über die Farbkodierung 

erkannt werden. Bei dieser Methode ist dabei ein insgesamt geringeres 

Probenvolumen notwendig als bei den herkömmlichen Verfahren und die Probleme 

der Standardisierung der Gele werden minimiert. Mit verschiedenen Dyes können bis 

zu drei Proben auf ein einziges Gel aufgetragen werden, was die Variabilität der 

Proteinspotmuster ebenso deutlich reduziert wie die Anzahl der für ein Experiment 

benötigten Gele. Dies vereinfacht den abschließenden Vergleich der 

Proteinexpressionsmuster mittels einer Software für quantitative Image-Analysen zur 

Detektion unterschiedlicher Proteinregulationen und macht ihn reliabler. Proteinspots 

von Interesse werden entweder von Hand oder maschinell gesteuert aus dem Gel 

geschnitten und einem tryptischen In-Gel-Verdau zugeführt, damit die 

Sequenzanalyse zur Proteinidentifikation mittels Massenspektrometrie (MS) erfolgen 

kann. Die MS basiert auf der Auftrennung ionisierter Proteine oder Peptide nach 

Massen-Ladungs-Verhältnis mittels sogenannter Mass Analyzer (Time-of-Fligth 

(TOF), Quadrupole, Ion Trap und FTICR). Als Ionenquellen stehen dafür ESI oder 

MALDI zur Verfügung. Bei dem Prozess der Tandem-MS (MS/MS) wird ein bei der 

initialen MS generiertes Ion/Protein selektiert, in kleinere Teile fragmentiert und dann 

die Masse der resultierenden Ionen gemessen. Diese sekundären Ionen können in 

Proteinsequenzen dechiffriert werden, so dass es möglich wird, mit Hilfe von Protein-

Datenbanken das korrespondierende Protein zu identifizieren. 
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1.2.3  Proteomik in der Demenzforschung 

Auch in der Demenzforschung hat die Proteomik steigende Bedeutung erlangt. So ist 

der Nachweis von spezifischen Biomarkern oder typischen Konstellationen von 

veränderten Proteinen in Körperflüssigkeiten - bei neurodegenerativen Erkrankungen 

vor allem im Liquor - ein diagnostisches Werkzeug, das im klinischen Alltag etabliert 

ist (Kapitel 1.1.8.3) und noch weiter erforscht wird (Gawinecka et al. 2010, Mulugeta 

et al. 2011, Perrin et al. 2011). In Kapitel 1.1.8.3 wurden bereits die wichtigsten 

Demenzmarker vorgestellt, die im Liquor nachgewiesen werden können.  

Liquor ist eine für das ZNS sehr spezifische Flüssigkeit, die eine geringe totale 

Proteinmenge enthält und von den Plexus choroidei in den Seitenventrikeln 

produziert wird. Vorteilhaft ist, dass eine geringe Flüssigkeit-Organ-Ratio vorliegt, die 

es wahrscheinlich macht, im Liquor hohe Konzentrationen freigesetzter Proteine oder 

Peptide zu finden. Der Flüssigkeitstransport von Rückenmark und Gehirn in den 

Liquor erfolgt in großen Mengen, was bedeutet, dass Moleküle verschiedener 

Größen gleichwohl im Liquor detektiert werden können. Von Nachteil ist die 

vergleichsweise aufwändige Lumbalpunktion, die zur Gewinnung dieser 

Körperflüssigkeit notwendig ist, und die es recht schwierig macht, eine große Anzahl 

geeigneter Patientenproben und passende Proben gesunder Individuen zu 

akquirieren (Good et al. 2007). 
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1.3     Zielsetzung der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, folgende Fragen zu untersuchen: 

- Gibt es ein charakteristisches Liquorproteomprofil bei Patienten mit Lewy-

Körperchen-Demenz? 

- Welche zellbiologischen Funktionsbereiche des ZNS scheinen bei der DLB 

betroffen zu sein? 

- Eignen sich die detektierten Liquorproteomveränderungen zu 

differentialdiagnostischen Abgrenzungen gegenüber anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen? Welche Überschneidungen und 

Unterschiede gibt es bei den detektierten regulierten Proteinen?



                                                                                                   Material und Methoden 
 

17 
 

2  Material und Methoden 

2.1   Material 

2.1.1  Patientenkollektiv, Probenkollektion und -asservierung 

Das in dieser Arbeit betrachtete Patientenkollektiv setzt sich zusammen aus 

Patienten der Abteilung Neurologie der Göttinger Universitätsmedizin und 

Patientenproben, die der Göttinger Prionforschungsgruppe von externen deutschen 

Krankenhäusern zu diagnostischen Zwecken zugesandt wurden. Alle für das initiale 

Proteomprofiling durch zweidimensionale Gelelektrophoresen und nachfolgende 

Untersuchungen herangezogenen Patienten mit DLB wurden anhand der von 

McKeith begründeten Konsensuskriterien als klinisch wahrscheinliche Fälle 

eingestuft. Für nachfolgende Bestätigungstests ausgewählter regulierter Proteine 

mittels Western Blots wurden des Weiteren jeweils minimal acht Patienten mit DLB, 

AD (Klassifizierung basierend auf den Kriterien des National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke, der Association Internationale pour la Recherché et 

l’Enseignement en Neurosciences (NINDS-AIREN), des National Institute of 

Neurological and Communicative Disorders und der Stroke and Alzheimer’s Disease 

and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA, McKhann et al. 1984)) 

beziehungsweise PD (als Krankheitsfall eingestuft nach den klinischen 

Diagnosekriterien der UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank (Hughes et al. 

1992)) untersucht und mit nicht-dementen Patienten ohne ZNS-Erkrankungen 

verglichen. Letztere wurden zum Beispiel aufgrund von Kopfschmerzen, 

Polyneuropathien oder Somatisierungsstörungen zu ausschlussdiagnostischen 

Zwecken lumbalpunktiert. 

Die verwendeten humanen Liquorproben wurden mittels Lumbalpunktion unter 

sterilen Bedingungen gewonnen. Sie wurden post punctionem aliquotiert und bei 

minus 80°C eingefroren. Die Untersuchungen an dem zu laborwissenschaftlichen 

Zwecken asservierten humanen Probenmaterial wurden von der Ethikkommission 

der Universitätsmedizin Göttingen positiv bewertet (Antragsnummer 36/7/02). 
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2.1.2   Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden von den üblichen Herstellern für 

Laborchemikalien bezogen. 

Bezeichnung     Hersteller 

 

Aceton      Sigma-Aldrich (München) 

Ammoniumbikarbonat   Sigma-Aldrich (München) 

Ammoniumperoxidsulfat   Roth (Karlsruhe) 

Ampholyte     Bio-Rad (München) 

Ampuwa®-Wasser    Fresenius Kabi (Bad Homburg) 

Bovines Serum-Antigen   Roth (Karlsruhe) 

Bromophenolblau (BPB)   Sigma-Aldrich (München) 

CaCl2      Sigma-Aldrich (München) 

CHAPS     Bio-Rad (München) 

Dithiothreitol     Merck (Darmstadt) 

EDTA      Roth (Karlsruhe) 

Essigsäure     Merck (Darmstadt) 

Ethanol     Merck (Darmstadt) 

Formaldehyd-Lösung    Sigma-Aldrich (München) 

Glycin      Roth (Karlsruhe) 

Iodacetamid     Bio-Rad (München) 

Isopropanol     Merck (Darmstadt) 

Luminol     Sigma-Aldrich (München) 

Methanol      Merck (Darmstadt) 

Milchpulver     Roth (Karlsruhe) 
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Mineralöl      Bio-Rad (München) 

Natriumazid     Sigma-Aldrich (München) 

Natriumcarbonat     Roth (Karlsruhe) 

Natriumhydroxid    Roth (Karlsruhe) 

Natriumthiosulfat    Sigma-Aldrich (München) 

PBS      Biochrom (Berlin) 

p-Coumarsäure    Sigma-Aldrich (München) 

Roti®-Load     Roth (Karlsruhe) 

Rotiphorese® Gel 40    Roth (Karlsruhe) 

Silbernitratlösung     Merck (Darmstadt) 

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)  Sigma-Aldrich (München) 

TEMED     Roth (Karlsruhe) 

Thiourea     Sigma-Aldrich (München) 

Tris      Roth (Karlsruhe) 

Tris-HCl     Roth (Karlsruhe) 

Triton X-100     Sigma-Aldrich (München) 

Trypsin     Promega (Madison, WI, USA) 

Tween-20     Merck (Darmstadt) 

Urea      Roth (Karlsruhe) 

Wasserstoffperoxid    Merck (Darmstadt)    

  

 

Tabelle 2.1: Chemikalien.  
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2.1.3    Verwendete Kits 

IgY-12 High Capacity Spin Column Proteome Partitioning Kit (Beckmann Coulter, 

Krefeld) 

IgY-12 High LC2 Column Proteome Partitioning Kit (Beckmann Coulter, Krefeld) 

2-D Quant Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) 

CyDye DIGE Fluor, minimal labelling kit (5nmol) (Amersham Biosciences Europe 

GmbH, Freiburg)  

 

2.1.4      SDS-PAGE-Proteinstandard 

1) Precision Plus Protein™ Unstained Standards (Bio-Rad, München) 

2) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad, München) 

 

Abbildung 2.1: www.biorad.com 

 

 

 

 

 

1) 2) 
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2.1.5     Antikörper 

Für die Immunblots wurden die unten aufgeführten ersten und zweiten Antikörper in 

den beschriebenen Konzentrationen verwendet.  

Beschreibung  Spezifikation   Verdünnung  Hersteller 

 

Anti-Contactin-1  Kaninchen polyklonal  1:500   Abcam (Cambridge, 

       UK) 

Anti-C4a  Kanichen monoklonal  1:500   Abcam (Cambridge, 

          UK) 

Anti-Chromogranin  Kaninchen polyklonal  1:1.500  Abcam (Cambridge, 

A          UK) 

Anti-Transthyretin Kaninchen polyklonal  1:40.000  Abcam (Cambridge, 

          UK)   

 

Tabelle 2.2: Erste Antikörper. 

 

Beschreibung  Spezifikation   Verdünnung  Hersteller 

 

Anti-Kaninchen IgG Maus, human   1:7.500  Santa Cruz (Santa 

adsorbed      Cruz, CA, USA)  

Anti-Kaninchen IgG Ziege    1.10.000  Jackson Immuno-

       Research (West   

       Grove, PA, USA) 

 

Tabelle 2.3: Zweite Antikörper. 
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2.1.6    Geräte  

Gerät    Modell     Hersteller 

 

Automatischer Prozessierer BioLane™ HTI   Hölle und Hüttner AG 

         (Tübingen) 

Filmprozessor (med.)  Konica SRX-101A   Konica (Taiwan) 

Flüssigkeitschromatograph LC-10AS    Shimadzu (Japan) 

ESI-Q-TOF    Ultima Global (coupled with   Micromass (Manchester)

    CapLC System) 

Gelkammern   Mini Protean® IITM    Bio-Rad (München) 

    Protean® II xi    Bio-Rad (München) 

Horizontalschwenker  HS 501    IKA Labortechnik  

         (Straufen)  

    MTS 2     IKA Labortechnik  

         (Straufen) 

IEF-Gerät   Protean® IEF Cell   Bio-Rad (München) 

Inkubator   Hybridization Oven/Shaker  Amersham Biosciences 

         (Freiburg) 

Magnetrührer   RCT     IKA-Combimag (Straufen) 

Nephelometer   DOSASCAT    Dosatec (Gilching) 

pH-Meter   MP-220    Mettler Toledo (Steinbach) 

Pipetten   Pipetus® Akku   Hirschmann Laborgeräte

         (Eberstadt)  

    Reference®, Research®  Eppendorf (Hamburg) 

Power Supply   PowerPacTM 200   Bio-Rad (München) 

    PowerPacTM 3000   Bio-Rad (München) 

Spectrophotometer  Ultrospec 2100 pro   GE Healthcare (Freiburg)  

Semi-Dry Transfer System Trans-Blot® SD   Bio-Rad (München)  



                                                                                                   Material und Methoden 
 

23 
 

Scanner   CanoScan 8400F   Canon (Krefeld) 

    FLA-5100    Fujifilm (Düsseldorf)  

Schweißgerät   Polystar 100 GE   Rische & Herfurth   

         (Hamburg) 

Thermomixer   Thermomixer comfort   Eppendorf (Hamburg) 

Ultraschallwasserbad  Transsonic 310H   Elma® (Pforzheim)  

Vakuumzentrifuge  Speed Vac Concentrator,  Savant Instruments 

    SVC 100    (Farmingdale, NY, USA) 

Vortexer   REAX 2000    Heidolph (Schwabach) 

Waagen   BL 150 S    Sartorius (Göttingen) 

    CP 3202 P    Sartorius (Göttingen)  

Zentrifugen   5810R     Eppendorf (Hamburg)

    5415D     Eppendorf (Hamburg) 

 

Tabelle 2.4: Laborgeräte. 

 

2.1.7     Puffer und Lösungen 

Zum Ansetzen der Puffer und Lösungen wurde destilliertes Wasser (dH2O) 

verwendet. Für die für zweidimensionale Gelelektrophoresen hergestellten Puffer und 

Lösungen wurde stets doppeltdestilliertes (ddH2O)  oder Ampuwa®-Wasser benutzt. 

Äquilibrierungslösung I: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 150mM Tris pH 8,8, 2% 

DTT in ddH2O 

Äquilibrierungslösung II: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 150mM Tris pH 8,8, 2,5% 

IAA, Spuren von BPB in ddH2O 

Aufbewahrungslösung für Proteindepletion: 10mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 

0,02 Natriumazid in ddH2O 

Aufbewahrungslösung für Silberfärbung: 5% Essigsäure in ddH2O 

BLOTTO (Blockierungslösung für Immunoblots): 5% Milchpulver in PBS-T 
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ECL-Lösung 1: 2,5mM Luminol, 0,4mM p-Coumarsäure, 0,1M Tris-HCl pH 8,5 in 

dH2O 

ECL-Lösung 2: 0,018% H2O2, 0,1M Tris-HCl pH 8,5 in dH2O 

Entwicklungslösung für Silberfärbung: 6% Na2CO3, 0,0185% Formaldehyd, 16µM 

Na2S2O3 in ddH2O 

Fixierungslösung für Silberfärbung: 50% Methanol, 12% Essigsäure in ddH2O 

Laufpuffer für Elekrophorese (nach Lämmli): 192mM Glycin, 0,1% SDS, 25mM Tris-

HCl in dH2O/ddH2O 

Lysepuffer pH 8,5 für CyDyes: 7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 30mM Tris, 5mM 

Mg(CH3COO) in ddH2O 

Neutralisierungspuffer für Proteindepletion (10fach konzentriert): 1M Tris-HCl pH 8,0 

in ddH2O 

OKANO: 0,1M Tris-HCl pH 8,0, 0,2M NaCl, 0,5% Triton X-100, 0,1mM EDTA, 

0,002% SDS, 0,1% BSA in dH2O 

PBS-T (Waschlösung für Western Blots): 9,55g PBS, 0,1% Tween-20 in dH2O 

Rehydrierungspuffer für Isoelektrofokussierung (einfach konzentriert): 7M Urea, 2M 

Thiourea, 4% CHAPS, 65mM DTT, 0,2% Ampholyte in Ampuwa®-Wasser 

Rehydrierungspuffer für Isoelektrofokussierung (zweifach konzentriert) für CyDyes: 

7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 130mM DTT, 0,4% Ampholyte in Ampuwa®-

Wasser 

SDS-Gel für zweidimensionale Elektrophorese: 0,367M Tris-HCl pH 8,8, 0,1% SDS, 

12,5% Acrylamid, 0,1% APS, 0,026% TEMED in Ampuwa®-Wasser 

SDS-Sammelgel für eindimensionale Elektrophorese: 0,49M Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 

7,4% Acrylamid, 0,1% APS, 0,04% TEMED in dH2O 

SDS-Trenngel für eindimensionale Elektrophorese: 0,37M Tris-HCl pH 8,8, 0,1% 

SDS, 12% Acrylamid, 0,1% APS, 0,04% TEMED in dH2O 

Sensibilisierungslösung für Silberfärbung: 0,8mM Na2S2O3 in ddH2O 
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Silberfärbelösung: 0.2% AgNO3, 0.026% Formaldehyd in ddH2O 

Stopplösung für Silberfärbung: 50% Methanol, 12% Essigsäure in ddH2O 

Strippinglösung für Proteindepletion: 0,1M Glycin-HCl pH 2,5 in ddH2O 

Strippinglösung für PVDF-Membranen: 0,2M NaOH in ddH2O 

Transferpuffer für Immunoblots: 192mM Glycin, 20% Methanol, 25mM Tris-HCl pH 

8,3 in dH2O 

Verdaupuffer mit Trypsin: 1,25% Trypsin, 0,5% 1M CaCl2, 2,5% 1M 

Ammoniumbikarbonat in ddH2O  

Verdaupuffer ohne Trypsin: 0,5% 1M CaCl2, 2,5% 1M Ammoniumbikarbonat in 

ddH2O 

Verdünnungspuffer für Proteindepletion: 10mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl in 

ddH2O 

 

2.1.8   Sonstige Materialien 

Art    Artikel     Hersteller 

 

ECL-Filme  ECL-Hyperfilm   Amersham Biosciences, 

     Buckinghamshire, UK) 

Coomassie-Färbelösung Roti®-Blue    Roth (Karlsruhe) 

Filter    Filtropur S plus 0.2   Sarstedt (Nümbrecht) 

    Filtropur V50 0.2, 500ml   Sarstedt (Nümbrecht) 

    Vakuumfilter  

pH-Indikatorstreifen  colorpHast® pH 0-14   EM Science (Gibbstown, 

         NJ, USA) 

IPG-Streifen   ReadyStrip IPG Strips,  Bio-Rad (München) 

    pH 3-10 NL, 7cm und 17cm 
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PVDF-Transfermembran Amersham HybondTM-P  Amersham Biosciences

         (Freiburg) 

Zentrifugenfilter  Amicon® Ultra-15   Millipore (Schwalbach/Ts.)

    Microcon® 0,5   Millipore (Schwalbach/Ts.) 

 

Tabelle 2.5: Sonstige Materialien. 

 

2.2  Methoden 

2.2.1  Proteindepletion 

Da die in besonders hohem Vorkommen repräsentierten Liquorproteine (z.B. 

Albumin, Immunglobuline vor allem der Gammafraktion, Haptoglobulin oder 

Fibrinogen) einen sehr großen und noch dazu dynamischen Anteil des 

Gesamteiweißes ausmachen (Ahmed et Rice 2005), können diese in der 

angewandten Technik der 2D-Gelelektrophorese die gering konzentrierten Proteine 

überdecken, die primär für das Vergleichen der humanen Proben von Interesse sind. 

Eine Depletion dieser sehr reichlich in den zu untersuchenden humanen Bioproben 

vorkommenden Proteine ermöglicht eine nachgeschaltete, überlagerungsfreie 

Analyse, verbesserte Detektierbarkeit und Identifikation auch der in sehr niedriger 

Konzentration vorhandenen Proteine. Die Methode der Proteomfraktionierung 

konzentriert sich dabei auf eine Bindung der Zielproteine mit hoher Affinität zu den 

verwendeten Antikörpern und damit der Möglichkeit einer Anreicherung und 

verbesserten Analysierbarkeit der durchfließenden Fraktion. 

Die verwendeten Kits zur Partitionierung des Liquorproteoms basieren auf 

Affinitätssäulen, die durch die Interaktion zwischen polyklonalen, an Kunstharze 

gebundenen Hühnerantikörpern mit IgY-Antigenen und optimierten, physiologischen 

Puffern zur Auftragung der Proben, zum Waschen, Eluieren und Regenerieren 

funktionieren. So können zwölf in hoher Menge in menschlichen Körperflüssikeiten 

vorkommende Proteine (Albumin, IgG, α1-Antitrypsin, IgA, IgM, Transferrin, 

Haptoglobin, α1-Azid Glykoprotein (Orosomukoid), α2-Makroglobulin, HDL 

(Apolipoproteine A-I & A-II) und Fibrinogen), die IgY-Antigene, durch Bindung an 

immobilisierte spezifische IgY-Antikörper entfernt werden, wenn biologische Proben 

die Säule passieren.  
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Diese Methode garantiert eine Depletion der Zielproteine von mindestens 90 bis 99 

Prozent, die quantitativ vom Hersteller (Beckmann Coulter, Krefeld) mittels ELISA 

bestimmt wurde. 

2.2.1.1 Proteindepletion mit dem IgY-12 High Capacity Spin Column 

Proteome Partitioning Kit 

Das IgY-12 High Capacity Spin Column Proteome Partitioning Kit (Beckmann 

Coulter, Krefeld) basiert auf Zentrifugation und hat eine Kapazität von 500µl. Die zu 

untersuchende Liquorprobe besitzt im Gegensatz zu anderen Körperflüssigkeiten 

bereits die für eine Verwendung der Säule benötigte Molarität und wurde bei Bedarf 

bis zum benötigten Volumen mit Verdünnungspuffer (10mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM 

NaCl in ddH2O) verdünnt. Vor dem Auftragen der Probe wurde die Säule bei 400 x g 

für 30Sek. zentrifugiert, um trockene, an Mikroperlenpolymere gebundene Antikörper 

zu erhalten, die vorher zur Lagerung in Verdünnungspuffer aufbewahrt waren. Die 

Liquorprobe wurde in die mit den Antikörpern besetzte Säule pipettiert, 15Min. bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend bei 400 x g für 30Sek. zentrifugiert. Die 

IgY-gebundenen Zielproteine verblieben dabei in der Säule und die durchgeflossene 

Eluatfraktion wurde gesammelt. In einem nachfolgenden Waschschritt mit 

Verdünnungspuffer wurden die in der Säule verbliebenen, nicht gebundenen 

Proteine nochmals eluiert, bei 400 x g für 30Sek. zentrifugiert und ebenfalls 

aufgefangen. Anschließend wurden die gebundenen Proteine mit Strippinglösung 

von der Säule gelöst, indem sie 3Min. mit dieser bei Raumtemperatur inkubiert und 

dann bei 400 x g für 30Sek. zentrifugiert wurden. Dieser Schritt wurde ein zweites 

Mal durchgeführt, die Deplatate wurden anschließend entweder für nachgeschaltete 

Analysen gesammelt oder aber verworfen. Die gesammelte Depletatfraktion wurde 

jeweils mit 10x Neutralisierungspuffer neutralisiert. Zur Neutralisation der Säule 

wurde diese für 5Min. bei Raumtemperatur mit 1x Neutralisierungspuffer inkubiert 

und die Mikroperlenpolymere danach mit 400 x g für 30Sek. herunterzentrifugiert. Die 

Perlen wurden in reinem Verdünnungspuffer beziehungsweise zur Aufbewahrung 

von mehr als sieben Tagen in Verdünnungspuffer mit 0,02% Natriumazid 

resuspendiert und bei 4°C gelagert. 

 

 



                                                                                                   Material und Methoden 
 

28 
 

2.2.1.2 Proteindepletion mit dem IgY-12 High LC2 Column Proteome 

Partitioning Kit 

Die 2ml-Säule des IgY-12 High Capacity LC2 Proteome Partitioning Kit nutzt die 

Methode der Flüssigkeitschromatografie (Liquid Chromatography, LC) zur Separation 

und Fraktionskollektion der depletierten und eluierten Proteine und ist vom Aufbau 

identisch zur IgY-12 High Capacity Spin Column (SC). Für dieses System wurden 

Puffer (Verdünnungs-, Stripping-, Neutralisierungs- und Aufbewahrungspuffer 

beziehungsweise -lösungen) der gleichen Zusammensetzung wie für das 

beschriebene IgY-12 High Capacity SC Proteome Partitioning Kit verwendet. Die 

Lösungsmittelleitung des Flüssigkeitschromatographen (Shimadzu, Japan) wurde mit 

Hilfe der Instruktion des verwendeten Systems festgelegt und der LC-Zeitablauf nach 

modifizierten Herstellerangaben konfiguriert (Tabelle 2.6). Wie bei der oben 

beschriebenen Durchführung der Proteindepletion mit dem IgY-12 High Capacity 

Spin Column Proteome Partitioning Kit wurden auch hier mit maschineller 

Unterstützung Proben der Säule zugeführt, die Eluatfraktion in mehreren Schritten 

ausgewaschen, die gebundenen Proteine von den Antikörpern gelöst und die Säule 

regeneriert. Der maximale Druck, dem die Säule während dieser Prozesse 

ausgesetzt werden sollte, betrug 6bar und der zulässige Bereich der 

Durchflussgeschwindigkeit lag bei 0,1-1ml/Min. Die Absorption der Peaks der Eluat- 

sowie der Depletatfraktion wurde bei 280nm gemessen.  

Zyklus 
Zeit 

(Min.) 

Verdünnungs- 

puffer 

Stripping-

lösung 

Neutralisierungs- 

puffer 

Flussrate 

(ml/Min.) 

Einspritzung  

Waschen 0 100 0 0 0.1 

Waschen 10.01 100 0 0 0.2 

Waschen 17.01 100 0 0 1.0 

Stripping 22.01 0 100 0 1.0 

Neutralisierung 36.01 0 0 100 1.0 

Re-

äqulibrierung 
42.01 100 0 0 1.0 

Stopp 60.00  
 

Tabelle 2.6: LC-Methode für 6,4 x 63mm LC2-Säule. 
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2.2.2   Probeneinengung nach erfolgter Proteindepletion 

Durch Zentrifugation mit 13.200rpm bei 20°C wurden die mittels IgY-12 High 

Capacity LC2 Proteome Partitioning Kit fraktionierten 2ml Probenmengen mit 10kDa 

Amicon Filtern auf ein Endvolumen von circa 200µl eingeengt. Nach Verwendung 

des IgY-12 High Capacity Spin Column Proteome Partitioning Kits war keine weitere 

Volumeneinengung der Proben vor einer Proteinbestimmung und nachfolgenden 

Präzipitation nötig. 

 

2.2.3    Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte jeweils nach der Fraktionierung und 

eventuellen Konzentration der Liquorproben und wurde mit zwei verschiedenen 

Methoden je nach Art der Proben ermittelt. Dabei wurde für exakte 

Konzentrationsbestimmungen der depletierten Proben das 2-D Quant Kit verwendet, 

das auch in niedrigen Proteinkonzentrationsbereichen und bei einem geringen zur 

Verfügung stehenden Mengenvolumen zuverlässige Ergebnisse liefert. Um die 

Konzentrationen der nativen Liquorproben zu bestimmen, wurde das im 

Neurochemischen Labor des Universistätsklinikums Göttingen für 

Routineuntersuchungen üblicherweise benutzte Dosascat-Nephelometer verwendet. 

2.2.3.1   Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem 2-D Quant Kit  

Die Proteinkonzetrationen der Eluat- und Depletatfraktionen der Liquorproben 

wurden jeweils mit dem 2-D Quant Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH, 

Freiburg) bestimmt. Alle Messungen wurden wie vom Hersteller beschrieben 

vorgenommen. 

Mit dem 2-D Quant Kit ist im Bereich von 0-50μg Protein unter Verwendung von etwa 

1-50μl Probenvolumen eine exakte Konzentrationsbestimmung möglich, die durch 

gute Kompatibilität mit Reagenzien für die Probenaufbereitung (2% SDS, 1% DTT, 

8M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 2% Pharmalyte und 2% IPG-Puffer), 

insbesondere für hochauflösende Elektrophorese-Techniken Vorteile bietet.  

Das verwendete Verfahren beruht auf einer Kombination aus Präzipitant und Co-

Präzipitant zur quantitativen Proteinpräzipitation, bei der interferierende Substanzen 
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in Lösung bleiben. Das durch Zentrifugation bei 10.000 x g für 5Min. erzeugte Pellet 

aus präzipitiertem Protein wurde in einer alkalischen Lösung aus Kupfer(II)-Ionen 

resuspendiert. Ungebundenes Kupfer wurde zur Reaktion mit kolorimetrischem 

Agens (Working Color Reagent besteht aus dem Verhältnis Color Reagent A:Color 

Reagent B = 100:1) gebracht und die Extinktion nach 15minütiger Inkubation bei 

Raumtemperatur bei 480nm mit dem Ultrospec 2100 pro Spektralphotometer 

gemessen. Die Proteinkonzentration verlief umgekehrt proportional zur optischen 

Absorption und wurde anhand einer Eichreihe mit BSA als Standardprotein ermittelt. 

2.2.3.2   Proteinkonzentrationsbestimmung mit Dosascat-Nephelometer 

Schon ab einer Gesamtproteinkonzentration von 20mg/l lässt sich nach H. Reiber mit 

dem Dosascat-Streulichtphotometer die Eiweißbestimmung einer Flüssigkeit 

durchführen. Da diese Methode nicht von der Aminosäurenzusammensetzung oder 

der Form der Proteine abhängt und unempfindlich gegenüber biochemischen 

Reagenzien ist, ist sie kaum störanfällig. Das Prinzip der Nephelometrie oder 

Streulichtphotometrie als optisches Analyseverfahren beruht dabei auf der Messung 

des seitlich austretenden Streulichts, das in einem Winkel von 70 bis 90 Grad zu dem 

in den Probenraum eintretenden Lichtstrahl gemessen wird. 

Bei der Durchführung der Proteinkonzentrationsmessung erfolgte zunächst die 

Zugabe der Reagenzlösung aus einem Dispenser, danach das Einsetzen der 

Reagenzlösung in den Probenraum des Gerätes und schließlich das Zudosieren der 

Probe in die Küvette. In jede der Probenküvetten wurde außerdem ein kleiner 

Magnetrührstab eingesetzt, um eine gleichmäßige Durchmischung der Probe sowie 

eine schnelle Fällungsreaktion der Proteine zu erreichen. Nach automatischer 

Messung konnte jeweils die Gesamtproteinkonzentration abgelesen werden. Vor 

jeder Messreihe wurde das Gerät mit einem Proteineichstandard kalibriert 

(http://www.dosatec.de/dosascatTech.htm). 

 

2.2.4   Proteinpräzipitation 

Zur maximalen Konzentration der Proteinproben und gleichzeitiger Entfernung 

störender Pufferlösungen und Salze wurden diese mit einem Dreifachen des 

Probenvolumens eines Aceton-Methanol-Gemischs (Verhältnis Aceton:Methanol = 
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8:1) überschichtet und bei minus 20°C über Nacht gelagert. Zur Abtrennung der 

Substanzen von den Proteinen wurden die Gemische 20Min. bei 4°C 13.200rpm 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Darauf folgend wurden die Proben 

nochmals ultrakurz zentrifugiert und der Überstand mit Mikropipetten restlos entfernt. 

Nachdem das Proteinpellet 3Min. an der Luft getrocknet wurde, wurde es je nach 

anschließender Verwendung in Rehydrierungspuffer (für die erste Dimension der 2D-

Gelelektrophorese) oder in Lysepuffer (bei Proteinmarkierung mit CyDyes) 

resuspendiert.  

 

2.2.5    Zweidimensionale Gelelektrophorese 

Bei der zweidimensionalen (2D) Gelelektrophorese werden komplexe 

Proteingemische, wie sie in Körperflüssigkeiten vorliegen, orthogonal zueinander 

mittels isoelektrischer Fokussierung nach isoelektrischem Punkt und anschließender 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Molekulargewicht hochauflösend 

getrennt.  

2.2.5.1   Vorbereitung der Proben für die zweidimensionale  

 Gelelektrophorese 

Für die Durchführung der Experimente wurden ReadyStrip™ IPG strips (pH 3-10 NL, 

nonlinearer Gradient) mit einer Länge von 17cm von Bio-Rad verwendet. Die Menge 

Protein, mit der der IPG-Streifen beladen wurde, variierte nach Art der im Anschluss 

an die zweidimensionale Gelelektrophorese geplanten Markierungs- 

beziehungsweise Färbemethode (je 20,5µg Protein pro CyDye bei Verwendung von 

CyDye DIGE Fluor Minimal Dyes und anschließender Silberfärbung, das heißt 

61,5µg Protein pro Gel, oder 200µg Protein pro Gel für eine kolloidale Coomassie-

Färbung). Unabhängig davon wurde auf jeden Streifen ein Endvolumen von 330µl 

gegeben, das aus einfach konzentriertem Rehydrierungspuffer bestand, in dem das 

nach Aceton-Methanol-Präzipitation entstandene Proteinpellet resuspendiert wurde.  

Nach einstündiger Inkubation des in Rehydrierungspuffer resuspendierten 

Proteinpellets bei Raumtemperatur wurde der Gelstreifen mit 2,5ml Mineralöl (Bio-

Rad) beschichtet und anschließend die isoelektrische Fokussierung gestartet. 
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2.2.5.2   Gießen der Gele  

Das Herstellen der 12,5%igen Gele erfolgte bereits am Vortag bis maximal drei 

Stunden vor der Verwendung. Es wurden 17cm breite Gele aus 0,367M Tris-HCl 

pH=8,8, 0,1% SDS, 12,5% Acrylamid, 0,1% APS, 0,026% TEMED in Ampuwa®-

Wasser gegossen. 

2.2.5.3   Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung 

In der ersten Dimension wurden die Proteine nach ihrem jeweiligen isoelektrischen 

Punkt separiert. Der isoelektrische Punkt eines Proteins ist als der pH-Wert definiert, 

an dem seine Nettoladung und seine elektrophoretische Beweglichkeit gleich null 

sind, und wird durch seine sauren und basischen Aminosäurereste bestimmt.  

Man spricht von der ersten Dimension der zweidimensionalen Gelelektrophorese als 

der isoelektrischen Fokussierung der Proteine, da sie nach Anlegen von Spannung 

exakt bis zu dem pH-Wert im elektrischen Feld wandern, der ihrem isoelektrischen 

Punkt entspricht. Dazu wurden immobilisierte pH-Gradienten (IPG) benutzt, die auf 

einem Gelstreifen bestehend aus einer Polyacrylamidmatrix fixiert wurden. Die Puffer 

sind hierbei Polyacrylamidderivate mit den Eigenschaften schwacher Säuren 

beziehungsweise Basen, die durch kovalente Bindungen an die Polyacrylamidmatrix 

einen dauerhaft stabilen pH-Gradienen schaffen (Bjellqvist et al. 1982). 

Die Rehydratation wurde in der Protean IEF cell von Bio-Rad durchgeführt. Zur 

Verbesserung des Eintritts der Proteine höheren Molekulargewichts in den IPG 

wurde eine aktive Rehydratation mit 50V über 12Std. bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Daran anschließend wurde das in Tabelle 2.7 beschriebene 

Isofokussierungsprogramm befolgt. 

Programmstufe Spannung [V] Spannungsanstieg Dauer [Std.] Dauer [Vh] 

1 500 schnell 1  

2 1.000 schnell 1  

3 5.000 langsam 2  

4 8.000 schnell  60.000 

 

Tabelle 2.7: Fokussierungsprogramm für IPG-Strips, 17cm Länge. 
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2.2.5.4    Äquilibrierung der IPG-Gel-Streifen 

Nach Beendigung der isoelektrischen Fokussierung und vor der SDS-PAGE wurde 

eine zweischrittige Äquilibrierung der IPG-Streifen durchgeführt. Dazu wurde ein 

Äquilibrierungspuffer verwendet, dem jeweils verschiedene Agentien hinzugefügt 

wurden, um die Disulfidbrücken der Proteine zunächst zu reduzieren und dann 

Schwefelgruppen zu alkylieren. 

In einem ersten Schritt wurde als reduzierendes Agens 2% Dithiothreitol (DTT) zu 

dem Äquilibrierungspuffer gegeben und die IPG-Streifen damit 20Min. auf einem 

Horizontalschwenker äquilibriert. Darauf folgte ein zweiter Äquilibrierungsschritt mit 

dem alkylierenden Reagens 2,5% Iodacetamid (IAA) zum Blocken der 

Schwefelgruppen. Dazu wurden die IPG-Streifen wiederum 20Min. in 

Äquilibrierungspuffer geschwenkt, dem zuvor IAA und Bromophenolblau (BPB) 

zugesetzt worden waren.  

2.2.5.5   Zweite Dimension: SDS-PAGE 

Mit dieser elektrophoretischen Methode wurden die Proteine nach ihrem 

Molekulargewicht und keiner anderen physikalischen Eigenschaft aufgetrennt.  

Die äquilibrierten IPG-Streifen (17cm) wurden auf einem vertikalen 12,5%igen 

Polyacrylamidgel (20cm) platziert und unter Wasserkühlung bei 90V eine Stunde und 

bei 120V über Nacht laufen gelassen, bis die mit BPB markierten Proteine den 

Unterrand des Gels erreicht hatten.  

Als Proteinstandard wurde der Precision Plus Protein™ Unstained Standards (Bio-

Rad) verwendet. Dieser besteht aus zehn scharfen, unveränderlichen Banden (10-

250kDa), von denen drei hochintense Banden (25, 50 und 75kDa) als Bezugsbanden 

vorhanden sind und deren Migrationsverhalten sich in einem Laemmli SDS-PAGE 

Puffersystem immer identisch verhält. Für die 2D-Gele, die nur mit Coomassie 

gefärbt wurden, wurden pro Gel 5µl Proteinstandard (Precision Plus Protein™ 

Unstained Standards (Bio-Rad)) auf Filterpapier verwendet. Bei Anwendung von 

CyDye DIGE Fluor minimal Dyes wurden 3µl Proteinstandard pro Gel nach 

vorheriger Zugabe von jeweils 1µl Dy2, Dy3 und Dy5 auf 20µl Recombinant 

Unstained Protein Standard eingesetzt. 
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Nach einer Proteinmarkierung mit CyDye Fluor minimal Dyes wurden die Gele nach 

der SDS-PAGE unverzüglich mit dem FLA-5100 (Fujifilm) gescannt und 

anschließend mit Silberfärbung gefärbt. Gele, die mit 200µg Gesamtprotein beladen 

waren, wurden mit Coomassie gefärbt.  

2.2.5.6   Färbemethoden für Polyacrylamidgele 

Je nach beabsichtigter Art der Auswertung beziehungsweise späterer Verwendung 

der Gele wurden diese nach abgeschlossener zweidimensionaler Elektrophorese 

unterschiedlichen Färbemethoden unterzogen. 

2.2.5.6.1   CyDye DIGE Fluor Minimal Dyes 

Eine Proteinmarkierung mittels CyDye Fluor minimal Dyes (GE Healthcare) vor der 

zweidimensionalen Gelelektrophorese eignet sich besonders bei der Untersuchung 

von Proben sehr niedriger Konzentration und vermindert darüber hinaus die Gel-zu-

Gel Variationen, die bei herkömmlichen Färbetechniken Probleme bei der 

Datenauswertung bereiten. Alle drei CyDye Fluor minimal Dyes (Cy2, Cy3, Cy5) 

gleichen sich in Masse, Anwendung und Wirkweise (Tabelle 2.8) und geben 

eindeutige Signale, die eine hohe Präzision bei der 2D-DIGE Analyse und vor allem 

im Hinblick auf Protein Spot Matching und Quantifizierung ermöglichen. 

Fluor 
Fluorescence 

color 

Max. 

absorption 

wavelength 

(nm) 

Max. 

fluorescence 

wavelength 

(nm) 

Molar 

extinction 

co-efficient 

(approx.) 

Molecular 

weight 

added to 

protein (Mr) 

Cy2 Green 491 509 135.000 434 

Cy3 Orange 553 569 133.000 466 

Cy5 Red 645 664 217.000 464 
 

Tabelle 2.8: Charakteristika der CyDye DIGE Fluor minimal Dyes (www.gelifesciences.com).  

 

Als Kern der DIGE-Technologie erlaubt die spezifische chemische 

Zusammensetzung der Dyes drei komplexe Proteinproben zu multiplexieren und sie 

auf einem einzigen Gel aufzutragen. Zwei Proteinproben werden dabei mit einem 

internen Standard verglichen, der üblicherweise aus einem Pool des gesamten zu 
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untersuchenden Materials besteht. Dies macht es gleichen Proteinen der drei Proben 

möglich, zu derselben Position auf einem 2D Gel zu migrieren, da sie zu gleichen 

Konditionen die erste und zweite Dimension der Elektrophorese durchlaufen. Zur 

Durchführung der Proteinmarkierung mit CyDye Fluor minimal Dyes wurde das 

modifizierte Protokoll des Herstellers verwendet. Da CyDyes lichtempfindlich sind, 

wurden alle im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte im Dunkeln durchgeführt. 

Zunächst wurde die Gebrauchslösung hergestellt, wobei der 1mM CyDye stock 

(bestehend aus je 5nmol in 5μl DMF gelösten CyDyes) 1:10 mit DMF auf 100pmol 

verdünnt wurde. Das nach Aceton-Methanol-Präzipitation entstandene Proteinpellet 

(20,5μg Protein) wurde in 10μl Lysepuffer pH 8,5 resuspendiert, nach Zugabe von je 

1μl CyDye der Gebrauchslösungen kurz herunterzentrifugiert und anschließend 

30Min. auf Eis inkubiert. Für diese Reaktion ist ein pH von 8,5 essentiell, deshalb 

wurde der pH-Wert aller Proben vor der Inkubation mit pH-Streifen (EM Science) 

gemessen und gegebenenfalls mit HCl angepasst. Um die Reaktion zu stoppen, 

wurden je 1μl 10mM Lysine zugegeben, das Gemisch kurz gevortext, zentrifugiert 

und für 10Min. auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proteinproben mit 10μl 

10mM zweifach konzentriertem Rehydrierungspuffer ebenfalls für 10Min. auf Eis 

inkubiert. In einem letzten Schritt vor der Isofokussierung wurde jeder Probe 89µl 

einfach konzentrierter Rehydrierungspuffer hinzugefügt, alle Proben wurden 

zusammenpipettiert und ein Totalvolumen von 330µl, das drei verschiedene 

Proteinproben enthielt, auf den IPG-Streifen gegeben.  

2.2.5.6.2   Silberfärbung 

Mittels sensitiver Silberfärbung im Anschluss an die SDS-PAGE kann unter 

optimalen Bedingungen 0,5-1ng Protein pro Spot sichtbar gemacht werden. In dieser 

Arbeit wurden die Gele lediglich nach der Proteinmarkierung mit CyDyes mit der 

Silberfärbung gefärbt, wobei ein nach Blum modifiziertes Protokoll verwendet wurde 

(Bum et al. 1987). Zunächst wurden die Gele für 1,5Std. in Fixierungslösung fixiert 

und dann zweimal in 50%igem Ethanol und einmal in 30%igem Ethanol für 20Min. 

gewaschen. Die Sensibilisierung der Gele erfolgte für 60Sek. in 

Sensibilisierungslösung. Darauf folgten drei kurze Waschschritte mit ddH2O für je 

20Sek., bevor die Gele für 20Min. in der Silberlösung gefärbt wurden. Nach dem 

Färben erfolgten wiederum drei kurze Waschschritte mit ddH2O für je 20Sek., danach 

konnten die Gele entwickelt werden. Dazu wurden sie bis zur Sichtbarwerdung der 
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Proteinspots in Entwicklungslösung inkubiert, wobei dieser Prozess mit der 

Stopplösung nach circa 2-3Min. gestoppt wurde (sobald die gewünschte 

Spotintensität erreicht war). Während des gesamten Färbevorgangs wurden die Gele 

konstant mit dem Horizontalschwenker HS 501 (IKA Labortechnik) bewegt. 

2.2.5.6.3   Kolloidale Coomassie-Färbung 

Gele, die zur Identifikation der vorher mittels Delta 2D-Software detektierten und als 

relevant eingestuften Proteinspots verwendet wurden, wurden mit kolloidaler 

Coomassie-Färbung im Anschluss an die zweite Dimension der Elektrophorese blau 

gefärbt. Die Coomassie-Färbung macht Proteinspots ab einer Menge von 40ng 

sichtbar und zeichnet sich durch besondere Kompatibilität mit der 

massenspektrometrischen Proteinidentifikationsmethode ESI-Q-TOF aus. 

Für die Kolloidale Coomassie-Färbung wurde die Roti®-Blue Färbelösung (Roth) 

verwendet, die vor Gebrauch mit Ethanol (400ml auf 1l) und mit ddH2O (40ml auf 1l) 

gemischt wurde. Nach einer Inkubation der Gele über Nacht wurde die 

überschüssige Färbung derselben mit 20% Ethanol, 5% Essigsäure in ddH2O 

ausgewaschen und die Gele bis zur weiteren Verwendung in 5%iger Essigsäure in 

ddH2O aufbewahrt. 

 

2.2.6   Tryptischer In-Gel-Verdau  

Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die ungetrockneten, Coomassie-

gefärbten Polyacrylamidgele zunächst für 30Min. in ddH2O gewaschen. Im Anschluss 

daran wurden unter sterilen Bedingungen die zu identifizierenden Spots mit dem 

Skalpell ausgeschnitten, die 1-2mm2 großen Gelschnitte jeweils in sterile 0,5ml 

Eppendorf-Röhrchen überführt und anschließend für 15Min. mit je 50μl Ampuwa®-

Wasser gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Gelstücke zunächst in 40μl 

100mM Ammoniumbikarbonat (NH4HCO3) äquilibriert, nach 20Min. wurde dann den 

Eppendorf-Cups nochmals je 40μl ACN zugeführt und somit eine 1:1-Lösung 

erzeugt. Nach 15minütiger Inkubation und Verwerfen der flüssigen Überstände 

wurden die Gelschnitte mit dem SpeedVac SVC100 (Savant Instruments) unter 

Vakuumbedingungen bei mittlerer Hitze für 15Min. zentrifugiert und auf diese Art 

maximal getrocknet. Die getrockneten Proteinproben wurden dann auf Eis für 45Min. 
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durch 10-20μl Trypsinverdau-Lösung gut bedeckt rehydriert und danach in 20-60μl 

Verdaupuffer ohne Trypsin über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Morgen 

wurden nun die flüssigen Überstände (Eluatfraktion) eines jeden Eppendorf-Cups in 

einem neuen Röhrchen gesammelt und die verbliebenen Gelstücke mit 40μl TFA 

bedeckt. Die derart bedeckten Gelschnitte wurden dann für 30Min. in einem 

schwimmenden Probenständer dem Ultraschallwasserbad Transsonic 310H (Elma®) 

zugeführt und der Überstand anschließend mit der zuvor separierten Eluatfraktion 

gepoolt. Erst dann wurden die Gelstücke verworfen. 

Die so extrahierten Peptidfragmente wurden abschließend mit dem SpeedVac 

SVC100 unter oben beschriebenen Bedingungen vollständig getrocknet, wobei auch 

die Überstände des TFA entfernt wurden, und dann der massenspektrometrischen 

Analyse zugeführt. Konnte diese nicht direkt im Anschluss an den Trypsinverdau 

erfolgen, wurden die Proteinpellets bei -20°C bis zur weiteren Verwendung 

eingefroren. Die getrockneten Peptidfragmente wurden zur Analyse in 0,1%iger 

Ameisensäure gelöst. 

 

2.2.7  Identifikation der durch Trypsinverdau vorbereiteten  

Peptidfragmente mittels Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie als Analyseverfahren zur Bestimmung chemischer 

Elemente oder Verbindungen eignet sich insbesondere auch zur Identifikation von 

Proteinen, die dazu im Vorfeld einer besonderen Vorbereitung bedürfen (tryptischer 

In-Gel-Verdau). Bei der Durchführung der massenspektrometrischen Analyse werden 

Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse gemessen, nachdem die zu untersuchende 

Substanz jeweils in die Gasphase überführt, dann ionisiert und im elektrischen Feld 

beschleunigt und der Teilchenstrahl zuletzt nach dem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

gemessen wird. Dabei können schon sehr kleine Substanzmengen ab circa 10-15g 

nachgewiesen werden. Im vorliegenden Fall wurde ein sogenanntes Flugzeit-

Massenspektrometer verwendet, welches sich zu Nutzen macht, dass die Ionen bei 

Eintritt in den Analysator die gleiche Energie haben und dementsprechend 

unterschiedliche Fluggeschwindigkeiten je nach vorliegender Größe registriert 

werden können.  
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Die massenspektrometrische Analyse der durch Trypsinverdau vorbereiteten 

Peptidfragmente wurde im Labor von PD Dr. rer. nat. A. R. Asif in der Abteilung für 

Klinische Chemie der Universitätsmedizin Göttingen mittels ESI-Q-TOF Ultima Global 

(Micromass) durchgeführt. Die Erfassung der Daten erfolgte mit der MassLynx 

(Version 4.0) Software auf einem Windows NT PC, die weitere Prozessierung 

geschah mit dem Protein-Lynx-Global-Server (Version 2.1) (Micromass, Manchester, 

UK). Mittels Mascot Search Engine wurden die Proteine durch MSDB und Swiss Prot 

2010_11 Datenbanken identifiziert, wobei eine Peptidmasse und eine MS/MS 

Fragmentmassentoleranz von 0,5Da verwendet wurden. Die Suchkriterien schlossen 

eine erlaubte ausgelassene Trypsinspaltung und Proteinmodifikationen im Sinne von 

Methioninoxidation und Carbamidomethylcystein ein. 

 

2.2.8    Western Blots nach ein- und zweidimensionaler SDS-PAGE 

Im Western Blot (WB) werden Proteine zunächst mittels elektrophoretischer 

Auftrennung in einer Trägermatrix (Polyacrylamidgel) separiert. Danach werden die 

Banden beziehungsweise Proteinmuster auf Membranen übertragen, indem 

senkrecht zu dem Gel ein elektrisches Feld angelegt wird. In diesem wandern die 

Proteine, bis sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen auf der 

Membranoberfläche haften bleiben. 

2.2.8.1     Durchführung der eindimensionalen Gelelektrophorese für  

  Western Blots 

Zunächst wurden kleine (8 x 10cm) zweiphasige Gele mit einer Dicke von 1,5mm im 

Mini Protean® IITM System (Bio-Rad) hergestellt. Dazu wurde als Erstes 12%iges 

Trenngel gegossen, das mit Wasser überschichtet 1Std. bei Raumtemperatur 

polymerisierte. Dann wurde das 7%ige Sammelgel mit zehn Probentaschen auf das 

Trenngel gegossen und ebenfalls für mindestens 30Min. polymerisieren gelassen. 

Für die Vorbereitung der Proben wurden 60µl von den jeweils mindestens acht 

Proben neurologisch gesunder Kontrollen, Patienten mit DLB, AD und PD 

ausgewählt und mit der Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von circa 30µl reduziert. 

Pro Gel wurden je Tasche nacheinander 7µl Proteinstandard (Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad)) und dann die im Volumen eingeengten 

Liquorproben von je zwei gesunden Kontrollen beziehungsweise Patienten einer 
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jeden Krankheitsgruppe verwendet. Das Befüllen der Geltaschen erfolgte mit einem 

Verhältnis von Probe zu Probenpuffer Roti®Load von 1:4 nach vorangegangener 

fünfminütiger Hitzebehandlung im Thermomixer (Eppendorf) bei 95°C zur 

Denaturierung der Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine und anschließender 

kurzer Zentrifugation bei 13.200rpm.  

Die Elektrophorese lief in SDS-Laufpuffer nach Lämmli ab. Dabei wurde zunächst 

eine Spannung von 100V für 30Min. angelegt, worauf anschließend eine Spannung 

von 130V folgte, bis die Lauffront aus BPB aus der Roti®Load-Lösung den Unterrand 

des Trenngels erreicht hatte. 

2.2.8.2     Durchführung der zweidimensionalen Gelelektrophorese für   

  Western Blots 

Die zweidimensionale Gelektrophorese für Western Blots erfolgte entsprechend des 

Protokolls aus Kapitel 2.2.5. Hier wurden jedoch kleinere Gele (8 x 10cm), 7cm lange 

IPG-Streifen sowie ein abweichendes Isofokussierungsprogramm (Tabelle 2.9) 

benutzt. Es wurden konstant 150µl Liquorvolumen verwendet, das wie oben 

beschrieben präzipitiert und in Rehydrierungspuffer resuspendiert wurde. Jeder IPG-

Streifen wurde mit 150µl in Rehydrierungspuffer gelöstem Proteinpellet beladen. Die 

Elektrophorese lief dann analog zur Durchführung der eindimensionalen 

Gelelektrophorese ab, es wurden 7µl Proteinstandard (Precision Plus Protein™ Dual 

Color Standards (Bio-Rad)) auf Filterpapier als Referenz zur korrekten Zuordnung 

der Proteinbanden zu einem Molekulargewicht aufgetragen. 

Programmstufe Spannung [V] Spannungsanstieg Dauer [Std.] Dauer [Vh] 

1 200 schnell 1  

2 500 schnell 1  

3 1.000 langsam 1,5  

4 8.000 schnell  30.000 
 

Tabelle 2.9: Fokussierungsprogramm für IPG-Strips, 7 cm Länge. 
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2.2.8.3     Western Blots nach ein- beziehungsweise zweidimensionaler  

 Gelelektrophorese 

Nach Durchführung der ein- beziehungsweise zweidimensionalen Gelelektrophorese 

durch die jeweils oben beschriebenen Vorgehensweisen wurden die Gele zunächst 

geblottet. Dazu wurden Polyvinylidenfluoridmembranen (PVDF)-Membranen in der 

Größe der Gele zugeschnitten und 1Min. in Methanol getränkt, bis die Membranen 

tranzluzent erschienen. Damit wurde die Hydrophobizität aufgehoben und die PVDF-

Membranen dadurch für wässrige Lösungen empfänglich gemacht. Daran 

anschließend wurden die Membranen in Transferpuffer äquilibriert. Die Gele und eine 

doppelte Anzahl Filterpapiere in korrespondierender Größe wurden ebenfalls in 

Transferpuffer gelegt und die Gele auf den gleichgroßen Membranen zwischen zwei 

Filterpapieren aufgeschichtet. Mittels Semidry Blotter (Bio-Rad) erfolgte die 

Übertragung des Expressionsprofils auf die PVDF-Membranen bei konstanten 12V 

für 1Std. Darauf folgte das Blocken in BLOTTO für 1Std. bei Raumtemperatur. Über 

Nacht wurden die Membranen mit dem ersten Antikörper bei 4°C inkubiert, am 

nächsten Tag wurden sie mit einem automatischen Prozessierer (BioLane™ HTI, 

Hölle und Hüttner AG) weiteren Waschschritten und der Inkubation mit dem 

korrespondierenden zweiten Antikörper zugeführt (Tabelle 2.10). 

Programmstufe Prozess Lösung Dauer [Min] 

1 Waschen PBS-T 3 x 10 

2 
Inkubation mit 

2. Antikörper 

2. Antikörper 

in BLOTTO 
60 

3 Waschen PBS-T 15 

4 Waschen PBS-T 10 

5 Waschen OKANO 5 

6 Waschen PBS-T 3 x 5 
 

Tabelle 2.10: Automatische Prozessierung nach Inkubation mit dem ersten Antikörper. 

 

Nach Abschluss oben beschriebener Schritte wurde die Immunreaktivität nach 

Schwenken in Chemielumineszenzlösung (Verhältnis ECL-Lösung 1:ECL-Lösung 2 = 

1:1) und anschließender Exposition zu ECL-Filmen (ECL-Hyperfilm, Amersham 
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Biosciences) mit dem Filmprozessor Konica SRX-101A (Konica) detektiert. Die 

Entwicklungszeit war je nach verwendeten Antikörpern unterschiedlich und 

schwankte zwischen 15Sek. und 2Min. 

 

2.2.9    Statistische Analyse 

Bei der Proteinbestimmung mit dem 2-D-Quant Kit wurde die graphische Darstellung 

der Standardkurve und die Berechnung der Proteinkonzentration zu untersuchender 

Proben mit der Microsoft Office 2003 Excel Software durchgeführt. 

Für die Auswertung der zweidimensionalen Polyacrylamidgele wurde das Programm 

Delta2D (DECODON, Greifswald) verwendet. Dabei wurden zunächst die Gelbilder 

aus den DIGE-Experimenten in Delta2D importiert und zu Replikatgruppen mit je vier 

Patientenproben und korrespondierenden Kontrollen zusammengestellt. 

Laufunterschiede zwischen den Spotmustern wurden ausgeglichen und eine 

einheitliche und repräsentative Spotdetektion konnte für das gesamte Projekt erzielt 

werden. In einem abschließenden Schritt wurden die Expressionsprofile dargestellt 

und die Spots benannt. Die Proteinregulation wurde als signifikant angesehen, wenn 

sie eine Veränderung um den Faktor zwei ergab sowie ein Signifikanzniveau von p < 

0,5 mit dem zweiseitigen t-Test für unverbundene Stichproben erreicht war. 

Die quantitative Analyse der Western Blots erfolgte mit ImageJ (Image Processing 

and Analysis in Java, freie Software) und Sigma Plot 11.0 (Exact Graphs and Data 

Analysis). Unterschiede in der Proteinexpression wurden bei p-Werten < 0,5 im 

Kruskal-Wallis ANOVA Test als signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde das Expressionsmuster des Liquorproteoms von Patienten mit 

Demenz mit Lewy-Körperchen mit dem nicht-dementer Kontrollen ohne Zeichen 

einer neurologischen Erkrankung des zentralen Nervensystems verglichen. Zur 

optimierten Darstellung der in geringem Vorkommen repräsentierten Proteine wurden 

die humanen Proben zunächst fraktioniert, um dann konzentriert vorliegend mit 

CyDyes markiert und anschließend mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese 

aufgetrennt zu werden. Die bei der DLB hoch- oder herunterregulierten Proteine 

wurden massenspektrometrisch identifiziert und in funktionelle Gruppen eingeteilt. 

Einzelne interessante Proteine wurden weiterführend mit Western Blots untersucht. 

 

3.1    Charakteristika der Patientenauswahl und Liquorproben 

An die Patientenproben wurden die in den folgenden Tabellen (Tabellen 3.1 bis 3.5) 

dargestellten Anforderungen gestellt, dabei mussten die Patienten jeweils 

mindestens wahrscheinliche Diagnosekriterien der zugeordneten Krankheit erfüllen. 

Kontrollpatienten waren zum Beispiel zum Auschluss von chronisch entzündlichen 

ZNS-Erkrankungen oder einer Meningeosis carcinomatosa, bei peripherer 

Fazialisparese oder Pseudodemenz bei Depression lumbalpunktiert worden. Es 

wurden nur Patienten als Kontrollen verwendet, bei denen eine neurologische 

Erkrankung mit zentraler Beteiligung ausgeschlossen worden war. Kontrollpatienten 

waren in Alter und Geschlecht mit den DLB-Patienten korreliert. Die 

korrespondierenden Liquorproben mussten die für die jeweiligen Methoden dieser 

Arbeit festgelegten Referenzbereiche einhalten, diese waren für die Untersuchungen 

mittels 2D-Elektrophorese als empfindlichere Methode strenger definiert als für die 

Western Blots, unter anderem mussten die für zweidimensionale Gelelektrophoresen 

verwendeten Proben spätestens 24 Stunden nach ihrer Gewinnung durch 

Lumbalpunktion aliquotiert und eingefroren werden. 
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Nr Fall 
Alter 

(Jahre) 
Geschlecht 

Krankheits-

dauer zum 

Zeitpunkt der 

LP (Monate) 

Gesamt-

Tau
a
 

(pg/ml) 

β-Amyloid   

1-42
b 

(pg/ml)
 

1 Wahrscheinliche DLB 62 M n.b. 82 714 

2 Wahrscheinliche DLB 70 W 2 331 747 

3 Wahrscheinliche DLB 75 M 6 272 300 

4 Wahrscheinliche DLB 79 W 6 529 280 

5 Ausschluss TIA 66 M - n.b. n.b. 

6 
Chronisches 

Schmerzsyndrom 
67 W - n.b. n.b. 

7 
Abduzensparese bei 

Diabetes mellitus 
70 M - n.b. n.b. 

8 Gesund 79 W - 117 1.184 
 

Tabelle 3.1: Charakteristika der DLB- (Nr. 1 bis 4) und Kontroll-Patienten (Nr. 5 bis 8) für 2D-

Gele. Alle vier DLB-Patienten erfüllten nach McKeith die Kriterien einer klinisch 

wahrscheinlichen DLB. Die Patienten und korrespondierenden Kontrollen waren nach Alter 

und Geschlecht korreliert. Das mittlere Alter der DLB-Gruppe betrug 72 + 7 Jahre, das 

mittlere Alter der Kontrollgruppe entsprechend 71 + 7 Jahre. Es gab in jeder Gruppe je zwei 

weibliche und zwei männliche Individuen. Die mittlere Erkrankungsdauer der DLB-Patienten 

zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion betrug 4,7 + 2,3 Monate. Das mittlere Gesamt-Tau für 

DLB-Patienten war 304 + 184pg/ml, das mittlere β-Amyloid1-42
 510 + 255pg/ml. Werte für 

Gesamt-Tau und β-Amyloid1-42 waren in der Kontrollgruppe nur für einen Patienten bestimmt 

worden. (LP Lumbalpunktion, TIA Transitorisch ischämische Attacke, M männlich, W 

weiblich, n.b. nicht bestimmt, a Grenzwert für AD für Gesamt-Tau: > 450pg/ml und 

Grenzwert für CJK für Gesamt-Tau: 1300pg/ml, b Grenzwert für AD für β-Amyloid1-42: < 

450pg/ml). 

 

Fälle Proteinkonzentration (µg/ml) Laktat (mmol/l) QAlb x 10
3
 Zellen/µl 

DLB 395 + 94 1,6 + 0,2 7,1 + 2,3 2 + 1 

Kontrollen 336 + 39 1,9 + 0,1 4,7 + 0,2 1 + 1 
 

Tabelle 3.2: Allgemeine Liquorparameter der DLB- und Kontroll-Proben für 2D-Gele (für 

Referenzbereiche siehe Tabelle 3.3). Als Ausschlusskriterien zur Verwendung der Probe für 

2D-Gelelektrophoresen wurden eine Zellzahl > 4 und eine Gesamtproteinkonzentration > 

550µg/ml festgelegt. (QAlb Albuminquotient) 



                                                                                                                      Ergebnisse 
 

44 
 

Referenzwerte 
Proteinkonzentration (µg/ml) Laktat (mmol/l) QAlb x 10

3
 Zellen/µl 

150-450 < 2,1 4+Alter/15 < 4 
 

Tabelle 3.3: Referenzbereiche für allgemeine Liquorparameter (Laktat, QAlb und Zellen nach 

H. Reiber et al „Liquordiagnostik für Neurologen“ (www.horeiber.de)). (QAlb Albuminquotient) 

 

Anzahl Fälle 
Mittleres Alter 

(Jahre) 
Geschlecht 

Krankheits-

dauer  

Gesamt-

Tau
a
 (pg/ml) 

β-Amyloid  

1-42
b 
(pg/ml)

 

9 x DLB 69 + 6,5 1 x W, 8 x M 
12,8 + 9 

Monate 
330 + 431 390 + 222 

8 x AD 63,4 + 8,9 6 x W, 2 x M 
27 + 19 

Monate 
1.013 + 566 542 + 170 

8 x PD 61,8 + 6,6 4 x M, 4 x W 
13,6 + 7,9 

Jahre 
243 + 159 681 + 245 

10 x Kontrollen 69,5 + 11,2 6 x W, 4 x M - n.b. n.b. 
 

Tabelle 3.4: Charakteristika der DLB-, AD-, PD- und Kontroll-Patienten für Western Blots. 

Aufgrund des zum Teil limitierten Probenvolumens wurden mehr als acht Liquorproben für 

jede Patientengruppe ausgewählt, jedoch wurden für die Western Blots zum individuellen 

Nachweis der Regulation einzelner Proteine jeweils genau acht Proben einer Gruppe 

verwendet. (M männlich, W weiblich, n.b. nicht bestimmt, a Grenzwert für AD für Gesamt-

Tau: > 450pg/ml und Grenzwert für CJK für Gesamt-Tau: 1300pg/ml, b Grenzwert für AD für 

β-Amyloid1-42: < 450pg/ml). 

 

Fälle Proteinkonzentration (µg/ml) Laktat (mmol/l) QAlb x 10
3
 Zellen/µl 

DLB 512 + 98 1,5 + 0,2 6,6 + 5,2 1 + 1 

AD 464 + 159 n.b. n.b. 0 + 0 

PD 414 + 174 n.b. n.b. n.b. 

Kontrollen 384 + 108 1,7 + 0,2 5,3 + 1,8 1 + 1 
 

Tabelle 3.5: Allgemeine Liquorparameter der DLB-, AD-, PD- und Kontroll-Proben für 

Western Blots. Es gab keine Ausschlusskriterien bezüglich oben genannter Liquorparameter, 

da stets ein definiertes Pobenvolumen zur Durchführung der Western Blots verwendet wurde 

und diese weiterführenden Versuche nahezu unter den Bedingungen erfolgen sollten, wie sie 

im Klinikalltag vorliegen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden nur für solche 

Parameter bestimmt, wenn in einer Gruppe die Werte von mindestens drei Patienten 

zuverlässig vorlagen oder bestimmbar waren. (n.b. nicht bestimmt, QAlb Albuminquotient). 
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3.2   Proteindepletion 

Um eine bessere Beurteilbarkeit derjenigen Proteine im Liquor zu erzielen, die 

physiologisch in nur geringer Konzentration darin vorhanden sind, wurde zunächst 

eine Immundepletion der zwölf Proteine durchgeführt, die in hoher Konzentration im 

Liquor vorliegen. Zu diesen Proteinen gehören Albumin, IgG, IgA, IgM, α1-

Antitrypsin, Transferrin, Haptoglobin, α1-Azid Glykoprotein (Orosomukoid), α2-

Makroglobulin, HDL, Apolipoproteine A-I & A-II und Fibrinogen (Abbildung 3.1). 

 

 

Abbildung 3.1: Proteinexpressionsmuster der Proteine, die in hoher Konzentration im Liquor 

vorkommen und mittels Immundepletion von dem restlichen Liquorproteom getrennt wurden 

(Silberfärbung). Die hier dargestellte Proteinfraktion wurde nicht für weiterführende Analysen 

verwendet. 
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Die mit dieser Methode gewonnene Fraktion der übrigen Proteine wurde im Volumen 

eingeengt und mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese weitergehend untersucht 

(Abbildung 3.2). 

 

Abbildung 3.2: Proteinexpressionsmuster der Proteine, die in nur geringer Konzentration im 

Liquor vorkommen und durch Immundepletion von zwölf häufigen Proteinen isoliert wurden 

(Silberfärbung). Die hier dargestellte Proteinfraktion wurde nach Volumeneinengung für 

weiterführende Analysen mittels 2D-Gelelektrophorese verwendet. 

 

3.3   Proteomanalyse – generelle Beobachtungen 

Das Proteinexpressionmuster des depletierten Liquors von vier Patienten mit DLB 

wurde mit dem von vier zentralneurologisch gesunden Kontrollpatienten verglichen. 

Insgesamt wurden mittels Delta2D‘s 100%igem Spotmatching (Decodon, Greifswald) 

1978 Proteinspots im Expressionsprofil des Liquors von DLB-Patienten detektiert. 

Davon waren 44 Spots (2,2%) signifikant reguliert (mit einer jeweiligen Änderung der 

Expression um mindestens den Faktor zwei und einem Signifikanzniveau von p < 
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0,5), 35 davon hochreguliert (79,5%) und 9 (20,5%) herunterreguliert. Abbildung 3.3 

zeigt die Lokalisationen der 44 regulierten Proteinspots im 2D-Gel. 

Massenspektrometrisch konnten 37 dieser Spots (84,1%) identifiziert werden, 

korrespondierend zu 23 verschiedenen Proteinen. Von diesen waren 20 (87%) nur 

hoch- und zwei (8,7%) nur herunterreguliert, bei einem Protein (4,3%) waren je eine 

Isoform hoch- und eine herunterreguliert. Aufgrund zu geringer Konzentration war bei 

sieben Proteinspots keine Identifikation möglich. 

 

Abbildung 3.3: Beispielhaftes 2D-Proteinexpressionsmuster der Eluatfraktion des 

depletierten Liquors eines DLB-Patienten (Proteinmarkierung mittels CyDye Fluor minimal 

Dyes (GE Healthcare)). Die densitometrische und statistische Analyse der 

zweidimensionalen Gele ergab 44 signifikant regulierte Proteinspots bei der DLB im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen. 37 MS-identifizierte Spots waren korrespondierend zu 23 

verschiedenen Proteinen. Die Nummerierung der Proteinspots entspricht der aus Tabelle 

3.6. 
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Eine Übersicht der bei DLB regulierten Proteine gibt die Tabelle 3.6, in der die 

Nummerierung der Spots analog zu Abbildung 3.3 erfolgte. Proteine wurden nach 

Regulierungsgrad geordnet, zunächst wurden dabei hoch- dann herunterregulierte 

Proteine aufgeführt. Am Ende der Tabelle finden sich das eine sowohl hoch- als auch 

herunterregulierte Protein und schließlich die nicht identifizierten Proteinspots. 

Nr. Protein Regulation p-Wert 

Datenbank-

eintrag 

(UniProt) 

MW 

(kDa) 
pI Score 

Peptid-

anzahl 

40a Inter-alpha-trypsin inhibitor 

heavy chain H4* 

87,9 ↑ 0,025 Q14624 103 6,5 246 19 

41a 60,1 ↑ 0,034 

40b Calsyntenin-1* 87,9 ↑ 0,025 P094985 110 4,8 186 9 

41b 60,1 ↑ 0,034 

1 Complement C4a 6,6 ↑ 0,020 P0C0L4 193 8,7 452 30 

39 Complement C3 6,1 ↑ 0,042 P01024 187 6 156 20 

11 Chromogranin A 4,9 ↑ 0,009 P10645 56 4,6 100 6 

10 3,4 ↑ 0,028 

9 3,1 ↑ 0,026 

8 3 ↑ 0,018 

7 3,8 ↑ 0,003 81 3 

6 2,1 ↑ 0,029 

24 Prostaglandin-H2 

D-isomerase 

4,9 ↑ 0,004 P41222 21 7,7 56 2 

21 2,5 ↑ 0,020 74 2 

22 2,2 ↑ 0,008 118 3 

23 2,1 ↑ 0,029 120 4 

29 Glutathione peroxidase 3 4,4 ↑ 0,027 P22352 26 8,3 88 3 

37 Prothrombin 4,1 ↑ 0,027 P00734 70 5,6 338 20 

36 Contactin-1 3,6 ↑ 0,002 Q12860 113 5,6 63 6 

25 Transthyretin 3,3 ↑ 0,012 P02766 16 5,3 649 8 

12 Alpha-Enolase 3,1 ↑ 0,001 P06733 37 5,9 65 8 

26 Apolipoprotein A-IV 3 ↑ 0,017 P06727 45 5,3 37 2 

42 Fructose-bisphosphate 

aldolase C 

2,7 ↑ 0,043 P09972 39 6,5 39 3 

28 Insulin-like growth factor-

binding protein 2 

2,5 ↑ 0,041 P18065 35 7,5 209 7 

38 Amyloid-like protein 1 2,4 ↑ 0,005 P51693 72 5,5 112 12 

35 Gelsolin 2,3 ↑ 0,011 P06396 86 5,9 75 4 

43 Pyruvate kinase isozymes 

M1/M2 

2,2 ↑ 0,047 P14618 58 7,8 265 17 

5 Ganglioside GM2 activator 2,1 ↑ 0,025 P17900 21 4,8 65 1 

4 2 ↑ 0,001 43 1 

27 Pigment epithelium-derived 

factor 

2,1 ↑ 0,024 P36955 46 6 241 11 

34 N-acetyllactosaminide 

beta-1,3-N-

acetylglucosaminyl-

transferase 

2 ↑ 0,039 Q43505 47 6,8 115 6 

18 Serum albumin 0,43 ↓ 0,006 P02768 66 5,7 203 15 

15 0,45 ↓ 0,007 610 35 

16 0,46 ↓ 0,003 614 29 

17 0,5 ↓ 0,005 426 19 

13 Angiotensinogen 0,44 ↓ 0,002 P01019 53 5,6 60 3 

14 0,5 ↓ 0,004 
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Nr. Protein Regulation p-Wert 

Datenbank-

eintrag 

(UniProt) 

MW 

(kDa) 
pI Score 

Peptid-

anzahl 

20 Cystatin-C 2,6 ↑ 0,012 P01034 13 8,8 177 3 

19 0,27 ↓ 0,025 

32 Keine Identifikation möglich 7,8 ↑ 0,011 - - - - - 

30 3,8 ↑ 0,036 - - - - - 

33 2,4 ↑ 0,036 - - - - - 

31 2,3 ↑ 0,024 - - - - - 

44 2 ↑ 0,039 - - - - - 

2 0,2 ↓ 0,002      

3 0,4 ↓ 0,007 - - - - - 
 

Tabelle 3.6: Liste der bei DLB regulierten Proteine. Die Tabelle enthält die genauen 

Proteinbezeichnungen, Informationen zu Molekulargewicht und isolelektrischem Punkt und 

die zugehörigen Zugangsdaten der Proteine zur UniProt-Proteindatenbank. Zudem ist der 

Faktor der Regulation der Proteinspots nach oben (↑) oder unten (↓) und das zugehörige 

Signifikanzniveau angegeben (Proteinspots wurden dann als typisch für DLB reguliert 

betrachtet, wenn die densitometrische Analyse eine Veränderung um mindestens den Faktor 

zwei ergab und ein Signifikanzniveau von p < 0,5 mit dem zweiseitigen t-Test für 

unverbundene Stichproben erreicht war). Die Peptidanzahl gibt die Anzahl der resultierenden 

Peptide an, die sich aus der Sequenzierung ergaben. Der Score repräsentiert, wie gut die 

massenspektrometrisch gemessenen Daten mit dem ihnen zugeordneten Protein in 

Übereinstimmung gebracht werden konnten. * Bei den Proteinspots mit den Nummern 40a 

und 41a sowie 40b und 41b war nicht eindeutig determinierbar, welches Protein (Inter-alpha-

trypsin inhibitor heavy chain H4 oder Calsyntenin-1) mit welchem Spot korrespondierte. Bei 

einem hohen MW ist die Trennung der Proteine im 2D-Gel nicht so effizient wie bei solchen 

mit niedrigerem MW, so dass eine zweifelsfreie Zuordnung der Spots 40 und 41 zu einem 

eindeutigen Protein in diesem vorliegenden Fall nicht möglich war. Beide Proteine erzielten 

jedoch hohe Scores bei der massenspektrometrischen Identifikation und hatten ähnlich hohe 

Molekulargewichte, so dass bei den vorliegenden massenspektrometrischen Daten davon 

auszugehen ist, dass beide Proteine jeweils zu einem dieser zwei stark hochregulierten 

Spots korrespondieren. (Nr Nummer, MW Molekulargewicht, pI isolelektrischer Punkt). 

 

Die Tabelle 3.6 enthält Informationen zu den regulierten Proteinspots, den 

Bezeichnungen der korrespondierenden Proteine, der jeweiligen Regulation nach 

oben (↑) oder unten (↓) und ihres Signifikanzniveaus im zweiseitigen t-Test für 

unverbundene Stichproben (p-Wert). Aufgelistet sind außerdem die Zugangsdaten 

der einzelnen Proteine zur UniProt-Proteindatenbank (www.uniprot.org) sowie die 

zugehörigen Molekulargewichte und isolelektrischen Punkte. Die Angabe von 
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Peptidanzahl und Score bezieht sich auf die massenspektrometrische Identifikation 

der Proteine. Der Score, der den Grad der Übereinstimmung der gemessenen Daten 

mit dem zugeordneten Protein wiedergibt, lag bei allen Proteinen bei minimal 37. Je 

höher der Score, umso sicherer war dabei davon auszugehen, dass das identifizierte 

Protein korrekt bestimmt worden war. 

19 der bei DLB regulierten Proteine ließen sich in fünf verschiedene funktionelle 

Gruppen einteilen (Abbildungen 3.4 und 3.5): Acht Proteine beteiligt an der 

Immunantwort (35%), drei Proteine beteiligt am Glukosestoffwechsel (13%), drei 

Proteine beteiligt am Fettstoffwechsel (13%), drei Proteine beteiligt an Prozessen die 

Zellstruktur betreffend (13%) und zwei Proteine mit Einfluss auf 

Signaltransduktionskaskaden (9%). Vier Proteine (17%) ließen sich diesen Gruppen 

nicht zuordnen und wurden unter „Andere“ zusammengefasst.  

 

Abbildung 3.4: Biologische Funktionen der bei DLB regulierten Proteine. Insgesamt wurden 

diese fünf verschiedenen Gruppen zugeordnet: Proteine beteiligt an Immunantwort, 

Lipidstoffwechsel, Glukosestoffwechsel, Signaltransduktion und Zellstruktur. Proteine, die 

sich diesen funktionellen Gruppen nicht zuordnen ließen, wurden unter „Andere“ 

zusammengefasst. 
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Abbildung 3.5: Proteomveränderungen bei DLB. Übersicht über funktionelle Gruppen und 

Regulationen (hoch und herunter) der zugehörigen Proteine.  

 

Für vier der im Liquor von DLB-Patienten regulierten Proteine wurden Western Blots 

durchgeführt, um ihre Regulation zusätzlich mit einer auch im klinischen Alltag 

unkompliziert anwendbaren Methode nachzuweisen. Die Auswahl dieser vier 

Proteine wurde unter anderem anhand ihrer bereits beschriebenen Assoziationen mit 

neurodegenerativen Erkrankungen und ihres Regulationsgrades getroffen. Western 

Blots wurden angefertigt für Complement C4a (CO4A), Transthyretin (TTHY), 

Contactin-1 (CNTN1) und Chromogranin A (CGA).  

 

3.4    Im Liquor von DLB-Patienten regulierte Proteine 

3.4.1     Proteine mit Einfluss auf die Immunantwort 

Zu der Gruppe der acht Proteine involviert in die Immunantwort und Akute-Phase-

Reaktion gehörten CO4A, Complement C3 (CO3), TTHY, Pigment epithelium-derived 

factor (PEDF), Prothrombin (THRB), Angiotensinogen (ANGT), Inter-alpha-trypsin 

inhibitor heavy chain H4 (ITIH4) und Serum albumin (ALBU). Ein um den Faktor 6,6 

hochregulierter Proteinspot war korrespondierend zu CO4A, einem Aktivator des 

klassischen Weges des Komplement-Systems. CO3 ist ebenfalls ein Aktivator des 

Komplementsystems und war in dieser Arbeit 6,1fach bei DLB hochreguliert. Das 

Protein TTHY, das als Transportprotein des Thyroxins fungiert, wurde ebenfalls aus 

einem einzelnen Proteinspot identifiziert und war im 2D-Gel bei DLB um den Faktor 

3,3 hochreguliert. PEDF ist ein neurotrophisches Protein und ein potenter Inhibitor 
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der Angiogenese, der sich bei DLB 2,1fach hochreguliert darstellte. Das Protein 

THRB wurde aus einem bei DLB 4,1fach hochregulierten Proteinspot identifiziert. 

THRB ist insbesondere beteiligt an Prozessen der Akuten-Phase-Reaktion und der 

Blutgerinnung. ANGT war im 2D-Gel korrespondierend zu zwei um die Faktoren 0,44 

und 0,5 herunterregulierte Proteinspots. Als Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems (RAAS) ist ANGT an der Regulation des Blutdrucks beteiligt und hat zudem 

viele weitere Funktionen in unterschiedlichsten biologischen Prozessen. Einer der 

zwei am höchsten (über 60fach) regulierten Proteinspots war korrespondierend zu 

ITIH4, wobei nicht eindeutig zu determinieren war, welcher Spot (Nummer 40 oder 

41) als ITIH4 und welcher als Calsyntenin-1 zu identifizieren ist. Beide Spots waren 

aufgrund ihrer Nähe zueinander gemeinsam aus dem Gel geschnitten und der 

massenspektrometrischen Identifikation zugeführt worden. Das Protein ITIH4 ist 

ebenfalls an Reaktionen der Akuten-Phase beteiligt. Aus vier herunterregulierten 

Proteinspots (0,43, 0,45-, 0,46-, und 0,5fach) wurde ALBU identifiziert. ALBU ist das 

Hauptplasmaprotein und hält den Kolloidosmotischen Druck aufrecht. Es bindet unter 

anderem Elektrolyte, Hormone, Fette, Bilirubin und Medikamente. 

 

3.4.2    Proteine beteiligt am Glukosestoffwechsel 

Am Glukosestoffwechsel beteiligt sind Fructose-bisphosphate aldolase C (ALDOC), 

Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (KPYM) und Alpha-Enolase (ENOA). ALDOC war 

im Liquor der DLB-Patienten 2,7fach hochreguliert. Dieses Protein katalysiert 

folgende Reaktion: D-fructose 1,6-bisphosphate = glycerone phosphate + D-

glyceraldehyde 3-phosphate (Arakaki et al. 2004). KPYM ist ein glykolytisches 

Enzym, das den Transfer einer Phosphorylgruppe von Phosphenolpyruvat auf ADP 

katalysiert, um so ATP zu erzeugen. Dieses Protein war korrespondierend zu einem 

Spot im 2D-Gel und bei DLB um den Faktor 2,2 hochreguliert. ENOA war bei DLB 

höchst-signifikant 3,3fach hochreguliert. Dieses multifunktionelle Enzym spielt vor 

allem eine Rolle in der Glykolyse und daneben in weiteren Prozessen wie der 

Wachstumskontrolle, Hypoxietoleranz und allergischen Reaktionen. Als 

Plasminogenaktivator nimmt es an Prozessen des intravaskulären und perizellulären 

fibrinolytischen Systems teil (Pancholi 2001). 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in den Glukosestoffwechsel 

involvierten Proteine allesamt eine signifikante Hochregulation zeigten. 

 

3.4.3    Proteine beteiligt am Lipidstoffwechsel 

Die Proteine Prostaglandin-H2 D-isomerase (PTGDS), Ganglioside GM2 activator 

(SAP3) und Apolipoprotein A-IV (APOA4) wurden der Gruppe von Proteinen 

zugeordnet, die in den Fettstoffwechsel involviert sind. PTGDS katalysiert die 

Konversion von Prostaglandin H2 zu Prostaglandin D2. Vier Proteinspots 

korrespondierend zu PTGDS waren bei DLB jeweils um die Faktoren 4,9, 2,5, 2,2, 

und 2,1 hochreguliert. SAP3 findet sich in Lysosomen, bindet Gangloside und 

stimuliert den Abbau von Ganglioside GM2. In dieser Arbeit fanden sich zwei 

Proteinspots, die als SAP3 identifiziert wurden und im Liquor bei DLB 2,1- 

beziehungsweise 2fach hochreguliert waren. APOA4 ist im 2D-Gel des Liquors von 

DLB-Patienten 3fach hochreguliert. Dieses Protein bindet und transportiert Fette, hat 

zudem unter anderem antioxidative Fähigkeiten und ist auch in den 

Hirnmetabolismus involviert.  

Auch in dieser Gruppe fand sich stets eine Hochregulation bei allen identifizierten 

Proteinen. 

 

3.4.4   Proteine mit Einfluss auf die Zellstruktur  

CNTN1, Calsyntenin-1 (CSTN1) und Gelsolin (GELS) ließen sich in die Gruppe der 

Proteine beteiligt an der Organisation der Zellstruktur einteilen. Ein im 2D-Gel um 

den Faktor 3,6 hochregulierter Proteinspot wurde als CNTN1 identifiziert. Dieses 

Protein spielt eine Rolle beim Wachstum von Neuriten, neuronaler Differenzierung 

und beeinflusst Oligodendrozyten. Der zweite um mehr als 60fach hochregulierte 

Proteinspot wurde als CSTN1 identifiziert, eine genaue Determinierung des 

tatsächlich korrespondierenden Spots war jedoch nicht möglich (vergleiche hierzu 

auch Kapitel 3.4.1). CSTN1 ist als neuronales Transmembranprotein am 

anterograden axonalen Transport beteiligt. Das Protein GELS ist Calcium-reguliert 

und moduliert die Bildung von Aktin-Filamenten aus Monomeren sowie auch die 
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Auflösung bestehender Aktin-Filamente. In dieser Arbeit war GELS im Liquor von 

DLB-Patienten im 2D-Gel signifikant um den Faktor 2,3 hochreguliert.  

 

3.4.5    Proteine beteiligt an Signaltransduktionskaskaden 

Zur Gruppe der Proteine, die in Prozesse der Signaltransduktion involviert sind, 

wurden CGA und Insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFBP2) zugeordnet. 

Die massenspektrometrische Analyse von sechs 4,9- bis 2,1fach signifikant 

hochregulierten Spots ergab CGA. CGA gehört zur Proteinfamilie der Sekretogranine 

und ist der Vorläufer verschiedener funktioneller Peptide wie Vasostatin-1 und -2 

oder Pankreastatin. IGFBP2 bindet IGF und inhibiert so die durch diesen Faktor 

erzeugten Wachstums- und Entwicklungsraten. In dieser Arbeit zeigte sich IGFBP2 in 

den 2D-Gelen des Liquors von DLB-Patienten 2,5fach im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen hochreguliert. 

 

3.4.6    Andere bei DLB regulierte Proteine 

Die vier Proteine Amyloid-like protein 1 (APLP1), N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-

acetylglucosaminyl-transferase (B3GN1), Glutathione peroxidase 3 (GPX3) und 

Cystatin-C (CYTC) gehören zu den Proteinen, die sich nicht den oben dargestellten 

funktionellen Gruppen zuordnen ließen. APLP1 war im 2D-Gel bei DLB 2,4fach 

hochreguliert. Dieses vor allem im cerebralen Kortex exprimierte Protein gehört zu 

einer Gruppe von Proteinen (APP-Familie), die zum Beispiel in der Entwicklung der 

AD eine Rolle spielen. Das Protein B3GN1 war bei DLB 2fach hochreguliert. Es kann 

die Synthese oder Verlängerung des linearen poly-N-acetyllactosaminoglycans 

initiieren und ist relevant bei Prozessen der Entwicklung und der Onkogenese 

(Sasaki et al. 1997). GPX3 war korrespondierend zu einem 4,4fach hochregulierten 

Proteinspot im 2D-Gel. GPX3 gehört zur Glutathion-Peroxidase-Familie, schützt 

Zellen und Enzyme vor oxidativem Stress und hat damit auch eine neuroprotektive 

Funktion. Zwei Proteinspots wurden massenspektrometrisch als CYTC identifiziert, 

von diesen war einer signifikant hoch- (um den Faktor 2,6) und der andere 

herunterreguliert (um den Faktor 0,27). CYTC ist ein Protein, das Cysteinproteinasen 

inhibiert und so die Enzymaktivität reguliert. 
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3.5   Ergebnisse der 2D-Western Blots 

Für ausgewählte Proteine mit Biomarkerpotential wurden exemplarisch jeweils ein 

2D-Western Blot eines DLB-Patienten und ein 2D-Western Blot eines alters- und 

geschlechtskorrelierten Kontrollpatienten hergestellt, um die Lokalistation des 

Proteins in der zweidimensionalen Darstellung antikörpergestützt zu zeigen. Diese 

2D-Western Blots wurden nicht statistisch ausgewertet. 

 

3.5.1  Complement C4a 

In der Abbildung 3.6 wird exemplarisch die densitometrische Analyse des 6,6fach 

hochregulierten Spots, der zu CO4A korrespondiert, dargestellt. Zur 

Veranschaulichung ist zusätzlich der 2D-Western Blot abgebildet. 

 

Abbildung 3.6: a Densitometrische Analyse des 6,6fach hochregulierten Proteinspots 

korrelierend zu CO4A im 2D-Gel (Spot Nr. 1 aus Tabelle 3.6, blau Kontrollpatienten, rot DLB-

Patienten). b Exemplarische Darstellung von CO4A im 2D-Western Blot (CON Kontrolle, 

DLB Demenz mit Lewy-Körperchen-Patient). 
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3.5.2   Transthyretin 

TTHY war korrespondierend zu einem Proteinspot und im 2D-Gel bei DLB um den 

Faktor 3,3 hochreguliert (Abbildung 3.7).  

 

Abbildung 3.7: a Densitometrische Analyse des 3,3fach hochregulierten Proteinspots 

korrelierend zu TTHY im 2D-Gel (Spot Nr. 25 aus Tabelle 3.6, blau Kontrollpatienten, rot 

DLB-Patienten). b Exemplarische Darstellung von TTHY im 2D-Western Blot (CON Kontrolle, 

DLB Demenz mit Lewy-Körperchen-Patient). 
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3.5.3   Contactin-1 

Ein im 2D-Gel um den Faktor 3,6 hochregulierter Proteinspot wurde als CNTN1 

identifiziert (Abbildung 3.8). 

 

Abbildung 3.8: a Densitometrische Analyse des 3,6fach hochregulierten Proteinspots 

korrelierend zu CNTN1 im 2D-Gel (Spot Nr. 36 aus Tabelle 3.6, blau Kontrollpatienten, rot 

DLB-Patienten). b Exemplarische Darstellung von CNTN1 im 2D-Western Blot (CON 

Kontrolle, DLB Patient mit Demenz mit Lewy-Körperchen). 
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3.5.4   Chromogranin A 

Die massenspektrometrische Analyse von sechs 4,9 bis 2,1fach signifikant 

hochregulierten Spots ergab CGA. Abbildung 3.9 zeigt exemplarisch den am 

stärksten hochregulierten Proteinspot, der als CGA identifiziert wurde. 

 

Abbildung 3.9: a Densitometrische Analyse des 4,9fach hochregulierten Proteinspots 

korrelierend zu CGA im 2D-Gel (Spot Nr. 11 aus Tabelle 3.6, blau Kontrollpatienten, rot DLB-

Patienten). b Exemplarische Darstellung von CGA im 2D-Western Blot (CON Kontrolle, DLB 

Demenz mit Lewy-Körperchen-Patient). 

 

3.6  Ergebnisse der Western Blots 

Für weiterführende Bestätigungtests wurden vier Gruppen, bestehend aus jeweils 

acht zentralneurologisch gesunden Kontrollen, acht DLB-Patienten, acht AD-

Patienten und acht PD-Patienten, im klassischen Western Blot untersucht und 

Proteinbanden densitometrisch analysiert. 
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3.6.1  Complement C4a 

Im Western Blot von CO4A zeigte sich zwischen den vier Gruppen, bestehend aus 

zentralneurologisch gesunden Kontrollen, DLB-Patienten, AD-Patienten und PD-

Patienten, keine statistisch signifikante Regulation. Es waren jedoch unterschiedliche 

Tendenzen erkennbar, die sich in der densitometrischen Analyse als eine 

Hochregulation bei DLB-Patienten um den Faktor 7,1 gegenüber gesunden 

Kontrollen berechnen ließ, nahezu gleiche densitometrische Verhältnisse ergaben 

sich im Vergleich zu AD-Patienten (1,1) und PD-Patienten (1,0). Im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen war CO4A bei AD-Patienten um den Faktor 6,7 und bei den PD-

Patienten um den Faktor 7,0 hochreguliert (Abbildung 3.10).  

 

Abbildung 3.10: Densitometrische Auswertung der Western Blots von CO4A mit je acht 

Liquorproben der vier Gruppen, bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit 

Lewy-Körperchen (DLB), Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im 

unteren Teil der Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier 

Gruppen zeigt. Es fand sich keine signifikante Regulation zwischen den unterschiedlichen 

Gruppen, jedoch lässt sich die Tendenz der Hochregulation bei DLB gegenüber gesunden 

Kontrollen erkennen. Auch bei AD- und PD-Patienten zeigte sich eine Tendenz der 

Hochregulation im Vergleich zu der zentralneurologisch gesunden Kontrollgruppe. 
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3.6.2   Transthyretin 

In den Western Blots von TTHY kamen zwei separate Proteinbanden zur 

Darstellung, die jeweils den Dimeren (obere Bande, 28kDa) und Monomeren (untere 

Bande, 14kDa) von TTHY entsprachen. Bei der oberen Proteinbande zeigte sich 

keine signifikante Regulation zwischen den einzelnen Gruppen, jedoch kam es bei 

drei der acht Parkinson-Patienten zu einem Auftreten von Doppelbanden, die sich bei 

keinem Patienten der anderen Gruppen nachweisen ließen (Abbildung 3.11).  

 

Abbildung 3.11: Densitometrische Auswertung der Western Blots der oberen Proteinbande 

von TTHY (entsprechend der Dimere von TTHY) mit je acht Liquorproben der vier Gruppen, 

bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit Lewy-Körperchen (DLB), 

Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im unteren Teil der Abbildung ist 

exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier Gruppen zeigt. Signifikante 

Unterschiede für die TTHY-Dimere zwischen den unterschiedlichen Gruppen zeigten sich 

nicht, bei DLB war das mittlere densitometrische Volumen 2,3, bei gesunden Kontrollen 3,1, 

bei AD 2,9 und bei PD 1,8. Bei drei der acht PD-Patienten zeigten sich Doppelbanden der 

oberen Proteinbande von TTHY, wie auch im exemplarischen Western Blot dieser Abbildung 

erkennbar ist. Diese Doppelbanden waren bei keinem anderen Fall einer anderen 

Patientengruppe erkennbar. 

 

Bei der densitometrischen Auswertung der Western Blots der unteren Proteinbande 

von TTHY war bei DLB im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine signifikante 
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Hochregulation um den Faktor 1,6 nachweisbar (Abbildung 3.12). Des Weiteren 

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, es 

war jedoch die Tendenz erkennbar, dass die untere Proteinbande von TTHY auch 

bei AD und PD im Vergleich zu der zentralneurologisch gesunden Kontrollgruppe 

leicht hochreguliert war (für AD wurde der Faktor 1,2 berechnet, für PD der Faktor 

1,3). Als durchschnittliche densitometrische Volumina ergaben sich für DLB 3,1, für 

gesunde Kontrollen 2,0, für AD 2,4 und für PD 2,5.  

 

Abbildung 3.12: Densitometrische Auswertung der Western Blots der unteren Proteinbande 

von Transthyretin (entsprechend der Monomere von TTHY) mit je acht Liquorproben der vier 

Gruppen, bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit Lewy-Körperchen 

(DLB), Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im unteren Teil der 

Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier Gruppen zeigt. Bei DLB 

war die untere Proteinbande von TTHY im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant um 

den Faktor 1,6 hochreguliert (* statistisch signifikant mit p < 0,5). Des Weiteren zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede, insgesamt wurde jedoch bei DLB das höchste mittlere 

densitometrische Volumen der unteren Proteinbande (3,1) dokumentiert, bei den anderen 

Gruppen zeigten sich durchweg geringere Volumina (bei gesunden Kontrollen 2,0, bei AD 

2,4, bei PD 2,5). 
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3.6.3   Contactin-1 

Im Western Blot von CNTN1 zeigte sich eine signifikante Hochregulation bei DLB 

gegenüber zentralneurologisch gesunden Kontrollen, AD und PD. Bei DLB war 

CNTN1 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen 2,7fach hochreguliert, im Vergleich 

zu AD 2,0fach und im Vergleich zu PD 3,4fach (Abbildung 3.13). Zwischen den 

Gruppen AD, PD und gesunden Kontrollen ließen sich keine relevanten Unterschiede 

bei CNTN1 detektieren. 

 

Abbildung 3.13: Densitometrische Auswertung der Western Blots von CNTN1 mit je acht 

Liquorproben der vier Gruppen, bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit 

Lewy-Körperchen (DLB), Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im 

unteren Teil der Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier 

Gruppen zeigt. Bei DLB war CNTN1 im Vergleich zu allen drei anderen Gruppen signifikant 

hochreguliert (* statistisch signifikant mit p < 0,5). DLB war im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen 2,7fach hochreguliert, im Vergleich zu AD 2,0fach und im Vergleich zu PD 

3,4fach. Zwischen den Kontroll-, AD- und PD-Gruppen zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede. 

 

3.6.4   Chromogranin A 

Im Western Blot zeigten sich zwei Proteinbanden unterschiedlichen 

Molekulargewichts (circa 55kDa und 25kDa), die separat densitometrisch 
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ausgewertet wurden. Weder bei der oberen (Abbildung 3.14) noch der unteren 

(Abbildung 3.15) Proteinbande ließ sich ein signifikanter Unterschied zwischen DLB 

und gesunden Kontrollen nachweisen. Jedoch zeigte sich bei der Analyse der oberen 

Proteinbande eine signifikante Hochregulation von PD im Vergleich zu DLB um den 

Faktor 3,6 und von AD im Vergleich zu DLB um den Faktor 2,6. Ein Unterschied der 

oberen Proteinbande von CGA zwischen AD und gesunden Kontrollen oder PD und 

gesunden Kontrollen wurde im Western Blot nicht gefunden. 

 

Abbildung 3.14: Densitometrische Auswertung der Western Blots der oberen Proteinbande 

(höheres Molekulargewicht von circa 55kDa) von CGA mit je acht Liquorproben der vier 

Gruppen, bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit Lewy-Körperchen 

(DLB), Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im unteren Teil der 

Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier Gruppen zeigt. Es 

zeigte sich eine signifikante Hochregulation von PD gegenüber DLB um den Faktor 3,6 und 

von AD gegenüber DLB um den Faktor 2,6 (* statistisch signifikant mit p < 0,5). Weitere 

signifikante Regulationen insbesondere von DLB im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

zeigten sich nicht. Tendenziell war sogar ein geringeres mittleres densitometrisches 

Volumen der oberen Proteinbande von CGA bei DLB (1,0) als bei neurologisch gesunden 

Kontrollen (2,5) zu dokumentieren. 

 

Bei der unteren Proteinbande zeigte sich eine signifikante 2,3fache Hochregulation 

bei PD im Vergleich zu DLB. Auch bei der AD ließ sich eine tendenzielle 
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Hochregulation gegenüber DLB feststellen, die sich mit dem Faktor 1,8 berechnen 

ließ, jedoch statistisch nicht signifikant war. Wiederum ließen sich keine signifikanten 

Regulationen bei PD im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Tendenz einer 

Hochregulation um den Faktor 1,5) oder von AD im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen zeigen (Tendenz einer Hochregulation um den Faktor 1,2). 

 

Abbildung 3.15: Densitometrische Auswertung der Western Blots der unteren Proteinbande 

(niedrigeres Molekulargewicht von circa 25 kDa) von CGA mit je acht Liquorproben der vier 

Gruppen bestehend aus Kontrollen (CON), Patienten mit Demenz mit Lewy-Körperchen 

(DLB), Alzheimer-Patienten (AD) und Parkinson-Patienten (PD). Im unteren Teil der 

Abbildung ist exemplarisch ein Western Blot dargestellt, der alle vier Gruppen zeigt. Es 

zeigte sich eine signifikante Hochregulation von PD gegenüber DLB um den Faktor 2,3 (* 

statistisch signifikant mit p < 0,5). Weitere signifikante Regulationen, insbesondere von DLB 

im Vergleich zu gesunden Kontrollen, zeigten sich nicht. Tendenziell war sogar ein 

geringeres mittleres densitometrisches Volumen der unteren Proteinbande von CGA bei DLB 

(1,5) als bei neurologisch gesunden Kontrollen (2,3) oder AD (2,8) zu dokumentieren. 
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4 Diskussion 

Proteomanalysen haben in den letzten Jahren besonders in der medizinischen 

Forschung stetig steigende Bedeutung erlangt. Dabei werden alle Arten humaner 

Proben untersucht, angefangen von verschiedensten Körperflüssigkeiten, wie dem in 

dieser Arbeit verwendeten Liquor cerebrospinalis, über Gewebeproben bis hin zu 

Kulturen menschlicher Zelllinien. Dabei stehen die unterschiedlichsten Methoden zur 

Verfügung, Proteinprofile zu vergleichen, unter anderem der hier gewählte Ansatz, 

basierend auf der Auswertung zweidimensionaler Gelektrophoresen, die je nach 

verwendeter Färbemethode der Proteinspots eine sehr hohe Präzision bieten. 

Liquoruntersuchungen spielen dabei im Zusammenhang mit der Erforschung 

zentralneurologischer Krankheitsbilder eine besondere Rolle, da diese 

Körperflüssigkeit in direktem Kontakt mit dem geschädigten Gehirngewebe steht und 

mittels Lumbalpunktion zum Beispiel für diagnostische Zwecke gewonnen werden 

kann. 

 

4.1    Vorteile der proteindepletierten gegenüber unfraktioniert  

 verwendeten Proben 

Bei den meisten Untersuchungen, die sich mit der Suche nach Biomarkern und der 

Darstellung von Proteinveränderungen im Liquor bei neurodegenerativen 

Erkrankungen beschäftigen, wurde das gesamte Proteom einer Probe verwendet 

und unfraktioniert weiterführenden Analysen zugeführt. Dabei besteht jedoch die 

Gefahr des Informationsverlustes aufgrund von Überlagerungen der nur in geringem 

Prozentsatz repräsentierten Proteine durch einige in deutlich höherem Anteil in der 

untersuchten Körperflüssigkeit vorkommenden Proteine. In dieser Arbeit wurde 

deshalb zunächst eine Proteindepletion von zwölf in hohem Vorkommen vorliegender 

Proteine durchgeführt, woraufhin anschließend eine zehn- bis 20fach höhere Menge 

der Eluatfraktion (Proteine in niedrigem Vorkommen) auf ein 2D-Gel aufgetragen 

werden konnte. Damit wurde die Möglichkeit verbessert, die Potentiale der 

Proteomanalyse mittels zweidimensionaler Gelektrophorese gänzlich auszunutzen 

und so optimale Voraussetzungen geschaffen, eine maximale Ausschöpfung zu 
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erreichender Erkenntnisse zu erlangen (Echan et al. 2005, Huang HL et al. 2005, 

Millioni et al. 2011). 

 

4.2    Ergebnisse der Western Blots 

Western Blots wurden für vier selektierte Proteine durchgeführt, ihre Auswahl erfolgte 

orientiert an Regulationsgrad, der Anzahl der zu einem einzelnen Protein 

korrespondierenden Spots, bereits beschriebenen Zusammenhängen mit 

neurodegenerativen Erkrankungen oder weil sie repräsentativ für eine funktionelle 

Gruppe bezüglich ihres Biomarkerpotentials und zur Bestätigung der vorher im 2D-

Gel erhobenen Ergebnisse untersucht werden sollten. Besonders interessant wäre 

es noch, die beiden am höchsten regulierten Proteine ITIH4 und CSTN1 

weiterführend mittels Western Blot oder Elisa zu untersuchen. Zwar waren für diese 

Arbeit bereits mehrfach CSTN1-Western Blots durchgeführt worden, jedoch lieferten 

diese leider wiederholt keine verwertbaren oder reproduzierbaren Ergebnisse. 

Mangels geeigneter Liquorproben konnte ITIH4 dann im Verlauf nicht mehr analysiert 

werden. Für die Western Blots wurde vor allem Wert auf eine sorgfätige 

Patientenauswahl gelegt, wobei zwar geringere Ansprüche an Probenalter und 

Standardliquorparameter gestellt wurden, um die vorliegenden Bedingungen denen 

im klinischen Alltag anzunähern, die Diagnosekriterien jedoch genauso streng erfüllt 

werden mussten wie bei den Proben, die für die vorangegangenen 2D-Analysen 

verwendet worden waren. 

Bei den vier Proteinen, die im Western Blot untersucht wurden, ergab sich in 

zumindest drei Fällen (CO4A, Monomere von TTHY und CNTN1) eine entweder 

statistisch signifikante (Monomere von TTHY und CNTN1) oder eine in der Tendenz 

übereinstimmende Regulation (CO4A) konform zu den zuvor in den 2D-Analysen 

erhobenen Ergebnissen. Lediglich für CGA konnten die Ergebnisse der 2D-

Gelelektrophoresen nicht auch mittels Western Blots reproduziert werden. 

Erklärungen hierfür mögen zum einen eine geringere Probenqualität sein, da zum 

Beispiel durch ein höheres Alter der Liquorprobe eine zunehmende Degradation der 

Proteine umso wahrscheinlicher wird, oder auch die Methodik Western Blot selbst, 

die sich in ihrer Durchführung von 2D-Gelektrophoresen unterscheidet. Außerdem 

wurden durch den Depletionsschritt vor der zweidimensionalen Gelektrophorese 
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interferierende Proteine eliminiert sowie eine Aufkonzentrierung der weiter zu 

untersuchenden Proben erreicht, für die Western Blots hingegen wurde dieser Schritt 

nicht durchgeführt, sondern native Proben wie sie auch im Klinikalltag vorliegen 

verwendet. Auch damit könnten von den 2D-Untersuchungen leicht abweichende 

Western-Blot-Ergebnisse erklärt werden. Insgesamt lässt sich feststellen, dass wir 

unsere Ergebnisse aus den vorangehenden 2D-Gelektrophoresen in den folgenden 

Tests mittels Western Blots bestätigen konnten. 

Gegenüber diesen Überlegungen steht die Frage, inwiefern die vier ausgewählten 

Proteine Anforderungen an einen molekularen Biomarker erfüllen, der womöglich 

auch zu diagnostischen Zwecken eingesetzt werden kann, um die DLB auch 

gegenüber anderen neurodegenerativen Erkrankungen abzugrenzen. Diese Frage 

soll im letzen Kapitel 4.4 erörtert werden. 

 

4.3     Einfluss der DLB-Pathologie auf verschiedene biologische 

Funktionsbereiche in einer Zelle 

Das von der DLB-Pathologie betroffene Gehirn ist in verschiedenen biologischen 

Funktionsbereichen beeinflusst beziehungsweise gestört. Dies lässt sich durch die in 

dieser Arbeit durchgeführte Analyse des Proteoms darstellen, in der im Liquor von 

DLB-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine Regulation von 23 

verschiedenen Proteinen nachgewiesen werden konnte. Die identifizierten Proteine 

sind an unterschiedlichen Prozessen des Zellorganismus beteiligt und für viele 

wurden bereits Zusammenhänge mit neurodegenerativen Erkrankungen und auch im 

Besonderen mit der DLB untersucht (z.B. Abdi et al. 2006). 

Im Anhang (Kapitel 7) findet sich zu Übersichtszwecken eine detaillierte Tabelle mit 

der Aufführung der Proteine, die sich in dieser Arbeit im Liquor von DLB-Patienten 

reguliert fanden und bereits in der Literatur als im Liquor bei unterschiedlichen 

neurodegenerativen Erkrankungen reguliert beschrieben wurden (die Proteine 

wurden in der Reihenfolge des Auftretens im Text des Kapitels 4.3 aufgelistet). 
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4.3.1    Immunantwort im Zusammenhang mit der DLB und 

Neurodegeneration 

Generell ist die Neuroinflammation ein pathologisches Charakteristikum 

neurodegenerativer Erkrankungen. Bei der DLB scheint dabei insbesondere die 

abnormale α-Synuklein-Aggregation und -Ablagerung neuroinflammatorische 

Prozesse zu mediieren. Lee et al. 2010 schlugen ein Arbeitsmodell für eben diese 

Rolle des α-Synukleins vor, in dem die Interaktion dieses pathologischen Proteins mit 

astrozytären und mikroglialen Zellen sowie der Freisetzung von Zytokinen und 

Chemokinen zusammengeführt wird (Abbildung 4.1).  

 

Abbildung 4.1 (nach Lee et al. 2010): Die Rolle der Astrozyten bei der Modulation eines Hirn-

Mikroorganismus in einem Status der Entzündung, der durch Neuronen-abgeleitetes α-

Synuklein beeinflusst ist. Unter Stressbedingungen setzen Neuronen α-Synuklein in den 

Extrazellularraum frei, das dann von benachbarten Astrozyten internalisiert wird. Wenn α-

Synuklein-Proteine dann im Zytoplasma akkumulieren, begünstigt dies die Zytokin- und 

Cemokinproduktion, die ihrerseits Mikroglia, die Hauptimmunzellen des Gehirns, rekrutiert 

und aktiviert. Veränderungen in der Zytokin-/Chemokin-Expression könnten ebenfalls die 

neuronale Viabilität und Funktion beeinflussen. (NO Stickstoffmonoxid, ROS reaktive 

Sauerstoffspezies) (Lee et al. 2010, Seite 287) 
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Unsere Ergebnisse fügen sich nahtlos in dieses Modell ein: Die Mehrzahl der in 

dieser Arbeit als bei der DLB reguliert identifizierten Proteine (acht Proteine) ist an 

der Immunantwort, Komplementprozessen beziehungsweise der Akuten-Phase-

Reaktion beteiligt. Im Einzelnen wurden viele dieser Proteine hinsichtlich ihrer 

Bedeutung bei neurodegenerativen Prozessen untersucht und sollen im Folgenden 

detaillierter dargestellt werden.  

Die Wichtigkeit der HLA-assoziierten Komplementfaktoren bei der AD und PD wurde 

bereits 1984 von Nerl et al. diskutiert. Eine Genvariante von Complement C4a 

(CO4A) wurde sogar als möglicher Marker für die AD postuliert, dieser Vorschlag hat 

aber bis zum heutigen Tage keine klinische Bedeutung erlangt. Zudem wurde erst 

kürzlich das Vorhandensein von Komplementfaktoren und Indikatoren für 

Neuroinflammation für die AD mit Hilfe eines Mausmodells analysiert (Fonseca et al. 

2011). In vitro konnte gezeigt werden, was auch schon für in vivo-Situationen 

beschrieben wurde: β-Amyloid-Fibrillen besitzen die Fähigkeit, auf klassischem und 

auch auf alternativem Weg das Komplementsystem zu aktivieren. Sowohl protektive 

als auch schädigende Effekte des Komplement-Systems bei der Neurodegeneration 

wurden vermutet, wobei auch die Faktoren CO4A und Complement C3 (CO3) 

besondere Erwähnung fanden (Zhou et al. 2008). Eine Assoziation von CO3 mit 

neurodegenerativen Erkrankungen wurde auch in weiteren Publikationen schon 

konkreter beschrieben. Die Konzentration von CO3 im Liquor wurde bereits bei 

Gesunden im Vergleich zu AD-, PD- und MSA-Patienten gemessen, DLB-Patienten 

wurden nicht untersucht. Es zeigten sich dabei eine absolute CO3-Hochregulation in 

der AD-Gruppe gegenüber allen anderen Krankheitsgruppen und gesunden 

Kontrollen sowie eine Herunterregulation von CO3 für MSA-Patienten. Zusätzlich 

wurden geschlechtsspezifische Abweichungen deutlich. Als alleinstehender Marker 

wurde CO3 als nicht sinnvoll befunden, dafür jedoch bei der Quotientenbildung mit β-

Amyloid (1-42) (Wang et al. 2011). In der hier vorliegenden Arbeit fanden sich im 2D-

Gel sowohl von COA4 als auch CO3 Hochregulationen im Liquor von DLB-Patienten. 

Eine signifikante Hochregulation von COA4 ließ sich im Western Blot zwar nicht 

reproduzieren, jedoch war eine eindeutige Tendenz in diese Richtung erkennbar. Die 

fehlende Signifikanz lässt sich möglicherweise durch die Vielzahl an vorliegenden 

Isoformen dieses Proteins erklären, die sich nur in aufwändigeren, hochauflösenden 

Methoden im Einzelnen nachweisen und unterscheiden lassen. 
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Transthyretin (TTHY) scheint eine neuroprotektive Rolle bei neurodegenerativen 

Prozessen zu spielen, da es in der Lage ist, Aβ-Peptid-Ablagerungen zu verwerten 

(Doggui et al. 2010). Auf der Suche nach potentiellen Biomarkern im Liquor wurde 

schon die Regulation von TTHY bei der AD im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

beschrieben (Gloeckner et al. 2008, Perrin et al. 2011). Durch Gloeckner et al. (2008) 

konnte insbesondere gezeigt werden, dass sich nephelometrisch bestimmte TTHY-

Werte als signifikant bei AD und Normaldruckhydrozephalus reduziert zeigten und 

demgegenüber zwischen gesunden Kontrollen und anderen Demenzerkrankungen 

wie der DLB, CJK oder FTD keine Unterschiede detektiert werden konnten. Bei den 

in dieser vorliegenden Arbeit durchgeführten Western Blot-Analysen zeigte sich 

jedoch bei den Monomeren eine signifikante Hochregulation bei DLB gegenüber 

gesunden Kontrollen, für die Dimere ließ sich keine statistisch signifikante Regulation 

nachweisen. Interessanterweise fand sich außerdem bei den Dimeren bei drei der 

acht PD-Patienten eine Doppelbande, die sich bei keiner der anderen 

Patientengruppen nachweisen ließ. Dies lässt sich eventuell durch spezielle, 

womöglich krankheitsspezifische Proteinmodifikationen erklären und in 

weiterführenden Untersuchungen sollte diesen Überlegungen nachgegangen 

werden. Da TTHY scheinbar in verschiedenen Isoformen beziehungsweise 

unterschiedlich posttranslational modifiziert vorliegt, ist weiterhin zu diskutieren, ob 

TTHY Biomarkerpotential innehätte, wenn eine bestimmte Unterform dieses Proteins 

spezifisch mittels ELISA oder Western Blot erfasst werden könnte.  

In dieser Arbeit fand sich der als Pigment epithelium-derived factor (PEDF) 

identifizierte Proteinspot bei der DLB 2,1fach hochreguliert, und auch bei weiteren 

Demenzerkrankungen wurde dieses Protein bereits in der Literatur als reguliert 

beschrieben. So etwa bei der frontotemporalen Demenz, bei der sich PEDF im Liquor 

Erkrankter als herunterreguliert erwies (Davidsson et al. 2002), oder der AD, wo es 

einen Hinweis auf einen möglichen diagnostischen Wert des PEDF im Liquor gibt, 

wenn es in Kombination mit Haptoglobin und Tau gemessen wird (Abraham et al. 

2011). PEDF ist ein bekannter und potenter Neuroprotektor, der zum Beispiel 

schützend gegenüber Glutamat-Toxizität oder oxidativem Stress wirkt (Tombran-Tink 

2005). Die Bedeutung von PEDF gegenüber neurodegenerativen Schäden ist 

vielseitig und es scheint sinnvoll, die Bedeutung von PEDF für die Pathogenese, 

Therapie und Diagnostik von Demenzerkrankungen weiter zu untersuchen. Bislang 

hat PEDF jedoch noch keinen Einzug in die klinische Routine gefunden. 
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Das Akute-Phase-Protein Prothrombin (THRB) fand sich in der vorliegenden 

Untersuchung im Liquor von DLB-Patienten erhöht. Selbiges wurde schon für 

Patienten mit Chorea Huntington beschrieben (Huang YC et al. 2011). THRB scheint 

durch die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptoren 

sowie Mikrogliazellen eine bedeutende Rolle bei inflammatorischen Prozessen zu 

spielen und ebenfalls bei dem durch oxidativen Stress vermittelten kortikalen 

Neuronenzelltod. Assoziationen von THRB zu neurodegenerativen Erkrankungen wie 

der AD (Arai et al. 2006), der Chorea Huntington (Huang YC et al. 2011) und 

vaskulär bedingter dementieller Entwicklung (Quinn et al. 2011) wurden bereits 

beschrieben, bislang jedoch nicht ein Zusammenhang mit der DLB. Da zudem eine 

vergleichende Untersuchung von THRB-Werten bei unterschiedlichen 

neurodegenerativen Erkrankungen noch aussteht, bleibt neben der genauen 

pathogenetischen Bedeutung die Spezifität dieses Proteins unklar. 

Angiotensinogen (ANGT) korrespondierte in dieser Studie zu zwei bei DLB 

herunterregulierten Proteinspots. Als Teil des RAAS erhält dieses Protein die 

Flüssigkeitshomöostase im Körper mit aufrecht und beeinflusst den Blutdruck. Dass 

viele Komponenten dieses Systems auch im ZNS nachgewiesen werden können, 

suggeriert, dass es auch dort eine Rolle spielt. Es wurde der mögliche Beitrag des 

RAAS zu Krankheitsprozessen zum Beispiel bei der AD oder der vaskulären Demenz 

analysiert und zusammengefasst (Savaskan 2005). Auch in größeren 

Proteomstudien fand ANGT schon Erwähnung im Zusammenhang mit 

Liquoruntersuchungen bei der DLB oder der AD (Abdi et al. 2006, Perrin et al. 2011). 

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 (ITIH4) fand sich bei DLB extrem 

hochreguliert, entweder um den Faktor 87,9 oder 60,1. Eine exakte Zuordnung zu 

einem dieser beiden regulierten Spots war für die Proteine ITIH4 und CSTN1 jedoch 

aus technischen Gründen bei der Vorbereitung der Proben für die 

massenspektrometrische Analyse nicht möglich. ITIH4 fand bereits in einer neueren 

Proteomarbeit zur Identifikation neuer Biomarker für die AD Erwähnung (Perrin et al. 

2011) und wurde des Weiteren als möglicher Serummarker für den akuten 

ischämischen Schlaganfall diskutiert (Kashyap et al. 2009). 

Auch Serum albumin (ALBU) wurde als Akute-Phase-Protein in dieser Gruppe von 

Proteinen involviert in die Immunantwort mit aufgeführt. Da es bei der 

Immundepletion der Patientenproben jedoch zu größten Teilen aus dem Liquor 
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eliminiert werden sollte, ist das vorliegende Ergebnis der Herunterregulation von 

ALBU nicht verwertbar. 

 

4.3.2     Die Bedeutung des Glukosestoffwechsels bei der DLB 

Glukose ist der Hauptenergielieferant für das Gehirn und erhält so seine 

Funktionalität aufrecht. Entsprechend ist für viele neurodegenerative Erkrankungen 

eine Beeinträchtigung des Glukosemetabolismus beschrieben. Mittels FDG-PET-

Untersuchungen können dabei regionale Störungen der Glukoseaufnahme detektiert 

und so charakteristische Befunde bei verschiedenen neurodegenerativen 

Erkrankungen erhoben werden (Herholz et al. 2007). Bei der AD finden sich zum 

Beispiel sowohl ein beeinflusster Glukosestoffwechsel als auch ein reduzierter 

Blutfluss in temporoparietalen Hirnkortizes, bei der FTD ist vor allem der 

Glukosestoffwechsel des Fortalkortexes beeinträchtigt und bei der DLB der 

Glukosestoffwechsel okzipitaler Hirnbereiche, insbesondere des primären visuellen 

Kortex. Bei der Pathogenese der AD scheinen auf funktioneller Ebene unter anderem 

gestörte Insulin-Signaltransduktionskaskaden und damit eine mitochondriale 

Fehlfunktion, mangelhafte Glukoseverwertung und ineffiziente Energieverwertung 

eine wichtige Bedeutung innezuhaben (Rhein et Eckart 2007).  

In dieser Arbeit fanden sich auf biochemischer Ebene drei im Liquor bei DLB 

hochregulierte Proteine, die in den Glukosestoffwechsel, beziehungsweise noch 

genauer in die Glykolyse involviert sind - Fructose-bisphosphate aldolase C 

(ALDOC), Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (KPYM) und Alpha-Enolase (ENOA). 

Einen Link zu diesen Ergebnissen bietet eine Studie von Opii et al. (2008), in der 

Hunde als Modelle des menschlichen Alterns fungieren. In deren Gehirnen findet 

man Aβ-Peptide, die in der Sequenz den menschlichen ähneln und mit einem Abbau 

der kognitiven Funktion verbunden sind. Vergleichend wurden Hirnproben von 

Hunden untersucht, die zuvor „prophylaktisch“ eine dietätetische (antioxidative) 

Therapie und behaviourale Stimulation erhalten hatten. Es zeigte sich, dass in den 

Proben der Hunde, die die beschriebene Prophylaxe erhalten hatten, im Vergleich zu 

nicht-therapierten Kontrolltieren eine Erhöhung von Proteinen gefunden wurde, die in 

den Glukosestoffwechsel involviert sind, unter anderem von ALDOC und ENOA. 

Oxidativer Stress spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AD. In 
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einer Studie des Redoxproteoms des menschlichen Gehirns von Patienten mit 

familiärer AD wurden KPYM und ENOA dekektiert (Butterfield et al. 2006), die auch 

in dieser Arbeit im Liquor von DLB hochregulierten waren. Die oxidative Inaktivierung 

dieser Enzyme könnte eine Rolle bei der Progression eines milden kognitiven 

Impairments zur AD spielen. Weiterhin hat ENOA eine entscheidende Bedeutung bei 

altersassoziierten neurodegenerativen Erkrankungen inne, wie zum Beispiel der 

Huntington Erkrankung (Perluigi et al. 2005) oder der PD (Poon et al. 2005). Poon et 

al. beschreiben, dass Proteine, die mit gestörtem Energiemetabolismus und 

Mitochondriendysfunktion assoziiert sind, besonders anfällig für oxididativen Stress 

seien, der in dem vorliegendem Fall mit A30P-mutiertem α-Synuklein in 

Zusammenhang gebracht wurde (2005). Oxidative Schäden sind auch bei der DLB 

von großer Wichtigkeit (Power et Blumbergs 2009, Navarro et al. 2009). 

 

4.3.3    Die Bedeutung des Lipidstoffwechsels bei der DLB 

Modifikationen von Fettstoffwechselwegen, Lipid Rafts und einzelnen Proteinen und 

Genen involviert in Lipidstoffwechselprozesse wurden bereits im Zusammenhang mit 

verschiedensten neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben. Bei der PD wurden 

zum Beispiel im visuellen Kortex auch in Abwesenheit der typischen Parkinson-

Pathologie und LK signifikante Veränderungen von Sphingolipiden, 

Glycerophospholipiden und Cholesterolformen detektiert (Cheng et al. 2011). Lipid 

Rafts als cholesterol-, sphingomyelin- und gangliosidreiche Mikrodomänen, die 

Interaktionen zwischen Lipiden und Proteinen beziehungsweise Proteinen und 

Proteinen mediieren, zeigten sich in Frontalhirn-Kortex-Proben sowohl bei der AD 

(Martín et al. 2010) als auch bei der PD (Fabelo et al 2011) im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen verändert. Vor allem bei der Entstehung der Alzheimer-

Pathologie wurde die Rolle der Lipid Rafts in Membranen bei der abnormalen Aβ-

Aggregation ausführlich diskutiert (Matsuzaki 2011), bei der PD scheint eine 

Assoziation von α-Synuklein mit Lipid Rafts zu existieren (Zabrocki et al. 2008). 

In dieser Arbeit fanden sich im Liquor bei DLB-Patienten drei signifikant 

hochregulierte Proteine, die am Lipidstoffwechsel beteiligt sind - Prostaglandin-H2 D-

isomerase (PTGDS), Ganglioside GM2 activator (SAP3) und Apolipoprotein A-IV 

(APOA4). PTGDS fand bislang im Zusammenhang mit dementiellen Erkrankungen 
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erst in letzter Zeit Erwähnung, so wurde eine Regulation dieses Proteins im Liquor 

von AD-Patienten gezeigt (Perrin et al. 2011). Ebenso wurde eine signifikante 

Hochregulation von PTGDS im Liquor von Schizophreniepatienten dargestellt, dies 

im Zusammenhang mit einer Hochregulation von Apolipoprotein E und A1 (Martins-

De-Souza et al. 2010). Die Ergebnisse der letztgenannten Studie stützen die 

Hypothese eines gestörten Cholesterol- und Phospholipidmetabolismus bei 

Schizophreniepatienten, der auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie auch 

der DLB von Bedeutung scheint. SAP3 interagiert mit Gangliosid GM2, das eine 

wichtige Komponente von Lipid Rafts darstellt. Gangliosid GM2 wurde unter anderem 

als bei der AD im menschlichen Hirnkortex erhöht beschrieben (Molander-Melin et al. 

2005) und steht im Zusammenhang mit der Formation von neurotoxischen β-

Amyloid-Plaques.  

Das Glykoprotein APOA4 wurde im Liquor bei der Chorea Huntington Erkrankung 

hochreguliert gefunden und als ein möglicher Biomarker für diese Erkrankung 

vorgeschlagen (Huang YC et al 2011). Es wurde ebenfalls diskutiert, ob dieses 

Protein als Suppressor der Nahrungsaufnahme mitverantwortlich für die 

Gewichtsabnahme bei dieser neurodegenerativen Erkrankung ist (Shen et al. 2008), 

einem Symptom, dass sich bekanntermaßen auch bei anderen Demenzformen wie 

auch bei der DLB wiederfinden lässt. Im Maus-Modell konnte zudem gezeigt werden, 

dass eine Defizienz von APOA4 auch eine Akzeleration der Pathogenese von AD 

hervorruft, indem Aβ-Ablagerungen vermehrt und damit kognitive Schäden verstärkt 

werden (Cui et al. 2011). Da sich in Hirnbiopsien von DLB-Patienten klassische 

Charakteristika der Alzheimer-Pathologie finden, könnte APOA4 daher eine genauso 

entscheidende Bedeutung bei der Genese der DLB innehaben. 

 

4.3.4    Modifikation der Zellstruktur und Zelladhäsion durch DLB und 

weitere neurodegenerative Erkrankungen 

Drei Proteine mit Einfluss auf die Zellstruktur zeigten sich im Liquor bei DLB 

signifikant hochreguliert, zu diesen zählen Contactin-1 (CNTN1), Calsyntenin-1 

(CSTN1) und Gelsolin (GELS).  

In dieser Arbeit konnte auch in zusätzlich zu der 2D-Gel-Analyse angefertigten 

Western Blots von CNTN1 eine signifikante Hochregulation dieses Proteins bei DLB 



                                                                                                                      Diskussion 
 

75 
 

im Vergleich zu gesunden Kontrollen und ebenso zu an AD und PD erkrankten 

Patienten gezeigt werden. Damit ist CNTN1 hier das einzige Protein, durch dessen 

Regulationsprofil auch die unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen 

deutlich voneinander abgegrenzt werden können. Im Widerspruch zu diesen 

Ergebnissen steht dabei die Arbeit von Yin et al. (2009), in der CNTN1 auch bei der 

AD als erhöht beschrieben wird. CNTN1 wird bei vielen Prozessen, die das ZNS 

betreffen, aber auch zum Beispiel bei der Tumorgenese eine wichtige Rolle 

zugesprochen. So scheinen Adhäsionsmoleküle der Contactin-Untergruppe, die der 

Immunglobulin-Superfamilie zuzuordnen sind, an der Synaptogenese sowie der 

axonalen Entwicklung beteiligt zu sein und somit einen Einfluss auf die neuralen 

Verschaltungen, insbesondere des Cerebellums auszuüben (Stoeckli 2010). Dies 

wurde in einer Studie mit Contactin-Knock-out-Mäusen bestätigt, in der die 

Versuchstiere eine symptomatische Ataxie und eine abnormale cerebelläre 

Mikroorganisation zeigten. Allgemein ist Contactin in vier Hauptprozesse im 

Cerebellum involviert: Es führt Granulazell-Axon-Populationen in die korrekte 

Ausrichtung, wirkt an der Bündelung von Axonen in Faszikeln mit, mediiert 

Interaktionen, die notwendig für die Expansion von Granulazell-Dendriten sind, und 

reguliert die Extension von Golgi-Zell-Dendriten in die Molekularebene (Berglund et 

al. 1999). 

Die beiden am stärksten regulierten Proteinspots (um die Faktoren 87,9 und 60,9) 

wurden als CSTN1 oder ITIH4 identifiziert, an dieser Stelle soll CSTN1 näher 

beschrieben werden. Dieses Protein wird auch als Alzheimer-related cadherin like 

protein bezeichnet und interagiert mit der leichten Kette von Kinesin-1 (Konecna et 

al. 2006). Zudem ist es möglicherweise aktiv an axonalem Wachstum sowie der 

Entwicklung beteiligt und erhält die neuronale Polung des erwachsenen 

Nervensytems. Eine Mitwirkung an der Stabilisierung von β-amyloid precursor protein 

bei seinem anterograden axonalen Weg wird diskutiert (Steuble et al. 2010). Die 

Isoform 2 des Proteins CSTN1 wurde als bei der PD reguliert beschrieben (Yin et al. 

2009). 

Ein weiteres bei der DLB signifikant hochreguliertes Protein ist das aktin-bindende 

GELS, das von Epithelzellen der Plexi choroidei produziert wird. Bezüglich der AD 

wurden GELS-Werten im Plasma von dementen Patienten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen untersucht und die Korrelation eines erniedrigten Plasma-GELS-Spiegels 



                                                                                                                      Diskussion 
 

76 
 

mit fortschreitender Krankheitsprogression, die anhand von MMST-Ergebnissen 

determiniert wurde, beschrieben (Güntert et al. 2010). Im Mausmodell wurde gezeigt, 

dass GELS einen modulierenden Effekt auf die Aβ-Formation - möglicherweise durch 

eine Steigerung der Aβ-Elimination durch Megalin - hat und somit an der 

Herunterregulation der durch Aβ hervorgerufenen neurotoxischen Einflüsse 

mitbeteiligt ist (Antequera et al. 2009). Dieser neuroprotektive Effekt wurde auch in 

einer Studie mit Zellkulturen, die mit GELS versetzt wurden, untersucht und bestätigt 

(Vargas et al. 2010). Die Versuchsreihen ergaben, dass GELS an Megalin bindet und 

konsekutiv einen Komplex mit Aβ bildet, die durch Aβ-induzierte Störung des 

Zytoskeletts der untersuchten Plexus choroideus-Epithelzellen inhibiert und zudem 

die Stickstoffmonoxid-Produktion und neuronalen Zelltod verhindert. Es wurde 

außerdem nachgewiesen, dass durch GELS die Aktivität der mitochondrialen 

Atmungskette gesteigert wurde. Ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, 

neuronaler Apoptose und der Spaltung von GELS wurde weiterführend bereits 

suggeriert (Ji et al. 2009). 

Bei der DLB und PD wurde kürzlich in Hirngewebe und Zellkulturen untersucht, 

inwiefern GELS und die α-Synuklein-Aggregation assoziiert sind. Dabei fanden sich 

sowohl GELS als auch α-Synuklein als Bestandteile von LK. Durch die Präsenz von 

Calciumchlorid konnte GELS in vitro die Aggregationsrate von α-Synuklein steigern, 

strukturelle Unterschiede schienen dabei durch GELS nicht hervorgerufen zu werden 

(Welander et al. 2011). Weiterführende Untersuchungen sind jedoch nötig, um die 

genauen Mechanismen GELS in der Pathogenese von Synukleinopathien zu 

definieren. 

 

4.3.5    Einfluss der DLB-Pathologie auf Signaltransduktionskaskaden 

Sechs signifikant im 2D-Gel bei DLB hochregulierte Proteinspots wurden als 

Chromogranin A (CGA) identifiziert. Dieses Ergebnis war jedoch in Western Blot-

Analysen nicht reproduzierbar, wo sich zwei Proteinbanden unterschiedlichen 

Molekulargewichts von CGA zeigten. Beide Proteinbanden waren jeweils am 

prominentesten bei der PD ausgeprägt, gefolgt von der AD und dann den gesunden 

Kontrollen. Bei den DLB-Proben waren beide CGA-Banden jeweils im Vergleich zu 

den drei Vergleichsgruppen tendenziell herunterrreguliert, jedoch in den meisten 
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Kombinationen ohne statistische Signifikanz. Signifikante Unterschiede zeigten sich 

jeweils für die beiden CGA-Banden bei PD, die im Vergleich zu DLB hochreguliert 

waren, und für die Bande höheren Molekulargewichts bei AD, die sich im Vergleich 

zu DLB hochreguliert zeigte. Das Protein CGA wird in sekretorischen Vesikeln von 

Neuronen und neuroendokrinen Zellen gefunden und wurde bereits als neuer Liquor-

Biomarker für die AD postuliert (Perrin et al. 2011). Im Zusammenhang mit der AD 

soll es eine Rolle als Mediator zwischen neuronalen, glialen und inflammatorischen 

Prozessen spielen (Lechner et al. 2004), womit eine Verknüpfung zwischen einigen 

Funktionsbereichen einer Zellen geschaffen wäre. Bei der DLB wurde die 

Akkumulation axonal transportierter Substanzen in kortikalen LK untersucht, zu 

welchen auch CGA gehörte (Katsuse et al. 2003). Dieses Ergebnis suggeriert, dass 

die chronische Blockade des axonalen Transports eine Rolle bei der Entwicklung von 

LK im erkrankten Gehirn spielt. 

Das zweite bei DLB hochregulierte Protein, das an Signaltransduktionkaskaden 

beteiligt ist, ist Insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFBP2). Insulin und IGF-1 

scheinen neben der Regulation des Energiehaushaltes im Gehirn auch eine Rolle bei 

der Modulation kognitiver Prozesse vor allem bei der AD zu spielen. Für IGFBP2 

wurde ein Zusammenhang mit der cerebralen Amyloid-Angiopathie bei AD 

beschrieben (Rensink et al. 2004). Später wurden die eindrücklichen Effekte von 

IGF-1 auf die verschiedenen Proteine der APP-Familie untersucht und so zum 

Beispiel gezeigt, dass durch IGF-1 die Prozessierung endogenen APPs vermehrt 

wird und die Aβ-Produktion unter IGF-1-Therapie erniedrigt ist (Adlerz et al. 2007). 

Zu diskutieren bleibt, ob und inwiefern IGFBP2 als IGF-bindendes Protein an diesen 

Vorgängen beteiligt ist. Auch im Liquor wurde IGFBP2 ebenfalls bei der AD bereits 

als reguliert gefunden (Craig-Schapiro et al. 2011, Zhang et al. 2005). Im Übrigen ist 

dieses Protein besonders in Prozesse der Tumorgenese involviert, wo es die 

Zellproliferation, -migration und –invasion beeinflusst. 

 

4.3.6    Die Rolle anderer bei DLB regulierter Proteine 

Vier weitere in dieser Arbeit regulierte Proteine konnten nicht den oben genannten 

funktionellen Gruppen zugeordnet werden und werden folglich in diesem Kapitel 

diskutiert. Zu diesen Proteinen gehört unter anderem das bei DLB hochregulierte 
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Amyloid-like protein 1 (APLP1), das wie das APP – Amyloid Precursor Protein –, aus 

dem das toxische Aβ resultiert, sowie das APLP2 zur APP-Protein-Familie gehört. 

Eine ähnliche Entwicklung dieser drei Proteine wird ebenso diskutiert wie ihre 

überlappenden Funktionen in der Zelle (Adlerz et al. 2007). APLP1 scheint dabei in 

postsynaptische Funktionen involviert zu sein und regelt das Neuritenwachstum 

mittels Bindung an Komponenten der extrazellulären Matrix wie Heparin und 

Kollagen 1. Das Gamma-CTF Peptid des APLP1 wirkt zudem als Verstärker der 

neuronalen Apoptose (Kim et al. 1995). Bei der Genese der AD wird vor allem APP 

eine Schlüsselrolle zugesprochen, aber auch APLP1 wurde eine entscheidende 

Bedeutung bei der Entwicklung des Krankheitsprozesses nachgewiesen. Gezeigt 

wurde, dass APLP1 das „APP-Ektodomänen-Shedding“, also einen wichtigen Schritt 

bei der Bildung von Aβ, beeinflusst, indem es mit der Endozytose von APP 

interferiert und APP auf diese Weise vermehrt der Spaltung durch α-Sekretasen 

zuführt. Dadurch entsteht als Resultat nicht das toxische Aβ-Peptid, was nämlich aus 

der Spaltung durch β-Sekretasen resultiert (Neumann et al. 2006). Eine weitere 

interessante Studie befasst sich mit nicht-humanen Primaten, die chronischer 

Manganexposition ausgesetzt wurden. Es zeigte sich, dass die Versuchstiere 

psychiatrische, kognitive und parkinsonoide Symptome entwickelten und ihre 

Frontalhirnkortizes stark beeinflusste Genexpressionsprofile aufwiesen. 

Immunhistochemisch fanden sich insbesondere eine deutlich hochregulierte APLP1-

Expression und neben Aggregationen von Aβ-Plaques auch α-Synuklein-

Ablagerungen. APLP1 scheint also in diesem Zusammenhang eine Bedeutung bei 

den durch das toxische Element Mangan hervorgerufenen neurodegenerativen 

Prozessen zu haben (Guilarte 2010). 

Das Protein N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-acetylglucosaminyl-transferase 

(B3GN1) wurde bereits als hochreguliert bei der DLB (Abdi et al. 2006) und 

herunterreguliert bei der AD beschrieben (Perrin et al. 2011, Zhang et al. 2005) und 

konnte in dieser Arbeit als bei im Liquor bei DLB-Patienten hochreguliertes Protein 

identifiziert werden. Im Übrigen fand B3GN1 bisher in der Literatur keine Erwähnung 

im Zusammenhang mit neurodegenerativen Prozessen oder seiner genauen 

Funktion im ZNS. 

Das im Liquor von DLB ebenfalls hochregulierte Protein Glutathione peroxidase 3 

(GPX3) ist Bestandteil des schützenden Systems vor oxidativem Stress. Erstmalig 
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von D. Harman 1956 postuliert wird die Theorie der freien Radikale bereits seit 

Jahrzehnten als eine bedeutende Ursache für Zellalterungsprozesse gehandelt und 

ist auch Teil des Erklärungsmodells für die Entstehung der AD (Clark et al. 2010). 

Oxidative Imbalance und die daraus entstehenden Schäden gelten auch bei anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen als ein wichtiger kontributiver Faktor bei der 

Pathogenese (Bennett et al. 2009, Coyle et Puttfarcken 1993, Jenner et al. 1992 und 

Sian et al. 1994), so dass davon auszugehen ist, das dies auch bei der DLB eine 

wichtige Rolle spielt. 

Bei Cystatin-C (CYTC) scheinen vermutlich posttranslationale Modifikationen, die das 

Molekulargewicht eines Proteins verändern, bei DLB zu einem niedrigeren 

Molekulargewicht geführt zu haben (Abbildung 3.3, Spot Nummer 20). Dies ließ sich 

durch das bei DLB und gesunden Kontrollen unterschiedliche Migrationsverhalten 

dieses Proteins an Stellen unterschiedlichen Molekulargewichts im 2D-Gel zeigen, 

nämlich zu einer Lage an demselben isoelektrischen Punkt, jedoch in unmittelbarer 

Nähe zueinander an Stellen unterschiedlichen Molekulargewichts. So erklärt sich die 

detektierte gleichzeitige Hoch- und Herunterregulation von CYTC. CYTC bindet 

lösliche Aβ-Peptide und inhibiert so die cerebrale Amyloidablagerung (Mi et al. 2007). 

Auch in einer weiteren Studie wurde die protektive Rolle dieses Proteins bei der AD 

dargestellt und seine Funktion als ein potentieller therapeutischer Ansatzpunkt 

gesehen (Tizon et al. 2010). CYTC wurde zudem bereits als Biomarker für die AD 

vorgeschlagen (Craig-Schapiro et al. 2011, Perrin et al. 2011, Simonsen et al. 2008). 

Erniedrigte CYTC-Konzentrationen wurden auch schon im Liquor von DLB-Patienten 

gefunden (Maetzler et al. 2010) und ebenso bei PD-Patienten (Abdi et al. 2006). Die 

Bedeutung dieses Proteins bei Nicht-Amyloidangiopathien muss also noch näher 

definiert werden und auch seine Spezifität in der Funktion als molekularer Biomarker 

sei in Frage gestellt. 

 

4.4     Gibt es ein klassisches Proteinprofil bei der DLB oder sogar 

Biomarker-Potential einzelner Proteine? 

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von im Liquor von DLB-Patienten regulierten 

Proteinen identifiziert. Einige von Ihnen wurden bereits im Zusammenhang mit 

anderen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben und zeigten sich nun auch 
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bei der DLB von offensichtlicher Bedeutung. Als wichtige Differentialdiagnosen zur 

DLB fungierten die AD und die PD als Vergleichsproben bei den durchgeführten 

Western Blots der vier ausgewählten Proteine. Bei den Western Blot-Analysen zeigte 

sich, dass die drei betrachteten Krankheitsentitäten nur teilweise Unterschiede auf 

Proteomlevel aufweisen, so wie sie sich auch klinisch und neuropathologisch zum 

Teil stark ähneln. Lediglich CNTN1 zeigte sich bei DLB ausnahmslos und signifikant 

gegenüber allen anderen untersuchten neurodegenerativen Erkrankungen erhöht 

und sollte im Hinblick auf seine pathogenetische Bedeutung und seine mögliche 

Rolle bei der klinischen Diagnostik der DLB näher untersucht werden. Da nur für vier 

ausgewählte Proteine Western Blots angefertigt wurden, stehen weitere 

Untersuchungen der in dieser Arbeit als bei DLB reguliert identifizierten Proteine im 

Vergleich zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen noch aus. 

Vor allem die AD als häufigste Ursache einer Demenz wurde hinsichtlich klinischer 

und molekulargenetischer Grundlagen bereits eingehend untersucht und es 

existieren viele Vorschläge für molekulare Marker für diese Erkrankung. Deutlich 

seltener wurden dahingegen Proteomanalysen, die sich mit anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen beschäftigen, veröffentlicht. Übereinstimmend mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit für Proteinveränderungen bei der DLB wurden für die 

AD (Tabelle 4.1) und PD (Tabelle 4.2) viele identische Proteine von verschiedenen 

Autoren als reguliert beschrieben. 

Studie regulierte Proteine 

Abdi et al. 2006 CO4A, CGA, ANGT, APOA4, IGFBP2 

Simonsen et al. 2008 CYTC und CGA 

Yin et al. 2009 COA4, CYTC, PDGDS, PEDF, GELS, CNTN1 

Craig-Schapiro et al. 2011 CYTC und IGFBP2 

Perrin et al. 2011 

CYTC, CGA, TTHY, PTGDS, GELS, ITIH4, 

CSTN1, PEDF, ANGT und verschiedene 

Apolipoproteine 
 

Tabelle 4.1: Mit der Literatur übereinstimmende Liquorproteinveränderungen bei der AD im 

Vergleich mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen für regulierte Proteine bei der DLB. 
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Studie regulierte Proteine 

Abdi et al. 2006 CYTC, APLP1 

Yin et al. 2009 PDGDS, PEDF, GELS, ITIH4 
 

Tabelle 4.2: Mit der Literatur übereinstimmende Liquorproteinveränderungen bei der PD im 

Vergleich mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen für regulierte Proteine bei der DLB. 

 

In einer Proteomikarbeit zu diesem Thema wurden auch DLB-Patienten untersucht 

(Abdi et al. 2006). Die dort beschriebenen Proteine, die sich übereinstimmend auch 

in dieser Arbeit als reguliert finden ließen, werden in Tabelle 4.3 aufgeführt. 

Studie regulierte Proteine 

Abdi et al. 2006 TTHY, ANGT, B3GN1 
 

Tabelle 4.3: Übereinstimmend regulierte Proteine bei DLB in der Literatur im Vergleich mit 

den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen. 

 

Diese bei AD, PD und DLB zum Teil sehr ähnlichen Funde auf Proteinebene 

unterstreichen die Annahme, dass vielen neurodegenerativen Erkrankungen 

zumindest verwandte Krankheitsmechanismen zugrunde liegen, womit auch ähnliche 

Symptom-Komplexe sowie histopathologische Befunde zu erklären sind. 

Abschließend lässt sich feststellen, dass es sicherlich hilfreich wäre, bei 

differentialdiagnostischen Überlegungen den Liquor Demenzerkrankter auf sämtliche 

Veränderungen der in dieser Arbeit identifizierten Proteine hin zu untersuchen, 

jedoch scheint dies im klinischen Alltag mit den aktuell zur Verfügung stehenden 

Methoden kaum praktikabel. Das Protein CNTN1 bietet allerdings weiterreichendes 

Potential: Es zeigte sich bei der DLB gegenüber gesunden Kontrollen, der AD und 

PD signifikant reguliert, so dass weiterführende Untersuchungen mit größeren 

Patientenkollektiven unter Einbeziehung weiterer neurodegenerativer 

Krankheitsentitäten als Kontrollen folgen sollten. So könnte der Nachweis erbracht 

werden, dass CNTN1 tatsächlich spezifisch bei der DLB verändert ist, was in der 

Diagnostik dieser Erkrankung durch einfache Methoden der Proteomik von Nutzen 

sein könnte.  
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5 Zusammenfassung 

Die Demenz mit Lewy-Körperchen (DLB) ist eine progrediente neurodegenerative 

Erkrankung und stellt nach der Alzheimer-Erkrankung eine der häufigsten Ursachen 

einer Demenz dar. Betroffene leiden neben dem zentralen Merkmal Demenz an 

Fluktuationen der Kognition, Parkinsonismus und visuellen Halluzinationen. 

Charakteristische neuropatholgische Kennzeichen der DLB sind α-Synuklein-

enthaltende Lewy-Körperchen und -Neuriten, die sich in kortikalen und subkortikalen 

Hirnregionen finden. Bei der klinischen Diagnostik dieser Erkrankung sind neben der 

Beurteilung klinischer Befunde laborchemische, psychometrische, apparative und 

bildgebende Verfahren von Bedeutung, jedoch ist eine sichere Diagnose nur 

bioptisch zu stellen.  

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung des Liquorproteomprofils von DLB-

Patienten im Vergleich zu neurologisch gesunden Kontrollen und die Identifikation 

von regulierten Proteinen im Liquor bei der DLB durch Verwendung klassischer 

Methoden der Proteomik. Nach initialer Depletion von zwölf häufigen Proteinen 

wurden die Liquorproben mittels zweidimensionaler Gelektrophorese aufgetrennt, die 

Proteinexpressionsmuster quantitativ verglichen und anschließend insgesamt 23 

verschiedene Proteine aus 44 regulierten Gelspots massenspektrometrisch 

identifiziert. Es fanden sich Proteine involviert in die Immunantwort, den 

Lipidstoffwechsel, den Glukosestoffwechsel, die Signaltransduktion und die 

Zellstruktur sowie einige, die sich keiner dieser funktionellen Gruppen zuordnen 

ließen. Von vier ausgewählten Proteinen - Complement C4a, Transthyretin, 

Contactin-1 und Chromogranin A - wurden Western Blots angefertigt, wofür Liquor 

sowohl von DLB-Patienten und gesunden Kontrollen als auch zum weiterführenden 

Vergleich von Parkinson- und Alzheimer-Patienten verwendet wurde. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf Proteinebene die Vielfalt der biologischen 

Prozesse, die bei der DLB gestört ist. Zum Teil lassen sich Parallelen zu anderen 

neurogenerativen Erkrankungen erkennen, einige Proteine konnten jedoch erstmalig 

und einzig als bei der DLB reguliert nachgewiesen werden. 
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6  Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 

Abbildung Seite Tabelle Seite 

1.1 5 1.1 6 

1.2 13 1.2 8 

2.1 20 1.3 11 

3.1 45 2.1 18-19 

3.2 46 2.2 21 

3.3 47 2.3 21 

3.4 50 2.4 22-23 

3.5 51 2.5 25-26 

3.6 55 2.6 28 

3.7 56 2.7 32 

3.8 57 2.8 34 

3.9 68 2.9 39 

3.10 59 2.10 40 

3.11 60 3.1 43 

3.12 61 3.2 43 

3.13 62 3.3 44 

3.14 63 3.4 44 

3.15 64 3.5 44 

4.1 68 3.6 48-49 

  4.1 80 

  4.2 81 

  4.3 81 
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7 Anhang 

Tabellarische Auflistung der in der Literatur beschriebenen Proteinveränderungen im 

menschlichen Liquor bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, die die 

gleichen Proteine betreffen, die auch in dieser vorliegenden Arbeit als im Liquor bei 

DLB reguliert gefunden wurden. 

Reguliertes Protein Studie Diagnose des 

Patientenkollektivs 

Regulation 

CO4A Yin et al. 2009 AD ↓ 

CO3 Wang et al. 2011 AD 

MSA 

↑ 

↓ 

TTHY Abdi et al. 2006 

Gloeckner et al. 2008 

Perrin et al. 2011 

Yin et al. 2009 

DLB 

AD und NPH 

AD 

AD 

↑ 

↓ 

↓ 

↑ 

PEDF Abraham et al. 2011 

Davidsson et al. 2002 

Perrin et al. 2011 

Yin et al. 2009 

AD 

FTD 

AD 

AD und PD 

- 

↓ 

↓ 

↑ 

THRB Abdi et al. 2006 

Huang YC et al. 2011 

PD 

Chorea Huntington 

↓ 

↑ 

ANGT Abdi et al. 2006 

 

Perrin et al. 2011 

Yin et al. 2009 

Zhang et al. 2005 

AD 

DLB 

AD 

AD und PD 

AD 

↓ 

↑ 

↓ 

↑ 

↑ 

ITIH4 Perrin et al. 2011 AD ↓ 

ALBU - - - 

ALDOC - - - 

KPYM - - - 

ENOA - - - 
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Reguliertes Protein Studie Diagnose des 

Patientenkollektivs 

Regulation 

PTGDS Perrin et al. 2011 

Martins-De-Souza et al. 2010 

Yin et al. 2009 

AD 

Schizophrenie 

AD 

↓ 

↑ 

↑ 

SAP3 Zhang et al. 2005 AD ↓ 

APOA4 Huang YC et al. 2011 Chorea Huntington ↑ 

CNTN1 Yin et al. 2009 AD  ↑ 

CSTN1 Perrin et al. 2011 

Yin et al. 2009 

AD 

PD 

↓ 

↑ 

GELS Perrin et al. 2011 

Yin et al. 2009 

AD 

AD und PD 

↓ 

↑ 

CGA Abdi et al. 2006 

Simonsen et. al 2008 

Perrin et al. 2011 

AD 

AD 

AD 

↓ 

↓ 

↓ 

IGFBP2 Craig-Schapiro et al. 2011 

Zhang et al. 2005 

AD 

AD 

↑ 

↑ (36kDa)/↓ 

APLP1 Abdi et al. 2006 PD ↓ 

B3GN1 Abdi et al. 2006 

Perrin et al. 2011 

Zhang et al. 2005 

DLB 

AD 

AD 

↑ 

↓ 

↓ 

GPX3 - - - 

CYTC Abdi et al. 2006 

Craig-Schapiro et al. 2011 

Maetzler et al. 2010 

Perrin et al. 2011 

Simonsen et al. 2008 

                                          

Yin et al. 2009 

PD 

AD 

DLB 

AD 

AD 

                                             

AD 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↑/↓ (abh. v. 

Isoform) 

↑ 

 

(MSA Multisystematrophie, NPH Normaldruckhydrozephalus) 
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