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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Morbus Parkinson

Erstmalig wurde die Parkinson-Erkrankung (Morbus Parkinson, Parkinson’s
Disease, PD) im Jahre 1817 von dem britischen Chirurgen James Parkinson
unter dem Namen Paralysis agitans beschrieben (Parkinson, 2002). Im
19. Jahrhundert etablierte Jean-Martin Charcot dann den Namen Morbus
Parkinson zu Ehren des Erstbeschreibers (Jankovic, 2008).

Die Erkrankung ist nach der Alzheimer-Demenz (AD) die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung in Industrielandern. Die Pravalenz betragt etwa
0,3 % in der Gesamtbevolkerung mit steigender Inzidenz im Alter. In
Abhangigkeit von diagnostischen Kriterien und ethnischem Hintergrund liegt
diese ab dem sechzigsten Lebensjahr bereits bei etwa 1 %, ab dem achtzigsten
Lebensjahr sind 4 % der Bevolkerung betroffen (de Lau and Breteler, 2006).
Aufgrund des zunehmenden Durchschnittsalters der Bevdlkerung in
Industrienationen wird auch eine entsprechende Zunahme der Pravalenz
neurodegenerativer Erkrankungen wie der PD in den kommenden Jahrzehnten
erwartet (Wirdefeldt et al., 2011, Dorsey et al., 2007). Bei der historisch als reine
Bewegungsstorung beschriebenen Erkrankung ricken begleitende nicht-
motorische Symptome - wie die einer Demenz - aufgrund ihrer die
Selbststandigkeit, Lebensqualitat und Mortalitdt des Betroffenen wesentlichen
Beeinflussung zunehmend in den Fokus (Janvin et al., 2006, Seto-Salvia et al.,
2011, Kasten et al., 2010). Hierdurch bedingt wird die PD zu einem immer

zentraleren Thema der Gesellschaft und der medizinischen Forschung.

1.1.1 Einteilung der Parkinson-Syndrome

Die Einteilung der Parkinson-Syndrome erfolgt in drei Hauptkategorien (siehe

Tab. 1). Die Unterscheidung erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Atiologie,



dem zeitlichen Auftreten der Symptome und sich hieraus ergebenen

prognostischen und unter Umstanden therapeutischen Konsequenzen.

Tab. 1 Einteilung der Parkinson-Syndrome

Parkinson-Syndrome

typisch atypisch
primar sekundar
Morbus Parkinson (PD)/ * metabolisch * Multisystematrophie
Idiopathisches Parkinson- ¢ inflammatorisch (MSA)
Syndrom (IPS) » toxisch/medikamentds * Progressive
» vaskular supranukleare
+ traumatisch Blickparese (PSP)

* Lewy-Kérperchen-
Demenz (DLB)
» Kortikobasale

Degeneration (CBD)

hereditar/monogenetisch

10

Idiopathisches Parkinson-Syndrom: Dieses wird auch als Parkinson-
Erkrankung (PD) oder Morbus Parkinson bezeichnet und stellt die haufigste
Variante der Parkinson-Syndrome dar (de Lau and Breteler, 2006). Die
Atiologie dieser sporadischen Form wird als multifaktoriell gesehen. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter betragt etwa 60 Jahre (Dexter and
Jenner, 2013). Einige Studien zeigen, dass Manner etwas haufiger als

Frauen betroffen zu seien scheinen (Wirdefeldt et al., 2011).

Familiare Parkinson-Syndrome treten durch monogenetische Vererbung auf.
Bei zunehmendem Versténdnis der genetischen Atiologie werden auch sie
als Sondergruppe der PD gesehen, da einige der identifizierten genetischen
Varianten auch bei der sporadischen Form als Risikofaktoren Einfluss
nehmen. Monogenetische Parkinson-Syndrome machen weniger als 10 %

der Erkrankungsfalle aus (Schulte and Gasser, 2011).



Sekundare Parkinson-Syndrome: Es handelt sich hierbei um einen
symptomatisch auftretenden Parkinsonismus, der unter anderem durch
vaskulare Veranderungen, Umweltgifte oder Medikamente als Ausloser
bedingt sein kann (Gupta and Kuruvilla, 2011, Betarbet et al., 2000, Savica
et al., 2016).

Atypische Parkinson-Syndrome: Als atypisch werden Parkinson-
Syndrome dann bezeichnet, wenn sie im Rahmen einer neurodegenerativen
Erkrankung auftreten, aber bezuglich der auftretenden Symptome Uber die
idiopathische Form hinausgehen und weniger gut auf eine symptomatische
Therapie ansprechen. Zu ihnen gehéren die Multisystematrophien (MSA),
die progressive supranukleare Blickparese (PSP) und auch die Lewy-
Kérperchen-Demenz (DLB) (Levin et al., 2016).

Aufgrund seiner charakteristischen pathognomonischen Einschlisse in
Nervenzellen wird die PD auch zu den Lewy-Kdérperchen-Erkrankungen
(Lewy-Body-Diseases, LBD) gezahlt. Innerhalb dieser Gruppe erfolgt die
Abgrenzung zur Demenz mit Lewy-Korperchen (Dementia with Lewy bodies,
DLB), welche eine eigenstandige Krankheitsentitat darstellt (siehe auch
Kapitel 1.1.2.2) (Hepp et al., 2016).

Nur Patienten mit einer Parkinson-Erkrankung im Sinne eines idiopathischen
Parkinson-Syndroms, hier als PD abgekurzt, sind Teil des Patientenkollektivs

dieser Arbeit.

1.1.2 Kilinik und Diagnose

1.1.2.1 Kardinalsymptome und Begleitsymptome

Die vier Kardinalsymptomen der PD sind Bradykinese, Ruhetremor, Rigor und
eine posturale Instabilitat. Diese motorischen Symptome beginnen meist einseitig

und kdnnen im Verlauf der Erkrankung bilateral auftreten (Dexter and Jenner,
2013).
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Bradykinese steht fur eine Verlangsamung der Bewegungsinitierung und der
Bewegungsausfuhrung, begleitet von Bewegungsarmut (Hypokinese) bis hin zur
vollkommenen Unbeweglichkeit (Akinese) (Rodriguez-Oroz et al., 2009). Im
Zusammenhang hiermit werden auch das veranderte Gangbild, welches sich
haufig als kleinschrittig mit unilateral betont reduziertem Armmitschwingen sowie
— vor allem in spateren Phasen der Erkrankung — einem plétzlichen Erstarren
(sogenanntes Freezing) darstellt, gesehen. Weitere assoziierte motorische
Symptome sind eine Hypomimie, Sprech- und Schluckstérungen und ein
verandertes Schriftbild mit einer typischen Mikrographie (Jankovic, 2008).

Bei dem fur die PD typischen Tremor — also unwillkirlichen, rhythmischen,
alternierenden Bewegungen — handelt es sich um einen Ruhetremor von 4-6 Hz
distaler Extremitaten (Helmich et al., 2012). Dieser kann sich auch als
sogenanntes  ,Pillendreher-Phanomen® darstellen, ein  kontinuierliches
gegeneinander Reiben des Daumens und Zeigefingers (Jankovic, 2008).
Weitere, jedoch seltenere Tremorformen im Rahmen der PD wurden ebenfalls
beschrieben (Helmich et al., 2012).

Zusatzlich kann eine vermehrte Steifigkeit, der sogenannte Rigor, durch passive
Bewegung der Gelenke in der klinischen Untersuchung festgestellt werden. Ihm
liegt ein erhdhter Muskeltonus zugrunde (Samii et al., 2004).

Viertes Kardinalsymptom ist die posturale Instabilitdt. Durch die verminderte
Balance der Korperhaltung kommt es zu einer vermehrten Fallneigung mit
konsekutiven Stiurzen (Samii et al., 2004).

Die Kardinalsymptome sind nicht bei allen Erkrankten gleich ausgepragt,
weshalb ein tremordominanter, ein akinetisch-rigider und ein Aquivalenz-Typ
unterschieden werden (Schiess et al., 2000).

Aulerdem kann es zu einem Wiederauftreten von primitiven Reflexen, wie dem
Glabellareflex, kommen (Jankovic, 2008). Im Verlauf kdnnen motorische
Komplikationen durch Wirkungsfluktuationen der Medikation mit sogenannten
off-Phasen, gekennzeichnet durch fehlendes Ansprechen auf die Medikation,
und medikamenteninduzierten Dyskinesien auftreten (Warren Olanow et al.,
2013).
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Neben den motorischen Kardinalsymptomen sind auch nicht-motorische
Begleitsymptome von groRer klinischer Relevanz. Diese kdnnen unterteilt
werden in autonome Dysfunktionen (orthostatische Hypotension, veranderte
Schweil3produktion,  Sphinkterfunktionsstorungen, erektile  Dysfunktion),
sensorische Veranderungen (Riechverlust, Parasthesien, Schmerzen),
Schlafstérungen und kognitive, neurobehaviorale Veranderungen
(Depressionen, Apathie, Angststorungen, Halluzinationen, Verhaltens- und
Wesensanderungen, Reduktion der kognitiven Leistungsfahigkeit) (Jankovic,
2008). Auch diese Begleitsymptome konnen in unterschiedlichem Ausmal}
auftreten und die Lebensqualitat, Selbststandigkeit der betroffenen Patienten und
Mortalitat wesentlich beeinflussen (Schrag et al., 2000, Duncan et al., 2014,
Aarsland et al., 2000).

Bezlglich der kognitiven Einschrankungen lasst sich eine weitere
Schweregradeinteilung vornehmen. Man unterscheidet die Parkinson-
Erkrankung ohne kognitives Defizit (PD) von der Erkrankung mit einem leichten
kognitiven Defizit, sogenanntes mild cognitive impairment (PD-MCI), und von

solcher, bei der eine Demenz vorliegt (PDD) (Poewe et al., 2008).

1.1.2.2 Parkinson-assoziierte Demenz (PDD)

Das Risiko im Rahmen der PD eine Demenz zu entwickeln ist sechsmal héher
im Vergleich zu nicht erkrankten Gleichaltrigen (Aarsland et al., 2001), betrifft
durchschnittlich etwa 30 % (Emre et al., 2007) und in hohem Alter bis zu 80 %
der PD-Patienten (Muslimovic et al., 2009). Neuropsychologische
Veranderungen, wie die Entwicklung einer Demenz, sind ein wesentlicher
Pradiktor fur die Mortalitat bei der PD (Hughes et al., 2004).

Das Risiko eine PDD zu entwickeln, erhdht sich durch fortgeschrittenes Alter,
ausgepragtere motorische Symptomatik, insbesondere bezuglich Rigor,
posturale Instabilitdt und Gangstérungen, mannliches Geschlecht, Depression,
geringes Bildungsniveau und bereits bestehendes MCI-Stadium (Poewe et al.,
2008).
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Nach aktueller internationaler statistischer Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme (ICD-10) kann die Diagnose einer Demenz
gestellt werden, wenn es zu einer Abnahme der Gedachtnisleistung und anderer
kognitiver Fahigkeiten ohne Trubung des Bewusstseins fur mindestens sechs
Monate kommt. Dies kann von Veranderungen des Affekts, Antriebs und
Sozialverhaltens begleitet sein (Dilling, 2012). Die aktuelle Auflage des
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) gibt fr eine major
cognitive disorder neben dem Auftreten eines neuen Kognitionsdefizits,
basierend auf Beobachtungen des Betroffenen selbst oder anderer Personen
und objektiviert durch einen standardisierten Test, den Verlust der Fahigkeit zur
eigenstandigen Bewaltigung der Alltagsaktivitaten als Diagnosebedingung an.
Das Kognitionsdefizit darf nicht nur im Rahmen eines Deliriums auftreten und
nicht durch eine andere psychische Stérung besser erklarbar sein (American
Psychiatric Association, 2013). Um die Etablierung einer international
einheitlichen Richtlinie bezuglich der Diagnose einer Demenz im Rahmen der PD
zu ermoglichen, hat die International Parkinson and Movement Disorder Society
(MDS) 2007 eine Ubersichtsarbeit veréffentlicht, welche eine Empfehlung fir
notige diagnostische Schritte beschreibt (Emre et al., 2007). Das vorausgesetzte
Merkmal ist die Entwicklung einer Demenz im Rahmen einer etablierten PD
entsprechend des Diagnosealgorithmus der United Kingdom Parkinson’s
Disease Society Brain Bank (UK PDSBB) (Hughes et al., 1992). Die Diagnose
einer Demenz kann dann bei Vorliegen von Defiziten in mindestens zwei von vier
Kerndomanen der Kognition (Aufmerksamkeit, Merkfahigkeit, exekutive und
visuospatiale Funktionen) und der Beeintrachtigung der Ausfuhrung von
Alltagsaktivitaten aufgrund der kognitiven Einschrankungen gestellt werden
(Emre et al., 2007, Dubois et al., 2007).

Wichtig bei der Diagnosestellung ist aulRerdem die Abgrenzung zu anderen
Demenzformen, im Besonderen zur Lewy-Koérperchen-Demenz (DLB), bei der
ebenfalls ein Parkinson-Syndrom mit einer Demenz einhergeht (Hepp et al.,
2016). Die Unterscheidung erfolgt in erster Linie Uber den Krankheitsverlauf. Die
Diagnose der DLB wird definitionsgemafy gestellt, wenn eine Demenz vor oder

innerhalb des ersten Jahres nach Auftreten der ersten motorischen Symptome
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auftritt, bei spaterem Auftreten wird die Diagnose einer PDD gestellt (McKeith et
al., 2005, Emre et al., 2007).

In der neuropsychologischen Testung zeigen sich bei der PDD typischerweise
Einschrankungen in den Bereichen der psychomotorischen Geschwindigkeit und
Aufmerksamkeit. Zusatzlich konnen Veranderungen der Merkfahigkeit, sowie der
visuospatialen und exekutiven Funktionen beobachtet werden (Muslimovic et al.,
2009). Wahrend vor allem Exekutivfunktionen bei der PDD beeintrachtigt sind,
scheinen Gedachtnis, Sprache und Praxie (zielgerichtete
Bewegungsausfuhrungen) bei PDD-Patienten weniger betroffen zu sein als bei
AD-Patienten (Emre, 2003, Emre et al., 2007). Im Vergleich zur DLB sind diese
Unterschiede weniger eindeutig. Insgesamt lassen sich Unterschiede im Profil
der kognitiven Einschrankungen deutlicher in frihen oder mittleren als in spaten,
fortgeschrittenen Stadien der Demenz nachweisen. Eine sichere Zuordnung und
Diagnose der zugrundeliegenden neurodegenerativen Erkrankung anhand des
kognitiven Profils ist jedoch aufgrund der interindividuellen Varianz nicht moéglich
(Emre et al., 2007).

Begleitet werden kann die PDD gehauft von neuropsychiatrischen Auffalligkeiten
wie Halluzinationen, wahnhaften Gedanken, Stimmungsschwankungen und
Apathie (Emre et al., 2007).

1.1.2.3 Parkinson-assoziiertes mild cognitive impairment (PD-MCI)

MCI beschreibt ein Stadium, das weder dem kognitiv-unbeeintrachtigten, noch
dem Stadium einer Demenz zugeordnet werden kann. Die Kkognitive
Einschrankung geht Uber das dem Alter entsprechende Mal} hinaus, die
Fahigkeit der Alltagsbewaltigung ist jedoch erhalten (Litvan et al., 2011).

Veranderungen der Kognition koénnen bei Patienten mit einer neu-
diagnostizierten PD bereits etwa doppelt so haufig wie bei gesunden
Gleichaltrigen gefunden werden (Aarsland et al., 2009). Bei etwa einem Viertel
der Patienten mit einer PD liegt eine PD-MCI vor, mit steigender Pravalenz in
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung (Kalbe et al., 2016). PD-MCI wird als
Risikofaktor fur das Auftreten einer PDD gesehen (Janvin et al., 2006). Die
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dokumentierten Haufigkeiten einer PD-MCI und der Einfluss auf die Entwicklung
einer PDD in der Literatur sind jedoch uneinheitlich aufgrund unterschiedlicher
Testverfahren und Cut-Off-Werte zur Diagnosestellung (Liepelt-Scarfone et al.,
2011).

In der ICD-10 existiert eine allgemeine Definition der sogenannten leichten
kognitiven Stérung, die definiert ist durch Schwierigkeiten in einem der Bereiche
Gedéchtnis, Aufmerksamkeit oder Konzentration, Denken, Sprache oder visuell-
rdumliche Funktionen Uber mehr als 12 Wochen, die sich in einer
neuropsychologischen  Testung objektivieren lassen. Die kognitive
Beeintrachtigung ist nicht schwerwiegend genug, zum Beispiel die Diagnose
einer Demenz zuzulassen (Dilling, 2012). Nach DSM-5 wird die mild cognitive
disorder von einer major cognitive disorder nur durch eine weiterhin ungestorte
Alltagsbewaltigung unterschieden (American Psychiatric Association, 2013). Zur
Vereinheitlichung der Diagnosestellung eines MCI-Stadiums im Rahmen einer
PD (PD-MCI) hat die MDS 2012 ebenfalls — entsprechend derer fur die PDD —
eine Leitlinie veroffentlicht. Vorausgesetzt wird auch hierin die vorangegangene
Diagnosestellung einer PD basierend auf den UK PDSBB-Kriterien (siehe Kapitel
1.1.2.4). Nachdem ein Kognitionsdefizit durch den Patienten selbst, seine
Angehorigen oder einen behandelnden Arzt vermutet wurden, wird eine
neuropsychologische Testung empfohlen. Zur Diagnosestellung im klinischen
Alltag eignet sich eine abgekurzte Testung (,Level I*). Hierbei zeigen sich Defizite
in  mindestens zwei von funf Kognitionsdomanen (Aufmerksamkeit,
Exekutivfunktionen, Sprache, Gedéchtnis, visuospatiale Funktionen) im Rahmen
einer begrenzten neuropsychologischen Testung oder in einem fur PD-Patienten
validierten, skalenbasierten Testverfahren fur globale kognitive Fahigkeiten
(Litvan et al., 2012). Vor allem im Rahmen von Studien wird eine umfassendere,
ausfuhrlichere neuropsychologische Testung empfohlen (,Level ll*). Die
genauere Diagnostik beinhaltet dann mindestens zwei unterschiedliche Tests in
jedem der funf Kognitionsdomanen. Eine Einschrankung muss dann in
mindestens zwei Tests entweder innerhalb eines einzigen oder zwei
verschiedenen Kognitionsdomanen nachweisbar sein. Die kognitive

Einschrankung liegt entweder eine bis zwei Standardabweichungen (SD)
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unterhalb der entsprechenden Norm, oder es kann eine signifikante Abnahme
der kognitiven Fahigkeiten durch serielle Testungen gezeigt werden, oder es
zeigt sich eine Abnahme kognitiver Fahigkeiten ausgehend von einem bereits
pramorbiden Level (Litvan et al., 2012). Die Auspragungen einer PD-MCI sind
sehr heterogen. Sowohl in den betroffenen Kognitionsdomanen als auch
bezogen auf die Auspragung des Verlustes der Merkfahigkeit kdnnen deutliche
Unterschiede festgestellt werden (Petersen, 2004). Daher kann zusatzlich auch
fur vorrangig wissenschaftliche Fragestellungen eine Unterscheidung von MCI-
Subtypen (MCI anmnestic versus non-amnestic oder MCI single-domain versus
MCI multiple-domain) vorgenommen werden (Litvan et al., 2012).

Im Gegensatz zur PDD darf fur die Diagnosestellung eine Einschrankung der
funktionellen Unabhangigkeit durch die kognitiven Defizite nicht gegeben sein
(Litvan et al., 2012).

1.1.2.4 Diagnose der Parkinson-Erkrankung

Die Diagnose der PD wird trotz vieler innovativer diagnostischer Verfahren
weiterhin in erster Linie klinisch gestellt. Historisch erfolgte die Diagnosestellung
aufgrund des Auftretens von mindestens zwei der motorischen
Kardinalsymptome (Bradykinesie mit Ruhetremor oder Rigor oder beiden). Diese
erlauben jedoch keine Abgrenzung zu anderen Erkrankungen, die mit einem
Parkinson-Syndrom einhergehen (Berg et al., 2013). Daher hat sich im klinischen
Alltag die Diagnosestellung anhand der neuropathologisch validierten UK
PDSBB-Kriterien in drei Schritten etabliert (Hughes et al., 1992). Zunachst wird
die Diagnose eines Parkinson-Syndroms anhand des Vorliegens einer
Bradykinesie zusammen mit mindestens einem weiteren motorischen
Kardinalsymptom gestellt. Im zweiten Schritt werden andere Ursachen fur die
Symptomatik, die auf ein sekundares oder atypisches Parkinson-Syndrom
hinweisen konnen, ausgeschlossen. Im letzten Schritt sollen die Diagnose
stltzende Symptome (einseitiger Symptombeginn, Ruhetremor,
voranschreitende  Erkrankung, persistierende  Asymmetrie des Dbei

Krankheitsbeginn einseitigen Symptoms, sehr gutes Ansprechen (70-100 %) auf
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Levodopa, ausgepragte Levodopa-induzierte Chorea, Ansprechen auf Levodopa
fur mindestens funf Jahre, klinischer Verlauf bereits mindestens zehn Jahre)
identifiziert werden. Sind die ersten beiden Schritte erfullt und liegen drei oder
mehr stutzende Symptome vor, kann in Zusammenschau die Diagnose einer PD
gestellt werden (Hughes et al., 1992).

Bildgebende Verfahren dienen vor allem dem  Ausschluss von
Differenzialdiagnosen (Lang and Lozano, 1998).

Letztendlich kann die im klinischen Alltag gestellte Diagnose durch histologische

Untersuchungen post mortem gesichert werden (Jankovic, 2008).

1.1.3 Neuropathologie

Als morphologisches Korrelat fir die motorischen Symptome des Morbus
Parkinson wird der Verlust von melaninhaltigen Neuronen der Pars compacta der
Substantia nigra (SNpc) gesehen (Dickson et al., 2009). Im Rahmen der
Erkrankung kommt es dadurch zu einem Dopamin-Defizit im Innervationsgebiet
der Neuronen, insbesondere im Striatum, das fur die Bahnung und Hemmung
von Bewegungsablaufen verantwortlich ist. Zum Auftreten der PD-Symptome
kommt es allerdings erst dann, wenn mehr als die Halfte der Neurone zugrunde
gegangen ist (Dickson et al., 2009).

Ein weiteres neuropathologisches Kennzeichen ist der Nachweis von Lewy-
Kérperchen (LB). LB sind eosinophile, intrazellulare Proteineinschlisse, deren
dichter Kern von einem blassen Halo umgeben wird (LBs vom Hirnstamm-Typ)
oder seltener keinen Halo besitzen (LBs vom kortikalen Typ) (Goedert et al.,
2013). Bei Auftreten von Proteineinschliussen in Axonen und Dendriten von
Nervenzellen werden diese als Lewy-Neuriten (LN) bezeichnet (Goedert et al.,
2013).

LBs und LNs setzen sich aus verschiedenen fehlgefalteten Proteinen zusammen.
Zum grof3en Teil bestehen diese pathologischen Proteinaggregationen aus
fehlgefaltetem a-Synuklein (a-Syn) (Spillantini et al., 1997), weshalb die PD zur

Gruppe der Synukleinopathien gezahlt wird. Weitere Proteine, die nachweisbar
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sein koénnen, sind die fur die AD pathognomonischen Tau und Amyloid-$
(Kotzbauer et al., 2012).

Der Nachweis von LBs beziehungsweise aggregiertem a-Syn gelang nicht nur im
zentralen Nervensystem (ZNS), sondern auch im peripheren Nervensystem wie
dem Plexus myentericus oder Nervus vagus (Kalia and Lang, 2015). Die
Regionen mit betroffenen Neuronen korrelieren mit motorischen wie auch nicht-
motorischen Symptomen der Erkrankung und lassen ein typisches
Ausbreitungsmuster von peripher nach zentral vermuten (Hawkes et al., 2010,
Del Tredici et al., 2010, Braak et al., 2005). Die Auspragung der LB-Pathologie
wird auch mit dem Auftreten einer PDD in Zusammenhang gebracht (Irwin et al.,
2012, Hurtig et al., 2000, Mattila et al., 2000).

Autoptisch konnten LBs auch bei klinisch gesunden Patienten ohne
diagnostizierte PD beobachtet werden und konnten auf eine Fruhform der

Erkrankung hinweisen (DelleDonne et al., 2008).

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die vermutete Pathogenese der PD ist in den meisten Fallen multifaktoriell und
ist weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung. Die bekanntesten
Risikofaktoren sind Alter, Umwelteinflisse und Genetik (Dexter and Jenner,
2013).

Weitere Hinweise fur einen &atiologischen Zusammenhang mit dem Auftreten
neurodegenerativer Erkrankungen gibt es fur Fehlfunktionen intrazellularer
Organellen (Bose and Beal, 2016), oxidativen Stress (Niedzielska et al., 2016)
und inflammatorische Prozesse im ZNS (Le et al., 2016). Als assoziierte
Pathomechanismen werden aul3erdem ein gestdrter Ceramidmetabolismus, die
sogenannte unfolded protein response und Excitotoxizitat diskutiert (Hoozemans
et al., 2012, Obal et al., 2014, Bras et al., 2008). Nach heutigem Kenntnisstand
wird meist ein Zusammenwirken mehrerer dieser Faktoren als ursachlich fur die
Entwicklung einer PD angesehen. |hre Rolle im Rahmen der

Krankheitsentstehung soll im Folgenden naher beschrieben werden.
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Zum Verstandnis der Komplexitat der Pathogenese werden neben dem direkten
genetischen Einfluss auf die Krankheitsentstehung auch die epigenetischen

Faktoren und die Interaktion von Genprodukten dargestellt (siehe Abb. 1).

Multifaktorielle Genese

Monogenetische
Parkinson-Syndrome

Sekundare
Parkinson-Syndrome

Erkrankung

Interaktom

Epigenetische Modifikationen

Genetische Veranderungen

Mitochondriale Dysfunktion/oxidativer Stress,
Fehlfunktionen anderer intrazelluldrer Organellen,

Neuroinflammation, Excitotoxizitat

/ Risikofaktoren Umwelteinfliisse Exogene Ausloser

Abb. 1 Multifaktorielle Genese der Parkinson-Erkrankung
Schematisch ist dargestellt, dass eine Population verschiedensten begiinstigenden Faktoren ausgesetzt ist.
Jedoch tritt die PD nur bei einem kleinen Teil einer Population auf, wobei unterschiedliche Einflisse zum

Tragen kommen. Monogenetische sowie sekundare Parkinson-Syndrome hingegen sind &tiologisch
unmittelbar auf ein verandertes Gen oder einen exogenen Ausléser zurtickzufiihren.

1.1.4.1 Genetik

Auf genetischer Ebene konnten eine Reihe von Genmutationen, die zu einer
erblichen Form der PD fuhren, identifiziert werden. Von den monogenetischen,

pathogenen Mutationen mussen die Einzelnukleotid-Polymorphismen (single-
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nucleotide polymorphisms, SNPs), die zu einer Pradisposition fur eine PD fuhren,
hinsichtlich ihrer Wirkung unterschieden werden. Bei Letzteren wird ein
Zusammenwirken genetischer Risiko- und Umweltfaktoren bei der
Krankheitsentstehung vermutet (Soldner et al., 2016).

SNPs beruhen auf der Veranderung einer einzelnen Nukleotidbase in einem
DNA-Abschnitt (Cargill et al., 1999). Zum grofiten Teil liegen die Variationen auf
nicht-kodierenden DNA-Abschnitten, kdnnen aber auch direkt in kodierenden
Regionen vorkommen, und dort zu einem veranderten Genprodukt fuhren
(McClellan and King, 2010). SNPs sind in der Regel nicht direkt
krankheitsauslosend, konnen aber zu einer erhdhten Suszeptibilitat far
Krankheiten und auch exogenen Schadigungen, wie durch Toxine, fuhren. Durch
genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association studies, GWAS)
werden in einer Population mit derselben Krankheit haufig veranderte Allele
innerhalb des gesamten Genoms identifiziert (Karasik and Newman, 2015).
GWAS wurden auch bei PD-Patientenkollektiven durchgefihrt, wodurch
mindestens 11 Loci identifiziert werden konnten (Nalls et al., 2011). Von diesen
Veranderungen gehoren zu den haufigsten und auch reproduzierbaren
Polymorphismen solche im a-Syn-Gen (SNCA) und im Gen fur das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau (MAPT) (Sharma et al., 2012). Diese Proteine kdnnen in
den krankheitstypischen Proteinaggregaten gefunden werden. Ebenso konnten
Polymorphismen im auch fur monogenetische Vererbung bekannten Gen der
Leucin-reiche Repeat-Kinase (LRRKZ2) wiederholt nachgewiesen werden
(Simon-Sanchez et al., 2009, Edwards et al., 2010).

Hinweise auf eine Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese der PD
konnten auf diesem Weg ebenfalls aufgezeigt werden. Auch fir das Gen des mit
immunologischen Prozessen in Verbindung stehenden Osteopontins (OPN) sind
pradisponierende SNPs bekannt und konnten mit einer erhdhten Suszeptibilitat
fur Lewy-Korperchen-Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden
(Maetzler et al., 2009).

Die Bedeutung der in dieser Arbeit untersuchten genetischen Varianten sollen im

Kapitel 1.2 weiter erlautert werden.
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1.1.4.2 Epigenetik

Zusatzliche epigenetische Modifikationen scheinen fur die Hirnfunktion eine
bedeutende Rolle zu spielen und damit eine modgliche Schnittstelle zwischen
Genetik und Umwelt bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zu
bilden (Dulac, 2010, Iraola-Guzman et al., 2011, Coppede, 2012). Epigenetische
Prozesse umfassen DNA-Methylierung, Histon-Modifikationen und
Ribonukleinsdure (RNA)-basierte Mechanismen (Labbe et al., 2016).
Insbesondere Mechanismen, die die Genexpression beeinflussen sind in diesem
Zusammenhang von Bedeutung.

Die Aktivitat von Genen wird unter anderem Uber ihren Methylierungsstatus
gesteuert, wobei ein hoher Methylierungsgrad Uber Konformationsanderung der
DNA zu einer niedrigen Genaktivitat fuhrt (Labbe et al., 2016). In Tiermodellen
aber auch in post mortem Untersuchungen von menschlichen Gehirnen und in
humanen DNA-Untersuchungen hat sich fur einzelne PD-Gene, LRRK2, SNCA,
Parkin, Park 16, ein geringerer Methylierungsstatus nachweisen lassen
(Landgrave-Gomez et al., 2015, Schmitt et al., 2015), der entsprechend mit einer
hdheren Genexpression einhergeht und infolgedessen zu einer vermehrten
Produktion von Proteinen wie SNCA oder Tau fuhrt. Hinweise auf eine
Veranderung der a-Syn-DNA-Methylierung konnten bei PD-Patienten gefunden
werden und eine Steigerung dieser mit hdheren L-Dopa-Dosen (Schmitt et al.,
2015).

Ein Mechanismus, die Genexpression zu reduzieren, sind spezifische
microRNAs (miRNAs). Diese sind kleine, nicht-codierende RNA-Strange, die sich
komplementaren Sequenzen anlagern, deren Translation verhindern und Uber
diesen Mechanismus auch Differenzierung und Uberleben von dopaminergen
Neuronen beeinflussen konnen (Kim et al., 2007). Fur einzelne miRNAs hat sich
eine Reduktion bei PD-Patienten oder in PD-Modellen zeigen lassen, die mit
einer Uberexpression von SNCA assoziiert waren (Minones-Moyano et al.,
2011).
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1.1.4.3 Proteininteraktionen

Wechselwirkungen zwischen Proteinen innerhalb eines Organismus kdnnen in
ihrer Gesamtheit als Interaktom bezeichnet werden; vereinzelt wird jedoch auch
vom Interaktom eines einzelnen Proteins gesprochen (Cusick et al., 2005).
Protein-Protein-Interaktionen ermoglichen eine Adaptation an Umwelteinflisse,
konnen jedoch auch schadigende Einflisse entfalten (Snider et al., 2015).

Unter den Proteinen nehmen die Intrinsically Disordered Proteins, zu denen auch
das SNCA-Genprodukt gehort, eine Sonderstellung ein, da sie besonders viele
Interaktionen mit anderen Molekuilen eingehen konnen (Theillet et al., 2016). Sie
besitzen keine festgelegte Tertiarstruktur, sondern nehmen ihre raumliche
Struktur in  Abhangigkeit von der Interaktion mit ihren jeweiligen
Bindungspartnern ein (Santamaria et al., 2016). |hre Aktivitat wird zusatzlich
wesentlich durch posttranslationale Modifikationen und alternatives Splicen
reguliert (Uversky, 2015). Proteinfehlfaltung und -aggregation sind bei
Intrinsically Disordered Proteins haufiger als bei Proteinen mit festgelegter
Tertiarstruktur zu finden und wurden mit der Pathogenese verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen wie der PD in Zusammenhang gebracht
(Uversky, 2015).

Eine Recherche in der BioGrid Database (Chatr-Aryamontri et al., 2015) ergab
im August 2015 beim Menschen fur SNCA 469, fur LRRK2 260, fur MAPT 188
und fur OPN 81 Proteininteraktionen. Folgende Interaktionen zwischen den
Produkten der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Genen sind

nachgewiesen worden:

- Lrrk2-Varianten phosphorylieren a-Syn und das Mikrotubuli-assoziiertes
Protein Tau (Qing et al., 2009, Kawakami et al., 2012)

- Bindung und Interaktion zwischen a-Syn und Tau verandern sich im Fall
von Mutationen (Benussi et al., 2005, Qureshi and Paudel, 2011, Esposito
et al., 2007, Jensen et al., 1999, Kawakami et al., 2011)

- ApoE zeigt eine isoformabhangige Bindung an Tau (Huang et al., 1995,
Fleming et al., 1996)
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- Fur das Protein OPN wurde keine Interaktion mit einem der anderen

untersuchten Marker beschrieben.

1.1.4.4 Alterung, mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress

Das Alter stellt den groRten Risikofaktor fur Neurodegeneration dar (Dexter and
Jenner, 2013). Sowohl im menschlichen Alterungsprozess als auch im Rahmen
der Neurodegeneration spielt nach heutigen Erkenntnissen oxidativer Stress eine
wichtige Rolle. Diesem liegt ein Ungleichgewicht zwischen reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und antioxidativen
Schutzmechanismen (Vitamin C, Coenzym Q, Superoxyddismutasen (SOD),
u.a.) zugrunde, das zu neuronaler Dysfunktion, Apoptose und Mutationen
mitochondrialer DNA (mtDNA) fuhren kann (Yan et al., 2013).

Mehr als 90 % der ROS, zu denen H202, Oz und ‘OH gehoren, entstehen in
Mitochondrien (siehe Abb. 2) und werden dort vermehrt unter Bedingungen
gestorter mitochondrialer Atmung, im Speziellen durch Komplex-I-Blockade der
Atmungskette an der inneren mitochondrialen Membran, freigesetzt (Yan et al.,
2013). Unter physiologischen Bedingungen werden ROS in der Zelle gebildet,
aber kontrolliert auf einem nicht-zellschadigenden Niveau gehalten. Ein
Ungleichgewicht zwischen Bildung und Elimination von ROS kann zu Stérungen
der Atmungskette, mitochondrialer Schwellung und schlie3lich zu Apoptose der
Zelle fuhren (Perier and Vila, 2012, Yan et al., 2013). Fur H202 konnte, neben
seiner Rolle als Produkt in der Atmungskette, eine Funktion als intrazellularer
Transmitter (second messenger) nachgewiesen werden, welcher an
verschiedenen zellularen Prozessen wie Wachstum und Apoptose (Giorgio et al.,
2007, Boveris and Cadenas, 2000), synaptischer Plastizitat und
Gedachtnisbildung beteiligt ist (Kishida and Klann, 2007). Weiterhin aktiviert es
Adenosintriphosphat-(ATP)-sensitive  Kalium-Kanadle (Katp-Kanéle), welche
innerhalb des ZNS in der SN und dem Striatum die hdchste Dichte aufweisen,
und fur die Inhibierung der Dopamin-Freisetzung mit verantwortlich sind (Chen et
al., 2001, Avshalumov et al., 2005).
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Dopaminerge Neurone der SNpc kdnnen durch oxidativen Stress besonders
leicht geschadigt werden, da sie zum einen in hohem Male oxidierendes Eisen
und niedrige Level antioxidativ wirkenden Glutathions besitzen, zum anderen
dadurch, dass beim Abbau von Dopamin durch das Enzym Monoaminooxydase
B (MAO-B) zusatzliches H202 anfallt (siehe Abb. 2) (Yan et al., 2013, Cohen et
al., 1997). Eine gestorte Funktion des Komplex-I der Atmungskette konnte bei

PD-Patienten nachgewesen werden (Schapira et al., 1989).

H20,

02 CuZn SOD

Abb. 2 Wasserstoffperoxid-Entstehung in der mitochondrialen Atmungskette nach Boveris et al,
2000

Abkiirzungen: MAO: Monoaminooxydase B, SOD: Superoxyddismutase

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung von oxidativem Stress liefern Toxine,
von denen bekannt ist, dass sie ein Parkinson-Syndrom hervorrufen kdnnen. Das
wohl bekannteste Neurotoxin, welches ein Parkinson-Syndrom verursachen
kann, ist 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) (Burns et al.,
1983). Nach Aufnahme in den Korper wird es Uber die MAO-B in MPP?*, den

aktiven Metaboliten des MPTP, umgewandelt und in dopaminerge Neurone der
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SN eingeschleust (Blesa et al.,, 2012). Dort fuhrt es Uber Blockierung des
Komplex-l der mitochondrialen Atmungskette zur Apoptose der Zellen. Die
Substanz wird im Parkinson-Tiermodell zur Erzeugung eines Parkinson-
Syndroms genutzt (Ransom et al., 1987, Blesa et al., 2012). Andere bekannte
Verursacher der Symptomatik sind Pflanzenschutzmittel wie Rotenon und
Paraquat. Paraquat besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu MPP* und fiihrt ebenfalls
zu oxidativem Stress (Berry et al., 2010). Auch Paraquat wir im Tiermodell
eingesetzt, da es hierdurch zur Bildung von parkinsontypischen a-Syn und LB-

Formationen kommt (Blesa et al., 2012).

1.1.4.5 Neuroinflammation

Eine Beteiligung neuroinflammatorischer Prozesse bei der PD konnte wiederholt
gezeigt werden, unklar bleibt jedoch, ob es sich um den Ausldser oder eine Folge
des Neuronenunterganges handelt (Le et al., 2016).

Bereits vor 25 Jahren wurden aktivierte Mikroglia in den Gehirnen verstorbener
PD-Patienten beschrieben (McGeer et al., 1988). In den darauffolgenden Jahren
konnte dies auch in MPTP-Modellen am Tier nachgewiesen und Positronen-
Emissions-Tomographie (PET)-Untersuchungen am Menschen bestatigt werden
(McGeer et al., 2003, Gerhard et al., 2006). Mikroglia gehoéren, neben
Oligodendrozyten und Astrozyten, zu den Gliazellen und machen 5-20 % der
Zellen des ZNS aus (Le et al.,, 2016). Sie besitzen Makrophagen-ahnliche
Eigenschaften. In dem sonst durch die Bluthirnschranke vor im Blut
zirkulierenden Immunzellen geschitzten Gehirn zahlen die Phagozytose von
Zellresten (Debris) nach Apoptose, die Erregerabwehr und die T-Zell-Antigen-
Prasentation zu ihren Aufgaben (Aguzzi et al., 2013). Residente Mikroglia werden
schon bei geringflugigen pathologischen Veranderungen aktiviert, proliferieren
und exprimieren Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1f (IL-
1B8) und Osteopontin, excitotoxisches Glutamat und Aspartat. Zusatzlich kann es
zum sogenannten oxidative burst, mit Freisetzung von ROS und
Stickstoffmonoxid (NO), und damit zu oxidativem Stress und Apoptose kommen
(Tansey and Goldberg, 2010, Maetzler et al., 2007).
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Bemerkenswerterweise korreliert die a-Syn-Expression mit
Haupthistokompatibilitatskomplex || (MHC I, major histocompatibility complex Il)-
positiven Mikroglia, jedoch lasst sich keine Assoziation zu Erkrankungsdauer,
Progression oder klinischen Befunden herstellen (Croisier et al., 2005).

Neben aktivierten Mikroglia sind auch durch OPN-vermittelte Chemotaxis
eingewanderte T-Lymphozyten in der Substantia nigra von Patienten mit einer
PD nachgewiesen worden (Brochard et al., 2009, Ashkar et al., 2000). Auch im
Liquor und Serum zeigen sich veranderte Level von Zytokinen und Immunzellen
im Vergleich zu Gesunden (Reale et al., 2009, Funk et al., 2013).

Einen zusatzlichen Hinweis auf die inflammatorische Komponente der
Neurodegeneration geben entzindungshemmende Medikamente, wie
Cyclooxygenase-(COX)-Hemmer und TNF-a-Synthese-Hemmer und -Blocker,
die protektiv wirken kdnnen und sogar zu einer messbaren Verbesserung der
Kognition fuhrten (Pettit et al., 2013, Belarbi et al., 2012, Tobinick and Gross,
2008).

1.2 Genvarianten

Zu den wohl bekanntesten SNPs, die bei Menschen kaukasischer Abstammung
mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir ein Parkinson-Syndrom einhergehen,
gehdren SNCA, MAPT und LRRK2. Zunachst konnten 1997 im SNCA-Gen und
2004 im LRRK2-Gen Mutationen bei familiaren Parkinson-Erkrankungen durch
Kopplungsstudien gefunden werden (Polymeropoulos et al., 1997, Zimprich et
al., 2004). In den folgenden Jahren wurde auch in Kandidatengenstudien fur
Polymorphismen im SNCA- und MAPT-Gen ein attributives Risiko nachgewiesen
(Gasser et al., 2011). Dies bestatigte sich schlie3lich fur die drei SNPs in GWAS,
mithilfe derer groRe Patientenkollektive untersucht werden kdnnen (siehe Tab.
21) (Simon-Sanchez et al., 2009, Lin and Farrer, 2014).

Bezlglich einer Demenzentwicklung im Rahmen der PD konnte bisher kein

valider SNP identifiziert werden. Anders ist dies allerdings bei der der PDD
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pathologisch ahnlichen AD, deren bekanntester genetischer Risikofaktor der
APOE ¢4-Genotyp ist (siehe Einleitung Kapitel 1.2.4.) (Coon et al., 2007).

1.2.1 a-Synuklein (SNCA)

Das SNCA-Gen auf Chromosom 4921 kodiert fur das Protein a-Syn. Kurze Zeit
nach der Entdeckung, dass pathogene Mutationen in diesem Gen der Ausloser
einer autosomal-dominanten PD sind, wurde a-Syn als Hauptbestandteil in LBs
identifiziert, wodurch flr die Genvariation ein direktes morphologisches Korrelat
gefunden werden konnte (Spillantini et al., 1997). Duplikationen und
Triplikationen des gesamten Gens sind mittlerweile als monogenetische
Ursachen fur die PD identifiziert worden (Farrer et al., 2004). Triplikationen sind
fur PD-Krankheitsverlaufe mit einer hoheren Pravalenz von Demenz bekannt
(Obi et al., 2008, Elia et al., 2013). Hinzu kommen einzelne Mutationen, wie die
E46K-Mutation, die ebenfalls mit einem gehauften Auftreten kognitiver
Beeintrachtigung und autonomen Dysfunktionen in Zusammenhang gebracht
werden konnten (Somme et al., 2011). Weder die physiologische noch die
pathologische Bedeutung des Proteins sind bis heute vollstandig aufgeklart.
Alpha-Syn kommt physiologisch im ZNS als neuronales, zytoplasmatisches
Protein vor allem an prasynaptischen Neuronenenden vor und scheint ein
negativer Regulator fir Erregungsubertragung dopaminerger Neurone zu sein
(Abeliovich et al., 2000, Maroteaux et al., 1988).

Bei Mutationen im Gen kommt es zu Fehlfaltungen, Aggregationen oder durch
Uberexpression des Gens vermehrter a-Syn-Produktion und Bildung von Lewy-
Korperchen und Lewy-Neuriten (Lee and Trojanowski, 2006). Es kann jedoch
auch direkt Uber spezifische Bindung an mitochondriale Membranen zu
mitochondriale Dysfunktion und Bildung von oxidativem Stress im Rahmen der
PD fahren (Liu et al., 2009, Junn and Mouradian, 2002, Dryanovski et al., 2013).
Der Nachweis von a-Syn in Mitochondrien-assoziierten Membranen von
Neuronen (Nakamura et al., 2011), die subzellulare Verbindungen zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien darstellen, haben zu

Uberlegungen hinsichtlich eines Zusammenhangs von a-Syn mit
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Calciumhomoostase, Lipid- und Cholesterinstoffwechsel gefuhrt (Devi et al.,
2008, Guardia-Laguarta et al., 2015).

1.2.2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau (MAPT)

Das primar durch Neuronen exprimierte Protein Tau spielt eine zentrale Rolle bei
der Organisation des Zytoskeletts und bei Transportvorgangen innerhalb der
Nervenzelle (Mietelska-Porowska et al., 2014). Das hierfur kodierende Gen
MAPT auf Chromosom 17921 besitzt in der kaukasischen Bevdlkerung die zwei
Haplotypen H1 und H2 (Caffrey and Wade-Martins, 2007). Die Verteilung der
Haplotypen zeigt deutliche geographische Unterschiede. Der H2-Haplotyp ist
selten bei Menschen afrikanischen oder ostasiatischen Ursprungs und
amerikanischen Ureinwohnern, aber mit einer Haufigkeit von etwa 20 % in der
kaukasischen Bevdlkerung zu finden (Stefansson et al., 2005). Auch innerhalb
Europas konnte ein geographisches Verteilungsmuster (5 % - 37,5 %)
identifiziert werden (Donnelly et al., 2010).

Der weltweit haufigere H1-Haplotyp konnte bei Homozygotie (H1/H1) mit der
Entwicklung verschiedener Demenzformen und dem Auftreten einer PD
reproduzierbar in Zusammenhang gebracht werden (Edwards et al., 2010, Zhang
et al., 2005, Samaranch et al., 2010).

Das exprimierte Protein Tau wird vor allem bei sogenannten Tauopathien, wie
der AD, der frontotemporalen Demenz und der progressiven supranuklearen
Blickparese, aber zum Teil auch, als pathomorphologisches Korrelat zur
Mutation, bei Patienten mit einer PD im ZNS gefunden (Horvath et al., 2013). In
experimentellen  Studien konnte gezeigt werden, dass Tau Dbei
Alterungsvorgangen und neurodegenerativer Tauopathie am Zusammenbruch
des Zytoskeletts beteiligt ist. Hochgradig phosphoryliertes Tau 16st sich von
seiner Bindung an Mikrotubuli und wird retrograd in das Perikaryon transportiert,
wo seine Aggregate zur Ausbildung der AD-pathognomonischen neurofibrillary

tangles fuhren (Mietelska-Porowska et al., 2014).
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1.2.3 Leucin-reiche Repeat Kinase 2 (LRRK2)

Das Gen LRRK2 ist auf Chromosom 12q12 lokalisiert. Die von ihm kodierte
Kinase (Lrrk2) wird in besonderem Mal3e in Hirnarealen mit Dopamin-Rezeptoren
wie Hippocampus und Striatum exprimiert (Melrose et al., 2006, Galter et al.,
2006). lhre physiologische Funktion ist noch nicht hinreichend gesichert, ein
Zusammenhang mit intrazellularen Signalwegen und vesikularem Transport
konnte allerdings nachgewiesen werden (Migheli et al., 2013).

Insgesamt kdnnen LRRK2-Mutationen bei etwa 5 — 15 % der Falle mit familiarer
PD und bei 1 % der Falle mit sporadischer PD bei Kaukasiern nachgewiesen
werden (Schulte and Gasser, 2011). Die G2019S-Missense-Mutation des Gens
ist mit 4 % der Falle die haufigste Ursache fur die familiare PD und folgt dabei
einem autosomal dominanten Erbgang (Zimprich et al., 2004, Gasser et al., 2011,
Berg et al., 2005). Einzelnukleotid-Polymorphismen des Gens machen etwa 1 %
der sporadischen PD aus (Healy et al., 2008). Daneben konnten weitere
Varianten, die mit einem erhdhten Risiko flr eine PD einhergehen, gefunden
werden (Simon-Sanchez et al., 2009).

Patienten mit einem monogenetischen Erbgang zeigen einen vergleichsweise
milden Krankheitsverlauf mit oftmals unveranderter kognitiver Leistung (Estanga
et al, 2014, Ben Sassi et al, 2012) oder sogar geringerer
Auftrittswahrscheinlichkeit einer Demenz im Vergleich zur sporadischen Variante
(Healy et al., 2008, Somme et al., 2015). Dennoch gibt es Hinweise, die einen
Zusammenhang mit einem vermehrten Auftreten kognitiver Einschrankungen
mdglich scheinen lassen. So konnte gezeigt werden, dass Lrrk2 und Tau
interagieren und unter dem Einfluss von Lrrk2 eine h6here Menge intrazellularen
Taus entstehen kann (Guerreiro et al., 2016). Im Tiermodell fuhrte die
monogenetische Mutation zu einer Stérung der Kalziumhomdoostase,
mitochondrialem Untergang mit vermehrter Mitophagie und Verkirzung von
Dendriten (Cherra et al., 2013). Lrrk2 konnte in LBs gefunden werden, sodass
man von einer Interaktion mit a-Syn im Krankheitsgeschehen ausgeht (Hyun et
al., 2013). Hierzu passend fanden Linnertz et al. 2014, dass eine signifikant

héhere Lrrk2-Menge in menschlichen Gehirnen mit LB-Pathologie im Vergleich

30



zu solchen ohne LB-Pathologie gefunden werden konnte. Der auch hier
untersuchte SNP rs1491923 lie3 Uber eine Interaktion mit SNCA einen
Zusammenhang mit der Entstehung der LB-Pathologie bei AD-Patienten

vermuten (Linnertz et al., 2014).

1.2.4 Apolipoprotein E ¢4 (APOE £4)

Das Gen APOE ist auf Chromosom 19913 lokalisiert und besitzt die Allelvarianten
€2, €3 und €4. Das Genprodukt ist das ApoE mit den entsprechenden Isoformen
E2, E3 und E4 (Zannis et al., 1982). Der Unterschied zwischen den Isoformen
liegt in einem Aminosaureaustausch von Cystein und Arginin an Position 112 und
158 (E2: Cys112; Cys158, E3 Cys112; Arg158 und E4 Arg112; Arg158) (Singh
et al., 2006).

Apolipoproteine sind amphiphile Proteine, die am Transport von Lipiden im
Korper beteiligt sind. ApoE wird physiologisch in Leber, Gehirn und Makrophagen
exprimiert (Mahley, 2016). Im ZNS wird es vor allem durch Astrozyten, gefolgt
von Mikroglia und in geringerem Umfang von Neuronen produziert. Auch im
Gehirn reguliert es den Transport und Verteilung von Lipiden (Kim et al., 2009).
APOE €3 ist das in der Bevolkerung weltweit am haufigsten vorkommende Allel
(60-90 %), gefolgt von €4 (10-20 %) und €2 (0-20 %) (Singh et al., 2006). Das
Risiko, an einer AD zu erkranken, ist assoziiert mit den APOE-Allelen. Fir das
Allel APOE ¢4 konnte ein eindeutiger Einfluss auf die Entwicklung einer AD
nachgewiesen werden; eine oder sogar zwei Kopien des ¢4-Allels erhdhen das
Risiko an einer AD zu erkranken um das etwa 3- bzw. 12-fache im Vergleich zu
Nicht-Alleltragern (Sadigh-Eteghad et al., 2012, Kim et al., 2009, Samaranch et
al., 2010). Auch eine Assoziation mit einem generellen kognitiven Defizit konnte
in GWAS gezeigt werden (Davies et al., 2014).

Die Rolle des ApoE im Rahmen der AD wird in der Degradierung des fur die
Erkrankung pathognomonischen Amyloid B (AB) durch Mikroglia gesehen. Die
ApoE-Isoform E4, kodiert durch APOE ¢4, fuhrt zu einem verminderten Abbau

und férdert somit die Entstehung von Alzheimer-Plaques (Jiang et al., 2008).
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Bei Untersuchungen zur Korrelation einer PD-assoziierten Demenz mit dem
Risikoallel gibt es keine klare Studienlage. Einige, aber nicht alle
Untersuchungen konnten eine Assoziation mit Demenzentwicklung aufzeigen
(Morley et al., 2012, Ezquerra et al., 2008).

1.3 Osteopontin

1.3.1 Struktur, Interaktionen und Varianten des Proteins Osteopontin

OPN st ein ubiquitdr im Organismus vorkommendes Glykoprotein aus der
Familie der Small Integrin-Binding LIgand N-linked Glycoproteins (SIBLINGS).
Sein Gen ist auf Chromosom 4 lokalisiert (Fisher et al., 2001).

OPN liegt in zwei Isoformen, als secreted Osteopontin (SOPN) und intracellular
Osteopontin (iIOPN) vor (Zohar et al., 1997). Im Folgenden soll auf die Struktur
und Interaktionen des sOPN, welches in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
wurde und zur Vereinfachung als OPN bezeichnet wird, eingegangen werden.
Der prinzipielle Aufbau des OPN-Molekuls ist in Abb. 3 dargestellt. Zentral
gelegen im Protein befindet sich ein Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD)-
Sequenz, die als Integrinbindungsstelle zellulare Funktionen regulieren kann
(Barry et al., 2000, Hu et al., 1995, Liaw et al., 1995). Uber RGD-bindende
Integrine  vermittelt OPN auch die Hemmung der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible NO-synthase, INOS) und damit die
Bildung von NO (Guo et al., 2001). Neben der RGD-Doméne befindet sich
innerhalb des Proteins ein Abschnitt, an dem es durch Thrombin gespalten
werden kann, die Thrombin Cleavage Site (Senger et al., 1994). Durch die
proteolytische Spaltung wird das Osteopontin voller Lange (OPN-FL, full length
osteopontin) zu dem Osteopontin-Arginin (OPN-R), welches mit einer Serin-
Valin-Valin-Tyrosin-Glycin-Leucin-Arginin (SVVYGLR)-Sequenz endet. An diese
Sequenz binden die Integrine a431 und a9B1, auch bezeichnet als non-RGD-
recognizing integrins (Bayless et al., 1998, Yokosaki et al., 1999). Die Spaltung

durch  Plasmin und  Matrix-Metalloproteasen  (MMPs) kann  die
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Bindungseigenschaften des OPN an Integrine ebenfalls verandern (Agnihotri et
al., 2001, Yokosaki et al., 2005, Christensen et al., 2010). In der Nahe des C-
Terminus ist eine ionisiertes Calcium (Ca?*)-bindende Doméne mit niedriger
Affinitat aber hoher Kapazitat fur Calciumionen (Chen et al., 1992). Auch cluster
of differentiation 44 (CD44)-Varianten kdénnen an OPN binden, wodurch
Interaktionen mit Lymphozyten, wie deren Aktivierung, stattfinden kdnnen
(Weber et al., 1996).

Thrombin- Ca?*-bindende
a4p1 und a9p1 Spaltung Doméne

I | |
H,N —] [RGD [SVVYGLR] [ ] l— cooH

1

avp1, avB3,a51 MMP3,7 Spaltung

Abb. 3 Osteopontin-Struktur und -Bindestellen nach Uede, 2011

Abkiirzungen: Ca®*: ionisiertes Calcium, COOH: Carboxygruppe, H.N: Aminogruppe, MMP3,7: Matrix-
Metalloproteasen 3 und 7, RGD: Arginin-Glycin-Asparaginsdure-Sequenz, SVVYGLR: Serin-Valin-Valin-
Tyrosin-Glycin-Leucin-Arginin-Sequenz

1.3.2 Osteopontin und Neurodegeneration

OPN besitzt eine wichtige Rolle im Rahmen immunologischer Prozesse, wie
zellvermittelter Immunitat, Entzindung, Allergien und Autoimmunerkrankungen
(Rittling and Singh, 2015).

OPN wird sowohl von Zellen der angeborenen, als auch der erworbenen
Immunantwort exprimiert, wirkt auf sie chemotaktisch oder fuhrt zu ihrer
Aktivierung (Wang and Denhardt, 2008).

Bei unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen einschlieRlich Multipler Sklerose
konnten erhdhte OPN-Werte im Serum festgestellt werden (Sharif et al., 2009,

Kariuki et al., 2009, Shimizu et al., 2013). Dies ist insofern relevant, als dass bei
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der PD die Vermutung besteht, dass zirkulierende Entzindungszellen oder -
mediatoren durch eine gestdrte Bluthirnschranke ins ZNS gelangen und auf diese
Weise eine beginnende Degeneration der Neuronen vorantreiben (Hernandez-
Romero et al., 2012).

Im ZNS wird OPN gemeinsam mit TNF-a von aktivierten Mikroglia exprimiert,
wobei TNF-a wiederum selbst die Genexpression von OPN fordert (siehe Abb. 4)
(Maetzler et al., 2007, Nagasaki et al., 1997, Nagasaki et al., 1999).

Eine weitere Funktion im Immunsystem sind seine anti-apoptotischen
Eigenschaften, die eine prolongierte Immunreaktion bedingen kdnnen (Wang and
Denhardt, 2008, Hsieh et al., 2006).

Durch die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase (NOX)-
abhangige ROS-Produktion und damit Entstehung von oxidativem Stress kann
Neurodegeneration induziert werden. Hinweise auf diesen Mechanismus
konnten durch Modelle mit PD-induzierenden Toxinen in murinen Neuronen der
SN und ebenso in Gehirnen verstorbener PD-Patienten im Vergleich zu Nicht-
Erkrankten gefunden werden. Die dort entstandenen ROS kdnnen dann uber
Schadigung der DNA zu mitochondrialer Dysfunktion und Untergang der
Neuronen fuhren (Choi et al., 2012). Auch OPN kann uber eine NOX-abhangige
ROS-Produktion Neurodegeneration induzieren (Lai et al., 2006, Hernandes and
Britto, 2012).

Des Weiteren besitzt OPN eine hemmende Wirkung auf die INOS und damit auf
die Bildung von NO. Allerdings konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass im
Alter genau diese Wirkung vermindert ist (Rollo and Denhardt, 1996). Das iNOS-
Produkt NO ist in niedrigen Konzentrationen ein wichtiger Signaltransduktor, zum
Beispiel im Rahmen der Regulation des Gefaldtonus, in hohen Konzentrationen
jedoch ist es zytotoxisch. Da NO auch in der Lage ist die mitochondriale
Atmungskette zu inhibieren, konnte es so zu dem bei der PD postulierten
Pathomechanismus Uber oxidativen Stress (siehe Kapitel 1.1.4.4) beitragen
(Cleeter et al., 1994). Zum besseren Verstandnis sind die Zusammenhange in

Abb. 4 graphisch dargestelit.
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. .
Apoptose \
—> : fordernd
. —1 : hemmend

Abb. 4 OPN-Interaktionen und die dadurch bedingte prolongierte Reaktionsfolge, z. B. bei
Entziindungsprozessen

Durch erhéhte Konzentrationen von H»O, kommt es zum Untergang von Zellen (Boveris and Cadenas,
2000). Infolgedessen werden Mikroglia aktiviert, wodurch es zur vermehrten Expression von TNF-a und der
iINOS mit Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies kommt (Park and Bowers, 2010, More
et al., 2013). TNF-a wiederum bewirkt eine Erhéhung von OPN (Nagasaki et al., 1999). Fir OPN konnte
gezeigt werden, dass dieses die INOS hemmt und damit diese Reaktionsfolge zumindest abschwéachen
kdénnte (Hwang et al., 1994, Guo et al., 2001). Im Alter ist diese hemmende Wirkung des OPN allerdings
vermindert (Rollo and Denhardt, 1996). Dies kénnte zu einem prolongierten Ablauf beitragen mit
zusatzlichem Anfall von oxidativem Stress. Dopaminerge Neurone der SNpc sind flir eine Schadigung durch
den dadurch vermehrten oxidativen Stress besonders anfallig.

Abkiirzungen: H»>O: Wasserstoffperoxid, iNOS: induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, NO:

Stickstoffmonoxid, OPN: Osteopontin, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a

OPN-Expression findet sowohl im ZNS als auch im peripheren Nervensystem
statt (Kunii et al., 2009). Sie ist unter pathologischen Bedingungen, wie einem
Trauma, Schlaganfall oder neuroimmunologischen Erkrankungen, wie zum
Beispiel der Multiplen Sklerose, erhoht (Suzuki et al., 2011, Shin et al., 2011,
Shimizu et al., 2013). Bei neurodegenerativen Erkrankungen konnte eine
zusatzliche Erhdhung von OPN-Werten im Liquor und im Serum verzeichnet
werden, zum Teil insbesondere dann, wenn diese Erkrankungen mit kognitiver
Beeintrachtigung einhergehen. Zu diesen gehdren die PD (Maetzler et al., 2007),
AD (Comi et al., 2010, Sun et al., 2013), DLB (Heywood et al., 2015) und eine
Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) mit ZNS-Beteiligung
(Brown et al., 2011, Burdo et al., 2008).
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Im Rahmen einer AD liel3en sich wichtige Hinweise fur die Beteiligung von OPN
an der Erkrankung finden. So konnte gezeigt werden, dass intrazellulares OPN
in Pyramidenzellen des menschlichen Hippocampus positiv mit der Amyloid-[3-
Menge korreliert (Wung et al., 2007). Auch I6sliches OPN beziehungsweise ein
C-Terminus-Fragment waren vermehrt im Liquor betroffener Patienten,
insbesondere bei Beginn und Fortschreiten des Kognitionsdefizits, zu detektieren
(Comi et al., 2010, Simonsen et al., 2007, Sun et al., 2013).

Beim Morbus Parkinson konnte auRerdem gezeigt werden, dass OPN nicht nur
mit der Kognition, sondern auch mit der motorischen Beeintrachtigung,
gemessen in Hoehn & Yahr-Stadien im Serum korreliert. In der SN wird es von
Mikroglia und Neuronen exprimiert und ist auch Bestandteil der LB (Maetzler et
al., 2007).

Nach akut-traumatischen Geschehnissen wird ein positiver Effekt bezogen auf
Schutz der Blut-Hirn-Schranke und Aussprossung von Neuriten beobachtet. Bei
Fehlen des Proteins kommt es zu Schadigungen mit sekundarer
Mikrokalzifikation =~ der  zentralnervésen  GefaRe und  konsekutiver
Neurodegeneration (Suzuki et al., 2011, Plantman, 2012, Maetzler et al., 2010,
Schroeter et al., 2006). Hingegen scheint OPN ein schadigender Faktor bei
chronischer Expression im ZNS zu sein (Maetzler et al., 2007). Dies entspricht
der allgemeinen Ansicht, dass akute Neuroinflammation Schutz- und
Reparaturfunktionen erfullt, chronische Entzindung hingegen eine die
Akutsituation Uberdauernden Produktion von Entzindungsmediatoren mit

Verlust der ursprunglichen Funktion darstellt (Rao et al., 2012).

1.4 Fragestellung

Eine Vielzahl von Einzelnukleotid-Polymorphismen konnte im Rahmen von
genomweiten Assoziationsstudien mit einem erhdhten Risiko fur eine PD in
Zusammenhang gebracht werden. Zu diesen gehoren Einzelnukleotid-
Polymorphismen der Gene SNCA, MAPT und LRRK2. Bisher gibt es jedoch
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keinen etablierten genetischen Marker, der das Risiko eines kognitiven Defizits
im Rahmen der PD nachweislich sicher erhdht. Das als Risikofaktor fur eine AD
bekannte APOE-Allel ¢4 wurde bezuglich des Zusammenhangs mit einer PDD
bereits untersucht (Huang et al., 2006), es fanden sich jedoch widerspruchliche
Befunde.

Neben genetischen Markern konnte OPN in Zusammenhang mit einer PD-
assoziierten Neurodegeneration gebracht werden (Maetzler et al., 2007). Ob es
eine Assoziation zwischen OPN-Spiegeln im Plasma und dem Auftreten einer
PDD gibt, ist bisher jedoch ungeklart.

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der Assoziation zwischen dem Auftreten und
der Schwere kognitiver Storungen mit den Markern SNCA, MAPT, LRRK2 und
APOE-¢4 und des OPN-Plasmaspiegels. Hierfir wurden Daten der
neuropsychologisch gut charakterisierten ,Parkinson-Krankheit und Demenz:
eine longitudinale Studie“ (DEMPARK)-Kohorte analysiert.

Die folgenden Fragestellungen wurden dahingehend untersucht:

1. Zeigen die aus genomweiten Assoziationsstudien zur PD bekannten
Einzelnukleotid-Polymorphismen der Gene SNCA, MAPT und LRRKZ2 einen
Zusammenhang zum Vorliegen und der Schwere kognitiver Storungen bei
einer PD?

2. Stellt das APOE-Allel €4 auch bei Patienten mit einer PD einen Risikofaktor
fur eine PD-assoziierte Demenz (PDD) dar? Findet sich dieses Allel haufiger
bei Patienten mit PDD oder leichten kognitiven Storungen (PD-MCI) im
Vergleich zu Patienten ohne kognitive Stérungen?

3. Zeigen OPN-Spiegel im Plasma eine Assoziation zum Auftreten und der
Schwere kognitiver Stérungen bei den untersuchten PD-Patienten?

4. Ist die OPN-Konzentration mit dem Vorliegen eines der untersuchten

genetischen Marker assoziiert?
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2 Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die verwendeten Daten wurden im Rahmen der Baseline-Untersuchung der
DEMPARK-Studie erhoben. Hierbei wurden die Probanden rekrutiert und sowohl
biometrische Daten erhoben, eine neuropsychologische Untersuchung
durchgefuhrt, als auch Plasma- und Serumproben genommen. Die
Untersuchungen erfolgten in der Parkinson-Ambulanz der Neurologie am

Universitatsklinikum in Tubingen oder im Rahmen von Hausbesuchen.

2.1.1 DEMPARK-Studie (Longitudinale Kohortenstudie)

Die ,Parkinson-Krankheit und Demenz: eine longitudinale Studie” (DEMPARK)
ist eine deutschlandweite Studie mit acht Zentren, in Aachen, Bonn, Dresden,
Frankfurt, Kassel, Kiel, Marburg und TUbingen. Das Referenzzentrum ist die
neurologische Abteilung des Universitatsklinikums in Marburg. In die Studie
konnten Uber 700 Probanden verteilt auf die Zentren in die Studie eingeschlossen
werden (Balzer-Geldsetzer et al., 2011).

Ziel der DEMPARK-Studie ist es, durch neuropsychologische Tests und
molekulargenetische Untersuchungen die Zusammenhange vermehrten
Auftretens von Demenz bei Parkinson-Patienten weiter aufzuklaren.

Die Kohorte wird im Verlauf der longitudinalen Studie (Baseline, 6-Monats-
Follow-Up, 12-Monats-Follow-Up) mehrfach klinisch allgemein-kdrperlich,
neurologisch und neuropsychologisch untersucht.

Im Folgenden soll Bezug auf die Daten der Screening- und Baseline-
Untersuchung aus dem Zentrum in TUbingen genommen werden, die bei den
Folgeuntersuchungen gewonnen Daten sind nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit.
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2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte aus der Parkinson-Ambulanz des
Universitatsklinikums Tubingen anhand der nachfolgend dargestellten Ein- und
Ausschlusskriterien der DEMPARK-Studie.

Einschlusskriterien:

(1) Alter =2 45 und < 80 Jahre

(2) Idiopathisches  Parkinson-Syndrom entsprechend den klinischen
Diagnosekriterien der UK Brain Bank (Hughes et al., 1992)

(3) Idiopathisches Parkinson-Syndrom mit Demenz entsprechend den
Konsensus-Guidelines (Emre et al., 2007)

(4) Schriftliches Einverstandnis des Patienten

(5) Ergebnis des initialen Screenings: MMSE < 17 bis 28 Punkte und PANDA

< 17 Punkte (entfallt bei nicht beeintrachtigten Patienten)

Ausschlusskriterien:
(1) Atypisches Parkinson-Syndrom (MSA, PSP, CBD, und andere)
(2) Demenz vom Lewy-Korper-Typ entsprechend den Konsensus-Guidelines
(McKeith et al., 2005)
(3) Andere Ursachen der Demenz (Morbus Alzheimer, Creutzfeld-Jakob-
Erkrankung, vaskulare Demenz, frontotemporale Demenz, und andere)
(4) Nicht einwilligungsfahiger Patient

(5) Schwangere Patientin

2.1.3 Studienablauf: Screening und Baseline

Nach Erfullung der Ein- und Ausschlusskriterien und Durchlaufen der Screening-
Untersuchung wurden die Patienten in die DEMPARK-Studie eingeschlossen. Im
Rahmen der Baseline-Untersuchung (siehe Abb. 5) erfolgten dann eine
detaillierte Anamnese und Kkorperliche Untersuchung, denen sich eine

ausfuhrliche neuropsychologische Testung anschloss. Die hierbei entnommenen
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Blutproben wurden fur genetische und antikdrperbasierte Nachweisverfahren der

untersuchten Biomarker analysiert.

Screening

l

Baseline

Anamnese

Korperliche
Untersuchung

!

Neuropsychologische
Testung

!

Blutentnahme

DNA-Sequenzierung
Osteopontin-ELISA

Abb. 5 Studienablauf

Abkiirzungen: DNA: Desoxyribonucleinséure, ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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2.1.4 Votum der Ethikkommission

Die Studie wurde gemal der Deklaration von Helsinki (2004) durchgefuhrt. Alle
Probanden haben nach arztlicher Aufklarung vor der Studienteilnahme sowohl
ihr mindliches als auch schriftliches Einverstandnis erklart.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Philipps-Universitat
Marburg (Antragsnummer 178/07) im Marz 2009 als positiv bewertet (Balzer-
Geldsetzer et al., 2011). Im Anschluss erfolgte 2009 auch die positive Bewertung

der Universitat Tubingen.

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

In dieser Arbeit wurden die folgenden Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge
verwendet:

Aqua bi dest Merck, Darmstadt, Deutschland
(LiChrosolv®, ddH20)

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA
(DMSO, C:zHs0S)

Ethanol (C:HsO) absolute for Merck, Darmstadt, Deutschland
analysis

Ethidiumbromid (Cz1H20BrNs) Merck, Darmstadt, Deutschland

Formamid (CHsNO) Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

SeaKem® LE Agarose Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

((C12H18009)x)

2.2.2 Puffer und Losungen

In dieser Arbeit wurden die folgenden Puffer und Lésungen verwendet:
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A) Im Labor angesetzte Puffer und Lésungen:

Tris-EDTA-(TE)-Puffer (10X)
- 6,057g Tris Base

- 20ml EDTA

Mit ddH20 auf 0,51 aufgefullt.

Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer
- 108¢g Tris Base

- 55¢g Borsaure

- 40ml EDTA

Mit ddH20 auf 11 aufgefullt.

Fur die Verwendung bei der Agarose-Gelelektrophorese wurde 0,5X TBE-Puffer

verwendet.

Bromphenolblau-Puffer

- 20ml Glycerol

- 0,04ml Bromphenolblau
- 0,049 Xylencyanol

B) Vorgefertigte Puffer und Lésungen:

dNTPs (10mM) Fermentas/ Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA
ElIA-Puffer Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,

Takasaki, Japan
GeneRuler DNA Ladder Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
goTaqg® Buffer Colorless Promega, Madison, WI, USA
LIZ® GeneScan Size Standard Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Ldsung fur Labeled Antibody Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,

Takasaki, Japan
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MgCl2-Solution 25mM
Multiplex Ready Reaction Mix
OPN-Standard

Schwefelsaure-(H2S04)-Lésung
Tetramethylbenzidin-(TMB)-

Ldsung

Wasch-Puffer, konz.

Promega, Madison, WI, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,

Takasaki, Japan

2.2.3 Enzyme, Antikorper und Kits

In dieser Arbeit wurden die folgenden Enzyme, Antikdrper und Kits in

alphabetischer Reihenfolge verwendet:

Coating Antibody

Exonuklease | (EXO 1) 20.000u/
goTaq® DNA Polymerase
Labeled Antibody
Osteopontin-ELISA-Kit

SAP 1U/pl

SNaPShot® Multiplex Read

Reaction

Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Promega, Madison, WI, USA
Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Takasaki, Japan

Fermentas/ Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
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2.2.4 Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide wurden zunachst mit der Software Primer3 der Homepage
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi erstellt (siehe Tab. 22
und Tab. 23). Zur Kontrolle der Sequenzspezifitat wurden die Datenbanken von
UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/) und NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/reverse.cgi) verwendet. Die
Synthese der gewahlten Primer fuhrte die Firma Metabion International AG in

Martinsried durch.

2.2.5 Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

Die folgenden Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien wurden verwendet:

1er Tube Brand GmbH wund Co KG, Wertheim,
Deutschland

8er Tube Cap Strip Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

8er Tube-Strip (0,2ml) Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

96-well PCR-Platte Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

96-well Sequenzer-Matte Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

96-well Sequenzer-Platte Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Avant Genetic Analyzer 3100  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Elektrophorese-Giel3system Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland
Entsorgungsbeutel, autoklav. Brand GmbH und Co KG, Wertheim,

Deutschland

Erlenmeyerkolben (500mi) Schott Duran, Wertheim/Main, Deutschland
Transparente Folie Peclan, Katy Wroctawskie, Polen
Glaspipetten (5 und 25ml) Corning Incorporated, Corning, NY, USA
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Handschuhe (Latex) Ansell, Richmond, VIC, Australien

Handschuhe (Nitril) Kimberly-Clark, Irving, TX, USA
Hitzeschutzhandschuhe North by Honeywell, Smithfield, RI, USA
Kalteschutzhandschuhe Tempshield Cryo-Protection™, Mount Desert,
ME, USA
Label Tape Write-On™ Bel-Art Scienceware, Wayne, NJ, USA
Laborflasche (1000ml) Schott Duran, Wertheim/Main, Deutschland
Markierstift, permanent Faber-Castell, Stein, Deutschland
Mehrkanalpipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Messzylinder (100 und 250ml) Brand GmbH und Co KG, Wertheim,
Deutschland

Mikroreaktionsgefal} (0,5-2 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrotiterplatte, Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.,
Antikodrper-beschichtet Takasaki, Japan
Parafim®M Pechiney Plastic Packing, Inc., Chicago, IL,
USA
Pipette (2,5ul-1ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipette pipetman® (2ul-100pl) Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Pipettenspitze (2,5ul-1ml) Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Pipettenspitze mit Filter (2,5ul-1ml)StarLab, Hamburg, Deutschland

Pipettierhelfer, macro Brand GmbH und Co KG, Wertheim,
Deutschland

Reaktionsgefal® (15ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Reaktionsgefal} (50ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Schere Lyreco, Marly, Frankreich

Skalpell Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland

Uniwire Test Tube Racks Nalgene/ Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA

Wischtlcher, Kimtech Science  Kimberly-Clark, Irving, TX, USA
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2.2.6 Gerite

In dieser Arbeit wurden die folgenden Gerate verwendet:

ABI PRISM® Avant Genetic Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Analyzer 3100
Eismaschine Ziegra GmbH, Isernhagen, Deutschland
Electrophoresis Power Supply  Consort, Turnhout, Belgien
E835
Elektrophorese, horizontal Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland

Feinwaage Explorer® OHAUS Corporation, Parsippany, NJ, USA
Freezer Innova® U725-G -84 °C New Brunswick Scientific, Enfield, CT, USA
Geldokumentationssystem Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
Inkubator 37 °C Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Klhlschrank 4 °C Robert Bosch GmbH, Gerlingen, Deutschland
Klhlschrank ML402 4 °C Domestic Medical Systems, Hosingen,
Luxemburg
Kahlzelle Thalheimer Kuhlung GmbH, Ellwangen,

Deutschland
Magnetrihrer MR3000 Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,
Deutschland
Microplate Reader Model 680  BioRad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Mikrowelle NW-E202W Panasonic, Kadoma, Japan
Stoppuhr Oregon Scientific, Tualatin, OR, USA
Taschenrechner SL-300ER Casio, Shibuya, TKY, Japan
Thermocycler — DNA Engine MJ Research, USA

DYAD™ BioRad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
- mit Alpha Unit Block Assembly

Tiefkthlschrank -25 °C Liebherr-International S.A., Bulle, Schweiz

Vortexer — Vortex Genie® 2 Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA

Wasseraufbereitung Milli-Q Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Synth.
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- Filter Millipak®40 (0,22 ym)  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Spectrafuge™ mini  Labnet International, Inc., Edison, NJ, USA

2.2.7 Software

In dieser Arbeit wurde die folgende Software in alphabetischer Reihenfolge
verwendet:

Bio-Capt (Fotodokumentation)  Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Gene Mapper® 5 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Microplate Manager™ 5.2 BioRad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
SPSS-Statistics 21 IBM, Armonk, NY, USA

2.3 Klinische Untersuchungen

2.3.1 Screening-Untersuchungen der DEMPARK-Studie

Zum Screening gehorte die Durchfihrung des Mini-Mental-State-Test (MMSE)
und Parkinson Neuropsychometric Dementia Assessment (PANDA) sowie die
Zuordnung zu einem Hoehn & Yahr-Stadium (Hoehn and Yahr, 1967).

2.3.1.1 Mini-Mental State Examination (MMSE)

Der MMSE nach Folstein et al. ist ein weltweit etablierter Screening-Test zur
Friherkennung, Verlaufsbeurteilung und Abschatzung der Schwere kognitiver
Beeintrachtigungen (Folstein et al., 1975, Lancu and Olmer, 2006). Er ist auch
Bestandteil der Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
(CERAD)-Testbatterie.

Der Test beinhaltet Fragen und Aufgabenstellungen zu flinf Kategorien: zeitliche
und ortliche Orientierung, Merkfahigkeit, Aufmerksamkeit und Rechnen,

Erinnerung und Sprache. Fur jede korrekt durchgefihrte Teilaufgabe wird ein
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Punkt vergeben, durch Addition kann eine Gesamtpunktzahl von maximal 30
erreicht werden.
Normalwerte liegen im Bereich von 24-30 Punkten. 18-23 Punkte deuten auf ein

leichtes, 0-17 Punkte auf ein schweres kognitives Defizit hin (Weyer, 2005).

2.3.1.2 Parkinson Neuropsychometric Dementia Assessment (PANDA)

Der PANDA nach Calabrese und Kalbe ist ein fur das Screening bei Verdacht auf
Demenz im Rahmen einer Parkinson-Erkrankung speziell entwickelter Test. Er
beinhaltet aulerdem einen kurzen Frageteil zu depressiver Stimmungslage. Zur
Einschatzung kognitiver Defizite im Rahmen einer Parkinson-Erkrankung konnte
eine hohere Sensitivitdt (90 % versus 68 %) im Vergleich zum MMSE

nachgewiesen werden (Kalbe et al., 2008, Kessler et al., 2007).

2.3.1.3 Hoehn & Yahr-Stadium

Die klinische Beurteilung des Auspragungsgrades der motorischen Symptomatik
erfolgte im Rahmen des Screening nach Hoehn & Yahr-Stadien (siehe Tab. 2)
(Hoehn and Yahr, 1967).

Tab. 2 Hoehn & Yahr-Stadien

Stadium Klinische Beschreibung

0 Kein Anzeichen der Erkrankung
1 Unilaterale Erkrankung
Bilaterale Erkrankung, keine Beeintrachtigung der posturalen
2 Reflexe
Milde bis moderate, bilaterale Erkrankung; Beeintrachtigung der
] posturalen Reflexe; unabhangig
Schwere Beeintrachtigung; noch fahig, ohne Hilfe zu gehen und zu
: stehen
5 Ohne Hilfe an Rollstuhl oder Bett gebunden

48



2.3.2 Baseline-Untersuchungen der DEMPARK-Studie

Die DEMPARK-Baseline-Untersuchung erfolgte nach einem vom Zentrum in
Marburg vorgegebenen Untersuchungsprotokoll. Dieses umfasste die Erhebung
epidemiologischer Daten, eine allgemeine Anamnese, eine umfangreiche
neurologische Untersuchung, eine Patientenbefragung bezlglich Depression
und Einschrankungen des Alltagslebens sowie eine ausfuhrliche

neuropsychologische Testung.

2.3.2.1 Epidemiologische Daten und allgemeine Anamnese

Die im Rahmen der Baseline-Untersuchung erfassten epidemiologischen Daten
beinhalteten die Frage nach Alter, Geschlecht, Ethnie und demographischen
Daten. In der allgemeinen Anamnese wurden detailliert Beginn der motorischen
und kognitiven Symptome, Erstdiagnose und Verlauf der Erkrankung erfragt. Des
Weiteren wurden alle bekannten Nebendiagnosen, aktuelle Medikation und die
Familienanamnese dokumentiert. Aus den Angaben der Probanden zur
schulischen und beruflichen Ausbildungsdauer konnten die kumulierten
Gesamtbildungsjahre, die zur Beurteilung der neuropsychologischen Testung
und Einteilung in die Subgruppen bendtigt wurden, errechnet werden.
Erganzend wurden Fragebdgen zur Evaluation von Depression, Apathie,
Lebensqualitdt und  Gesundheitsstatus erhoben. Die  Geriatrische
Depressionsskala (GDS, Geriatric Depression Scale) wurde zum Screening einer
depressiven Stimmungslage verwendet. Zur Detektion einer Apathie wurde die
Apathy Evaluation Scale (AES) genutzt. Lebensqualitat und Gesundheitsstatus
wurden mittels Parkinson's Disease Questionnaire (PDQ-39) und EuroQol (EQ-
5D) bewertet.
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2.3.2.2 Neurologische und korperliche Untersuchung

Die korperliche Untersuchung beinhaltete eine allgemeinmedizinische und eine
neurologische Untersuchung. Im Rahmen der DEMPARK-Studie wurde eine
Beurteilung nach der Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)
durchgefuhrt (Martinez-Martin et al., 1994).

Die UPDRS ist eine mehrdimensionale Fremdbeurteilungsskala, welche aus
sechs Subskalen besteht (siehe Tab. 3). Die Beurteilung erfolgt anhand eines
definierten Punktevergabesystems mit niedrigen Werten fir geringe und hohen
Werten fur ausgepragte Beeintrachtigungen (Gancher, 2002).

In die Datenanalyse dieser Arbeit wurden die Werte der Skala Ill und V zur

Einschatzung der motorischen Defizite einbezogen.

Tab. 3 Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)-Subskalen

Subskala Untersuchte Funktion Bewertungsspanne

I Denken, Verhalten, Stimmung 0-4

Il Alltagsaktivitaten 0-4

1 Motorik 0-4

A\ Nebenwirkungen der Therapie 0-4

Vv Hoehn & Yahr-Stadium 0-5
Alltagsaktivitaten nach Schwab &

VI 0-100 %
England

2.3.2.3 Neuropsychologische Testung

Die Einteilung in die Gruppen PD, PD-MCI und PDD erfolgte mittels einer
neuropsychologischen Testung (siehe Tab. 4). Diese enthielt die CERAD-Plus-
Testbatterie, Modified Wisconsin Card Sorting Test (MCST), Wechsler Memory
Scale revised: Zahlenspanne (WMS-R), Leistungsprtifsystem 50+ 7 und 9 (LPS
7+9), Farbe-Wort-Interferenztest (FWIT, Stroop-Test) und der Brief Test of
Attention (BTA).
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Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease Plus (CERAD-
Plus)

Die CERAD-Testbatterie wurde 1986 urspringlich zur Detektion der AD
entwickelt, hat sich allerdings als Screening-Methode anderer Demenzen, so
auch Demenzen mit Lewy-Kdrperchen, etabliert (Morris et al., 1988, Karrasch et
al., 2013, Wolfsgruber et al., 2013). Durch die unterschiedlichen Testungen
konnen Aussagen Uber Gedachtnis, Orientierung, Sprache und konstruktive
Praxis getroffen werden (Satzger et al., 2001).

Der CERAD-Plus beinhaltet die Tests Verbale Fliissigkeit (Tiere), Boston Naming
Test, Mini Mental State Examination, Wortliste Lernen/Abrufen/Wiedererkennen,
Figuren Abzeichnen/Abrufen und in der Erweiterung den Trail Making Test (TMT)
A und B und Semantische Wortfliissigkeit (S-Wobrter).

Modified Wisconsin Card Sorting Test (MCST)

Der MCST wurde zur Untersuchung von Exekutivfunktionen entwickelt (Nelson,
1976). Der Testperson werden Karten, deren abgebildete Muster sich in Form,
Farbe und Anzahl unterscheiden, vorgelegt. Diese sollen nach einer zu Beginn
unbekannten Regel geordnet werden. Durch Rickmeldung des Untersuchers bei
falschem Vorgehen soll eine andere Sortierung ausprobiert werden. Ziel ist es
also, so schnell wie moglich die korrekte Sortierregel zu erkennen und
fortzufUhren. In die Bewertung gehen die Anzahl der komplettierten Kategorien,

nicht-perseverative und perseverative Fehler ein (Lineweaver et al., 1999).

Wechsler Memory Scale revised: Zahlenspanne (WMS-R)

Bei dem Subtest Zahlenspanne aus der WMS-R sollen Zahlenfolgen in
zunehmender Lange, unmittelbar nachdem sie dem Probanden vorgelesen
wurden, vorwarts und spater auch rickwarts wiedergegeben werden (Harting
and Wechsler, 2000). In die Auswertung gehen die Perzentilenaquivalente der
Rohwerte korrekt wiedergegebener Zahlenspannen ein. Durch die Verwendung
des Tests sollen Pathologien des Kurzzeitgedachtnisses, Aufmerksamkeit und

Konzentration erkannt werden (Engel and Hennig-Fast, 2011).
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Leistungspriifsystem 50+ 7 und 9 (LPS 7 und 9)

Im Untertest 7 des Leistungspriifsystem 50+ (LPS 50+) (Sturm et al., 1993) sind
in Reihen funf Zahlen oder Buchstaben abgebildet, wovon sich eine in ihrer
Ausrichtung von den anderen unterscheidet und so schnell wie moglich markiert
werden soll. Fur die Bewertung wurden die korrekt detektierten Antworten
innerhalb von zwei Minuten gezahilt.

Bei dem Untertest 9 des LPS 50+ werden geometrische Formen vorgelegt, bei
denen die Seitenréander so schnell wie mdglich gezahlt werden sollen. Die
korrekte Antwort wird unter funf Antwortmdglichkeiten markiert. Nach drei
Minuten Testzeit wurden die korrekten Antworten fir die Bewertung gezahlt.
Beide Tests dienen der Untersuchung visuospatialer Funktionen (Engel and
Hennig-Fast, 2011).

Farbe-Wort-Interferenztest (FWIT, Stroop-Test)

Mithilfe des Stroop-Tests sollen exekutive Hirnfunktionen objektivierbar gemacht
werden (Engel and Hennig-Fast, 2011). Der Test besteht aus drei Subtests:
Farbworterlesen, Farbstriche benennen und Interferenzversuch. Im ersten
Subtest soll der Proband die in schwarzen Lettern gedruckten Worte rot, gelb,
grin und blau verlesen. Im zweiten Teil geht es um die Benennung der Farbe
von Strichen, welche rot, gelb, grin und blau gedruckt sind. Im dritten Subtest
soll die Druckfarbe der Worter rot, gelb, griin und blau so schnell wie moglich
fehlerfrei wiedergegeben werden, Wortinhalt und Druckfarbe sind jedoch nicht
identisch. Der Untersucher misst fur alle drei Subtests die hierfur bendtigte Zeit.
Der Test wird dreimal hintereinander durchgefihrt (Stroop, 1935). Die mittlere

Durchfuhrungszeit wurde fur die Auswertung verwendet.

Brief Test of Attention (BTA)

Der BTA wird zur Einschatzung der Aufmerksamkeit genutzt. Dem Probanden
werden nacheinander Folgen von Zahlen gemischt mit Buchstaben vorgelesen.
Beginnend bei vier ltems, bis zu 18 ltems pro Folge soll der Proband ohne

physische Hilfestellungen zahlen, wie viele Buchstaben beziehungsweise wie
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viele Zahlen genannt wurden (Schretlen, 1989). Die Anzahl korrekter Losungen

wurde fur die kognitive Klassifikation herangezogen.

2.3.2.4 Klassifikation kognitiver Subgruppen

Klassifikation der PD

Fur die Zuordnung zur PD-Gruppe wurden folgende Kriterien verwendet:

1.

2.

Parkinson-Erkrankung nach den UK PDSBB-Kriterien (Hughes et al.,
1992)

Anamnestisch keine signifikanten Beeintrachtigungen bei Alltagsaktivitat
im sozialen und/oder beruflichen Umfeld oder in der Kérperpflege, die auf
neuropsychologische Beeintrachtigungen zurtckfuhrbar sind

Keine Hinweise auf kognitive Beeintrachtigungen in

neuropsychologischen Tests (siehe Tab. 4)

Klassifikation der PD-MCI

Fur die Zuordnung zur PD-MCI-Gruppe wurden folgende Kriterien verwendet:

1.

Parkinson-Erkrankung nach den UK PDSBB-Kriterien (Hughes et al.,
1992)

. Anamnestische Beschwerden einer kognitiven Beeintrachtigung vom

Patienten selbst oder Angehdrigen geauldert oder vom Untersucher
beurteilt

Anamnestisch keine signifikanten Beeintrachtigungen bei Alltagsaktivitat
im sozialen und/oder beruflichen Umfeld oder in der Kérperpflege, die auf
neuropsychologische Beeintrachtigungen zurtckfuhrbar sind

In  der neuropsychologischen Testung objektivierte kognitive
Einschrankung in mindestens einer der funf kognitiven Domanen
Aufmerksamkeit, = Exekutivfunktion, Gedéchtnis, Sprache  und
visuospatiale Funktion (je Domane reichen Beeintrachtigungen in einem

der angezeigten Tests beziehungsweise Subtests) (siehe Tab. 4)
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Klassifikation der PDD

Fur die Zuordnung zur PDD-Gruppe wurden folgende Kriterien verwendet:

1. Parkinson-Erkrankung nach den UK PDSBB-Kriterien (Hughes et al.,

1992)

2. Anamnestisch schleichender Beginn und langsame Progression

kognitiver Stérungen

3. Anamnestisch signifikante Beeintrachtigungen bei Alltagsaktivitat im

sozialen und/oder beruflichen Umfeld oder in der Kdrperpflege, die auf

neuropsychologische Beeintrachtigungen zurtckfuhrbar sind

4. In der neuropsychologischen Testung objektivierte kognitive

Einschrankung in mindestens zwei der funf kognitiven Doméanen

Aufmerksamkeit, = Exekutivfunktion, Gedéchtnis, Sprache

visuospatiale Funktion (je Domane reichen Beeintrachtigungen in einem

der angezeigten Tests beziehungsweise Subtests) (siehe Tab. 4)

5. Kognitive Beeintrachtigungen stellen eine signifikante Verschlechterung

im Vergleich zum pramorbiden Funktionsniveau dar

Klassifikation einer beeintrachtigten kognitiven Doméne

Eine kognitive Domane wurde dann als beeintrachtigt klassifiziert, wenn

mindestens ein Testergebnis > 1,5 Standardabweichungen (SD) von publizierten

Normwerten gesunder Kontrollen in der untersuchten Domane abwich. Die

Normwerte wurden den Handbulchern der jeweiligen Tests enthommen. Daten
wurden entweder fur Alter alleine oder fur Alter und Ausbildung (CERAD, TMT,

MCST) korrigiert.
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Tab. 4 Neuropsychologische Testungen

* Markierte Tests sind Teil der diagnostischen Zuordnung in die kognitiven Subgruppen

Kognitive Domane

Screening

Aufmerksamkeit

Exekutivfunktionen

Instrument/Test-

Batterie

Consortium for the
Registry for Alzheimer's
Disease

(CERAD-Plus)

Stroop-Test *

Brief Test of Attention
(BTA) *

Consortium for the
Registry for Alzheimer's
Disease

(CERAD-Plus)

Modified Wisconsin
Card Sorting Test
(MCST) *

(Sub-)Test

Mini-Mental State
Examination (MMSE)

Parkinson
Neuropsychometric
Dementia Assessment
(PANDA)

Worter benennen
Farben benennen
Interferenz

Form Numbers

Form Letters

Verbale Flussigkeit:
Kategorie ‘Tiere’

(semantisch) *

Verbale Flussigkeit: S-

Worter (phonematisch) *

Trail Making Test Teil A
Trail Making Test Teil B
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Fortsetzung Tab. 4

Consortium for the
Registry for Alzheimer's
Disease

Gedichtnis (GERADAIE)

Wechsler Memory Scale

Revised

Consortium for the
Sprache Registry for Alzheimer's
Disease

(CERAD-Plus)

Consortium for the
Registry for Alzheimer's
Disease
Visuospatiale (CERAD-Plus)
Funktion Leistungsprtifsystem
(LPS 50+)

2.3.3 Probenentnahme

Wortliste Gedachtnis *
Wortliste Abrufen *

Wortliste Wiedererkennen

Konstruktive Praxis
(Abrufen)

Zahlenspanne vorwarts

Zahlenspanne ruckwarts

Boston Naming Test *

Konstruktive Praxis *

Subtest 7 (Raumliches
Rotieren) *
Subtest 9 (Raumliches

Vorstellungsvermogen) *

Die Blutentnahme erfolgte aus einer peripheren Vene. Notiert wurden jeweils die

Tageszeit und ob die Probe nuchtern entnommen wurde.

Die weitere Verarbeitung der Proben und DNA-Isolierung erfolgte im Hertie

Institut far klinische Hirnforschung in Tubingen.
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2.4 Analyse der Blutproben

2.41 Standardmethoden

2.4.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist ein
molekularbiologisches Verfahren zur in vitro Amplifikation spezifischer DNA-
Sequenzen. Diese besteht aus drei Schritten: Strangtrennung (Denaturierung),
Hybridisierung von Primern (Annealing) und DNA-Synthese (Elongation).

Im ersten Schritt der PCR wird die doppelstrangige DNA der Probe denaturiert.
Die DNA wird auf etwa 95 °C erhitzt, um die beiden Matrizenstrange zu trennen.
Im Folgenden werden Primer den komplementaren Bereichen der DNA-
Einzelstrange (Templates) angelagert (Annealing). Primer sind Oligonukleotide
mit einer Lange von circa 15-30 Nukleotiden, die mit der Zielsequenz
hybridisieren. Sie dienen als Startpunkt fur die im nachsten Schritt zugegebene
DNA-Polymerase. Die optimale Temperatur dieses Schritts hangt individuell von
der Struktur der einzelnen Primer ab und liegt bei 40-70 °C. Im letzten Schritt wird
eine hitzestabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase, aus Thermophilus
aquaticus isoliert) zur Verlangerung der Primer und Generierung der neuen
Matrize von 5'- in 3‘-Richtung hinzugefugt. Dies erfolgt bei etwa 72 °C, der
optimalen Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase, und zusammen mit dem
dafur bendtigten Kofaktor Magnesiumchlorid.

Nach Durchlaufen des beschriebenen Amplifikationszyklus kann unter optimalen
Bedingungen mit dem Entstehen zweier neuer Matrizen aus einem
ursprunglichen DNA-Doppelstrang gerechnet werden. Durch Wiederholung des
Verfahrens (n) ist eine exponentielle Zunahme der DNA-Strange zu erzielen (2"),
wobei die Wiederholungen auf etwa 30-40 Zyklen begrenzt sind, da es zu einer
vermehrten Reduktion der Stranglange kommt.

Bei jeder PCR wurde eine Negativprobe mit H.O anstelle von DNA mitgefluhrt.
Die PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Vorbereitung der Proben fir das
anschlieBende SNaP-Shot®-Verfahren genutzt.
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2.4.1.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Makromolekulen,
wie Proteinen, DNA und RNA in einem elektrischen Feld. Die
Laufgeschwindigkeit, und damit die Auftrennung, ist abhangig sowohl von Grol3e,
Ladungsverhaltnissen und Formation der Molekule, als auch von Viskositat und
Porenweite der Tragersubstanz und der angelegten Feldstarke. Als Trager fur
die kolloidalen Molekule konnen unterschiedliche Substanzen verwendet
werden. Im Folgenden soll Bezug auf die verwendete Agarose-
Gelelektrophorese genommen werden.

Agarosegel besteht aus einem dreidimensionalen Netz aus Polysaccharid-
Ketten. Sie bilden Poren, die die Moleklle passieren mussen, wodurch die
»oiebfunktion® erklart wird.

Nach Befullen der vorgefertigten Gelkammern mit Proben wird eine Spannung
angelegt. Im elektrischen Feld wandern die DNA-Molekule bedingt durch ihre
negativ geladenen Phosphat-Reste von der Kathode in Richtung Anode. Je
kirzer ein DNA-Molekiil ist, desto schneller gelangt es Richtung Anode.

Durch dieses Verfahren lassen sich je nach Agarose-Konzentration
Nukleinsauren im Bereich von 50-50.000 bp auftrennen.

Die bei der vorausgegangenen PCR entstandenen DNA-Amplifikationsprodukte
konnen mit diesem Verfahren weiter dahingehend analysiert werden, ob sie in
ausreichender Menge und nicht verunreinigt vorliegen. Zur Beurteilung auf
Verunreinigung wird die bei der PCR enthaltene Negativprobe mit H.O ebenfalls

aufgetragen.

2.4.1.3 Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Sandwich-ELISA)

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein gangiges laborchemisches
Verfahren zur antikdrperbasierten, photometrischen Konzentrationsbestimmung
von Antigenen in einer Probe. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Sandwich-
ELISA werden eine Standardreihe und die Proben in eine mit Antikorpern

beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Diese primaren Antikorper (,Coating

58



Antibodies®) reagieren spezifisch auf ein Epitop des zu detektierenden Antigens
und binden dieses wahrend der ersten Inkubationszeit. Im Folgenden wird die
Platte mit Waschpuffer gespult, um die Uberschissigen, nicht gebundenen
Bestandteile zu entfernen. In einer zweiten Inkubation binden die
dazugegebenen sekundaren Antikorper (,Labeled Antibodies®) an ein anderes
Epitop. Durch erneutes Auswaschen wird auch hier der ungebundene Uberstand
entfernt. Der entstandene Komplex aus Antigenen umgeben von den beiden
Antikorpern erklart die Namensgebung ,Sandwich-ELISA®.

Im letzten Schritt erfolgt die Zugabe des Chromogens. Dieses erzeugt eine
Farbreaktion, die der Konzentration des Substrats entspricht. Nach dritter
Inkubation und Verwendung einer Reaktionsstop-Losung kann eine
extinktiometrische Konzentrationsbestimmung der Proben anhand einer durch
die Standardreihe erstellten Standardkurve erfolgen.

Eine Standardreihe wird anhand von Verdinnungsstufen eines Standardproteins

zur Kalibrierung ebenfalls photometrisch gemessen.

2.4.2 Genotypisierung der SNPs mithilfe des SNaP-Shot®-Verfahrens

Der nach dem Standardverfahren durchgeflhrten PCR schliel3t sich eine SNaP-
Shot®-PCR (modifiziert nach Sanger, 1977) an. Bei dieser wird der Primer um
ein Nukleotid verlangert. Aus diesem Grund wird hierbei auch nur ein einzelner
Primer verwendet. Die DNA-Polymerase ist in dem verwendeten SNaP-Shot®
Ready Reaction Mix enthalten, ebenso wie mit einem fluoreszierenden Farbstoff
markierte Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs). Die an der 3‘-Position
der Ribose nicht vorhandene Hydroxylgruppe bei diesen Varianten flhrt dazu,
dass keine Verbindung zum nachsten Nukleotid hergestellt werden kann, und es
somit zu einem Kettenabbruch kommt.

Der Nachweis der Nukleotidabfolge und damit des SNP-Genotyps im SNaP-
Shot®-PCR-Amplifikat erfolgt mittels Kapillarelektrophorese im Sequenzer. Bei
diesem Verfahren werden die Ketten unterschiedlicher Lange zunachst der
Grole nach aufgetrennt. Jeder Fluoreszenzfarbstoff einer Base ist einer Farbe

zugeordnet (Adenin = grun, Cytosin = schwarz, Guanin = blau, Thymidin = rot).
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Der Farbstoff der markierten ddNTPs am Ende einer Nukleotidkette wird mit
einem Laser angeregt und die unterschiedlich emittierten Wellenlangen der
Basen detektiert. Die Lange des eingebauten SNaP-Shot®-Primers bestimmt
hierbei die Laufgeschwindigkeit (&hnlich der Gelelektrophorese, siehe Kapitel
2.4.1.2), so dass mehrere Fragmente verschiedener Genotypisierungen in einem
Sequenzierlauf zusammengefasst werden kénnen (sog. Multiplex).
Voraussetzung hierfur ist, dass die jeweiligen SNaP-Shot®-Primer sich in ihrer
Lange unterscheiden. Durch das Multiplex-Verfahren ist bei hohen Probenzahlen

eine raschere Probenanalyse moglich.

Die einzelnen Schritte bis zur DNA-Sequenzierung sind zur Ubersicht

nachfolgend aufgefuhrt (siehe auch Abb. 6).
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f) Kapillarelektrophorese im Sequenzer
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DNA

r T . T ] PCR
M1 1mit M14mit M12mit M 1.3mit
Primern 1 Primern4 Primern 2 Primern 3

\Z \ \Z \Z

Gelelektrophorese Gelelektrophorese
|
| |
EXO-I und SAP EXO-I und SAP 1. Aufreinigung
M 2.1 mit M 2.2 mit SNaP-Shot®-PCR

Primern 1 und 4 Primern2und 3
| |

SAP

|

LIZ®, Formamid

2. Aufreinigung

v Sequenzierung
Sequenzer

Abb. 6 Ablauf der DNA-Sequenzierung

Abkiirzungen: DNA: Desoxyribonukleinsdure, EXO-I: Exonuklease-I, M: Mastermix, PCR: Polymerase-
Kettenreaktion, SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR wurde ein komplettes Risk-Panel
angefertigt. Das bedeutet, dass eine Reihe von bekannten genetischen
Veranderungen gleichzeitig untersucht werden konnten. Nicht alle dieser Marker
sind Gegenstand dieser Arbeit.

Vor Beginn der Versuche wurden die DNA-Proben durch Verdinnung mit TE-

Puffer auf die gleiche Konzentration (10ng/ul) eingestellit.
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a) PCR

Die Herstellung der Ansatze (Mastermixe) fur die PCR erfolgte nach
den folgenden, tabellarisch aufgefihrten Schemata (siehe Tab. 5 und

Tab. 6). Die Angaben beziehen sich auf je eine Probe.

Tab. 5 Primer fiir die jeweiligen Mastermixe der Polymerase-Kettenreaktion

* Statistisch ausgewertete Einzelnukleotid-Polymorphismen sind markiert

Mastermix 1 2 3 4
CST3 MAPT-H1C MAPT* STK39
APOE* LRRK2* PDXK
SNCA* PITX3
Primer
BST1 LINGO1
MDR1 CCDC62
NEP

Abkiirzungen: APOE: Apolipoprotein E, BST1: bone marrow stromal cell antigen 1, CCDC62:
coiled-coil domain containing 62, CST3: Cystatin C, LINGO1: Leucine-rich repeat and
immunoglobulin-like domain-containing nogo (neurite outgrowth inhibitor) receptor-interacting
protein 1, LRRK2: Leucin-reiche Repeat-Kinase 2, MAPT: Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau,
MAPT-H1C: H1C-Haplotyp des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, MDR1: Multidrug Resistance
1, NEP: Neprilysin, PDXK: Pyridoxalkinase, PITX3: paired like homeodomain 3, SNCA: a-
Synuklein, STK39: serine/threonine kinase 39



Tab. 6 Pipettierschema der Polymerase-Kettenreaktion-Mastermixe
siehe hierzu * 2.2.1, ** 2.2.2 und *** 2.2.3

Mastermix Mastermix Mastermix Mastermix

1 fiir 2 fir 3 fiir 4 fiur
Ansatz1.1 Ansatz1.2 Ansatz1.3 Ansatz1.4
[in pl] [in pl] [in pl] [in pl]
TE-Puffer
3,0 3,0 3,0 3,0
(10X)**
MgCl2 0 1,8 1,8 0
(25 mM)**
H20 6,4 3,2 3,8 8,0
dNTPs 0,3 0,3 0,3 0,3
(10 mM)**
Primer forward 0.3 0.3 0.3 0.3
jeweils (10 pM)
Primer reverse 0.3 0.3 0.3 0.3
jeweils (10 pM)
Polymerase*** 0,1 0,1 0,1 0,1
DMSO* 1,0 0 0 0

Abkiirzungen: DMSO: Dimethylsulfoxid, dNTPs: Desoxyribonukleosidtriphosphate, H-O: Wasser,
MgCl,: Magnesiumchlorid, TE-Puffer: Tris-Ethylendiamintetraessigséure-Puffer

Zu jedem Mastermix wurden 3ul DNA-Probe gegeben, sodass vier
Ansatze mit dem Volumen 12pl erhalten wurden. Dieses Vorgehen
wurde fur jede einzelne DNA-Probe des Kollektivs durchgefuhrt und

einmalig pro PCR eine Leerprobe mit 3pyl H20 angefertigt.
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Anschlie®end durchliefen die Probenansatze den PCR-Prozess mit
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation im Thermocycler,

siehe hierzu Abb. 7 und Abb. 8 sowie Tab. 24.

BuniaisiplqAH
198 0¢
2,09

Abb. 7 Polymerase-Kettenreaktion-Thermocycler-Programm fiir Ansatz 1.1, 1.2 und 1.3

Abkiirzungen: Min.: Minuten, Sek.: Sekunden

BuniaisiplgAH
198 0¢
2,09

Abb. 8 Polymerase-Kettenreaktion-Thermocycler-Programm fiir Ansatz 1.4

Abkiirzungen: Min.: Minuten, Sek.: Sekunden
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b) Gelelektrophorese

Zunachst erfolgte die Herstellung des 1%igen Agarosegels. Hierzu
wurden 2g Agarose mit 200ml TBE-Puffer aufgekocht und
anschlieBend 5pl  Ethidiumbromid wunter RuUhren hinzugefugt.
Ethidiumbromid ermdglicht die Sichtbarmachung der DNA-Banden
unter UV-Licht. Diese noch flussige Mischung wurde in die Form mit
eingesteckten Kammen geflllt. Die durch Abkuhlung entstandene
Gelmatte wurde bis zur Nutzung bei 4 °C in transparenter Folie

gelagert.

Die angefertigte Gelmatte wurde in die Elektrophorese-Apparatur
eingelegt und mit TBE-Puffer bis zur Markierungslinie aufgefullt.
Vorhandene Luftblasen wurden ausgestrichen. In die erste Kammer
der Gelmatte wurden 3,5ul des Langenmarkers (GeneRuler DNA
Ladder) pipettiert, in jede weitere Kammer 3,5ul PCR-Produkt
gemischt mit Bromphenolblau-Marker. In eine letzte Kammer wurde
das PCR-Produkt der Negativkontrolle gemischt mit Bromphenolblau
aufgetragen. Durch diese Farbung des Produkts ist eine visuelle
Kontrolle der Laufweite wahrend der Elektrophorese mdglich, und das
enthaltene Glycerol fuhrt zu einem Absinken der Probe in die
Geltasche.

Nach Anschliel3en einer Spannung von 150-200 V fur etwa 30 Minuten
konnten die Banden unter UV-Licht im Geldokumentationssystem
sichtbar gemacht und abfotografiert werden. Beispiele hierfur finden
sich im Anhang (siehe Abb. 29 und Abb. 30).

Das Vorhandensein von Banden in der Negativkontrolle spricht fur eine
Verunreinigung. In diesem Fall wurden die Proben verworfen und die
PCR wiederholt.
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c) Erste Aufreinigung (Purifikation)

Die erste Aufreinigung erfolgte zur Entfernung (Verdau)
uberschussiger Primer und dNTPs. Zunachst wurde das Enzym

Exonuklease (EXO)-I zehnfach verdunnt.

Verdinnung EXO-I (1:10)

0,1ul EXO-I

0,5ul Tris-Ethylendiamintetraessigsaure (TE)-Puffer
0,4ul H20

Im Folgenden konnten jeweils zwei Ansatze nach dem folgenden

Pipettierschema zusammengefugt werden.

1)  7,5ul PCR-Produkt Ansatz 1.1
+ 7,5ul PCR-Produkt Ansatz 1.4

15ul PCR-Produkt (im Weiteren Ansatz 2.1 genannt)

2)  7,5ul PCR-Produkt Ansatz 1.2
+ 7,5ul PCR-Produkt Ansatz 1.3

15ul PCR-Produkt (im Weiteren Ansatz 2.2 genannt)



Zu den beiden neuen PCR-Produkt-Ansatzen wurden jeweils 2yl
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und 1yl verdinnte EXO-I
gegeben. Der Verdau der Ansatze 2.1 und 2.2 wurde im Thermocycler
mit einstundiger Inkubation bei 37 °C und funfzehnminutiger
Inaktivierung bei 75 °C durchgefuhrt. Im Anschluss konnten die Proben

bei 4 °C gelagert werden.

SNaP-Shot®-PCR

Fur den Schritt der SNaP-Shot®PCR wurden zwei Primer-Mixe
vorbereitet. Diese wurden nach dem folgenden Schema pipettiert,
wobei die Primer des ersten Mastermixes denen von Ansatz 1.1 und
1.4 und diejenigen des zweiten Mastermixes denen von Ansatz 1.2 und
1.3 zuzuordnen sind (siehe Tab. 7 und Tab. 8).
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Tab. 7 Primer-Mixe fiir die SNaP-Shot®-Polymerase-Kettenreaktion-Mastermixe

* Statistisch ausgewertete SNPs sind markiert

Primer-Mix 1 Primer-Mix 2

Primer Volumen [in pl] Primer Volumen [in pl]

CST3 0,5 MAPT-H1C 0,5

APOE1* 0,5 LRRK2* 1,0

APOE?2 0,6 SNCA* 0,7

STK39 1,5 BST1 0,5

MDR1 0,5

NEP 0,5

MAPT* 0,7

PDXK 0,1

PITX3 1,0

LINGO1 0,5

CCDC62 0,3

Abkiirzungen: APOE: Apolipoprotein E, BST1: bone marrow stromal cell antigen 1, CCDC62:
coiled-coil domain containing 62, CST3: Cystatin C, LINGO1: Leucine-rich repeat and
immunoglobulin-like domain-containing nogo (neurite outgrowth inhibitor) receptor-interacting
protein 1, LRRK2: Leucin-reiche Repeat-Kinase 2, MAPT: Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau,
MAPT-H1C: H1C-Haplotyp des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, MDR1: Multidrug Resistance
1, NEP: Neprilysin, PDXK: Pyridoxalkinase, PITX3: paired like homeodomain 3, SNCA: a-
Synuklein, STK39: serine/threonine kinase 39



Tab. 8 Pipettierschema Mastermixe der SNaP-Shot®-Polymerase-Kettenreaktion

Mastermix 1 fir Mastermix 2 fiir
Ansatz 2.1 [in pl] Ansatz 2.2 [in pl]
H20 1,9 0
Multiplex Ready 20 20
Reaction Mix ’ ’
Primer-Mix Primer-Mix 1 Primer-Mix 2

Der SNaPShot® Multiplex Ready Reaction Mix enthalt eine
Polymerase, ddNTPs und Puffer. Von ihm mussen 2ul im Mastermix
enthalten sein, der Ansatz wurde entsprechend der Primervolumina mit
Wasser aufgeflllt. Zu beiden Mastermixen wurden 3ul des einmalig
aufgereinigten PCR-Produkts gegeben, woraus sich zwei Ansatze von
10ul ergaben.

AnschlieBend durchlaufen die Probenansatze den PCR-Prozess im

Thermocycler, siehe Abb. 9 und Tab. 24.
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Abb. 9 SNaP-Shot®-Polymerase-Kettenreaktion-Thermocycler-Programm fiir Anséatze 2.1 und 2.2

Abkirzungen: Sek.: Sekunden
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e) Zweite Aufreinigung

Fur die zweite Aufreinigung wurden Sul des Ansatzes 2.1 und 5ul des
Ansatzes 2.2 zu 1ul SAP pipettiert und im Thermocycler erneut mit
einstundiger Inkubation bei 37 °C und funfzehnminutiger Inaktivierung
bei 75 °C verdaut. Durch diese sogenannte ,Post-
Extensionsbehandlung® sollen Uberschussige ddNTPs entfernt

werden.

f) DNA-Sequenzierung

1ul des aufgereinigten Amplifikats wurde mit 10ul Formamid und 0,2l
LIZ®-Standard in eine fur Sequenzierungen geeignete 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert und bis zur Sequenzierung selbst bei 4 °C
weniger als 24 Stunden gelagert.

Die Sequenzierung erfolgte im Avant Genetic Analyzer 3100. Zur
Auswertung wurden die Ergebnisse mit der Gene Mapper Software als
Elektropherogramm dargestellt. Dabei werden Farbkurven manuell

den verschiedenen Genotypisierungen des Multiplex zugeordnet.

2.4.3 Messung der Osteopontin-Konzentration im Plasma

Die Messung der Osteopontin-Konzentration im Plasma erfolgte mit dem
Sandwich-ELISA ,Human Osteopontin Assay Kit“ der Firma IBL, Japan (siehe
Kapitel 2.4.1.3). Dieses ist fur Bestimmungen von humanem nativen und
rekombinanten OPN in Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Plasma, Urin und
Zellkulturmedien zugelassen.

Als primarer Antikorper diente ,Anti-Human OPN (O-17) Rabbit 1gG Affinity

Purify“, der mit einem Teil des N-Terminus des humanen OPN reagiert.
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Als sekundarer Antikorper diente ,Anti-Human OPN (10A16) Mouse IgG MoAb
Fab’-HRP*, welcher an einem Teil der rechten Seite der Thrombin-Spaltstelle des
humanen OPN reagiert. Er ist mit Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish
peroxidase), einem Reporterenzym zur Signalverstarkung des Chromogens
gekoppelt.

Als Chromogen wurde Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet. Diese
lichtempfindliche  Benzidin-Verbindung fuhrt bei Zugabe zu dem
antikérpergebundenen OPN der Proben zu einer Blaufarbung. Der Farbumschlag
wird durch Oxidation durch das in der HRP enthaltene Wasserstoffperoxid (H20-)
hervorgerufen. Nach einer 30-minutigen lichtgeschitzten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die schwefelsaurehaltige Stop-Losung hinzugefugt.
Diese bewirkt einen gelben Farbumschlag, der proportional zur OPN-
Konzentration ist. Im Anschluss kénnen die Absorptionswerte im

Spektralphotometer bei 450nm innerhalb von 30 Minuten gemessen werden.

Die Tests wurden nach der im Kit mitgelieferten Anleitung durchgefihrt
(http://lwww.ibl-america.com/pdf/newIBLelisa/27158.pdf).

In dieser Arbeit wurden die Proben zwanzigfach (12ul Plasma: 228yl
Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (EIA, Enzyme Immunoassay)-Puffer)
verdunnt. Dieses Verdlinnungsverhaltnis ergab sich aus der Durchfihrung eines
Probelaufs und Anpassung an die Kalibrierungskurve des Standards. Ahnliche
Werte sind in Versuchen vorangegangener Arbeiten mit dem Kit beschrieben
worden.

Der Standard wurde nach Protokoll als Verdinnungsreihe mit den Werten 320 —
160 — 80 — 40 — 20 — 10 — 5 — 0 ng/ml angefertigt. Die spektralphotometrischen
Messwerte des Standards wurden als logarithmische Kalibrierungskurve
aufgezeichnet, anhand derer eine Umrechnung der Extinktionen der Proben in
OPN-Konzentrationen moglich war. Als Negativkontrolle wurde ein Well der
Mikrotiterplatte mit 100ul EIA-Puffer befullt, ohne dass nach der ersten Inkubation
sekundare Antikdrper verwendet wurden. Der Messwert der Kontrolle wurde als
Extinktion der Pufferlosung selbst gewertet und von den Standard- und

Probenextinktionen abgezogen.
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Standard, Negativkontrolle und Proben wurden jeweils zweifach pro ELISA
aufgetragen. Durch diese Doppelbestimmung sollten Messfehler aufgedeckt
werden. Der Mittelwert der beiden Proben wurde als Arbeitswert verwendet. Eine
dritte Messung der Proben erfolgte, wenn sich die ersten beiden Messwerte um

mehr als 30 % unterschieden.

2.5 Statistische Auswertung

Die Datenanalyse erfolgte mit der Statistik-Software IBM SPSS Statistics 21.
Die statistische Auswertung erfolgte zur Uberpriifung einer aufgestellten
Alternativhypothese (H1). Eine Alternativhypothese beschreibt die Annahme
eines vom bisherigen Wissensstand abweichenden oder nicht erfassten
Zusammenhangs. Abzugrenzen hiervon gilt es die Nullhypothese (Ho). Diese
steht fur die Annahme, dass sich kein signifikanter Unterschied zu bisherigen
Erkenntnissen ergibt und damit die Alternativhypothese abgelehnt werden muss.
Die Gruppeneinteilung erfolgte in PD, MCI und PDD. Die quantitativen Merkmale
OPN-Konzentration, Alter, Bildungsjahre, Alter bei Erkrankungsbeginn,
Erkrankungsdauer, die Ergebnisse der MMSE- und PANDA-Screening-Tests,
UPDRS-III, Hoehn und Yahr-Stadium und GDS wurden initial ebenso wie die
qualitativen Merkmale Geschlecht, Familienanamnese und genetische Varianten
auf Normalverteilung durch Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests untersucht.
AnschlieBend wurde die Assoziation mit der Gruppeneinteilung untersucht.
Hierfur wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Hypothesentest zur
Analyse unabhangiger Stichproben durchgefuhrt.

Die Variablen wurden auf statistisch signifikante Zusammenhange
beziehungsweise Unterschiede unter Verwendung von Hypothesentestungen
analysiert. Zur Beurteilung, welche Faktoren Einfluss auf die Gruppeneinteilung
haben, wurden sowohl der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (OPN-
Level, Alter, Krankheitsdauer, Bildungsjahre) als auch der Mann-Whitney-U-

Homogenitatstest (SNPs, Familienanamnese, Geschlecht) angewandt.
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Im Folgenden wurde fur die intervallskalierte Variable OPN-Level eine
Beeinflussung durch andere intervallskalierte Variablen (Alter, Krankheitsdauer,
Bildungsjahre) mithilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und
des Korrelationskoeffizienten nach Pearson beurteilt. Nominalskalierte Variablen
(Geschlecht, SNPs, Familienanamnese) wurden unter Verwendung des t-test fur
unabhangige Stichproben und des Homogenitatstests nach Mann-Whitney-U
uberprift.

Die Variable Familienanamnese wurde auf eine Assoziation mit den genetischen
Varianten mit dem Chi2-Test untersucht.

Zuletzt wurden Regressionsanalysen ((multinominale) logistische Regression,
ordinal logistische Regression, lineare Regression) zur Ermittlung der
Unabhangigkeit der Einflisse auf die Gruppeneinteilung und das OPN-Level
angewandt.

Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05, also eine Irrtumswahrscheinlichkeit

< 5 %, angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kohortenbeschreibung

3.1.1 Datenerfassung

Zur Baseline-Untersuchung in Tubingen konnten 104 Probanden rekrutiert
werden, von denen 10 Probanden nachtraglich ausgeschlossen werden mussten

(Drop-Outs). 94 Teilnehmer konnten somit in die Studie eingeschlossen und

untersucht werden.

Der Ausschluss der 10 Drop-Out-Patienten erfolgte bei nachtraglichem Ruckzug
der Einwilligungserklarung der Patienten, Nachweis einer Glucocerebrosidase

(GBA)-Mutation und bei klinisch-anamnestischem Verdacht auf ein atypisches

Parkinson-Syndrom (siehe Abb. 10).

Screening
(n = 104)
Drop-Outs
\ (n = 10)
* Ruckzugder
. Einwilligung
Teilnehmer Verdacht auf atypisches
(n=94) Parkinson-Syndrom
GBA-Mutation
PD PD-MCI PDD

Abb. 10 Flussdiagramm des Patienteneinschlusses

Abkiirzungen: GBA: Glucocerebrosidase, n: Anzahl, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit,
PDD: Parkinson-Erkrankung mit Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven

Defizit
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3.1.2 Charakteristika der untersuchten Kohorte

Bei allen Probanden handelte es sich um Kaukasier europaischer Herkunft.
Gemessen zum Zeitpunkt der Untersuchung betrug das durchschnittliche Alter
des Patientenkollektivs 68,8 Jahre. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei
58,7 Jahren bei einer durchschnittlichen Erkrankungsdauer von 9,6 Jahren. Die
Bildungsjahre lagen im Mittel bei 13,1 Jahren. Insgesamt wurden mehr mannliche
als weibliche Teilnehmer eingeschlossen. Das Geschlechterverhaltnis von
Frauen zu Mannern war 1:2,8. Eine Zusammenfassung dieser Daten ist in Tab.
9 aufgefuhrt.

Tab. 9 Charakteristika der untersuchten Kohorte

Variable

Eingeschlossene Probanden

Anzahl o
Alter [a] 68,8+7,0
Mittelwert + SD
Alter bei Krankheitsbeginn [a] 587 + 94
Mittelwert + SD
Erkrankungsdauer [a] 96+6.6
Mittelwert £ SD
Bildungsjahre [a] 131+ 3.0
Mittelwert £ SD
Geschlecht
Anzahl (Anteil am Gesamtkollektiv in %)
Geschlecht - weiblich 25 (26,6 %)
Geschlecht - mannlich 69 (73,4 %)

Abkiirzungen: a: Jahre, SD: Standardabweichung
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3.1.3 Einteilung in Untersuchungsgruppen

Die insgesamt 94 untersuchten Patienten teilen sich nach Auswertung der
Ergebnisse der neuropsychologischen Testung in 30 ohne Kkognitive
Einschrankungen (PD), 39 mit leichtem kognitivem Defizit (PD-MCI) und 25 mit
diagnostizierter Demenz (PDD) (siehe Abb.11).

PD
PD-MCI

PDD

27%
32%

41%

Abb. 11 Prozentuale Verteilung des Patientenkollektivs in kognitive Subgruppen

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit Demenz
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3.2 Variablenbeschreibung

3.2.1 Qualitative und quantitative Variablen

Bei den Merkmalen Geschlecht, Familienanamnese und Trédgerschaft
genetischer Verdnderungen handelt es sich um qualitative Variablen. Alter,
Bildungsjahre, Alter bei Erkrankungsbeginn, Erkrankungsdauer, OPN-
Konzentration, die Ergebnisse der MMSE- und PANDA-Screening-Tests,
UPDRS-Ill, Hoehn & Yahr-Stadium und GDS hingegen sind quantitative
Variablen, welche nicht normalverteilt waren (siehe Abb. 32-41); der Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung war entsprechend fur jede der Variablen
signifikant (siehe Tab.10).

Tab. 10 Untersuchung der Variablen auf Normalverteilung

Variable p-Wert
Alter <0,001
Bildungsjahre 0,002
Alter bei Erkrankungsbeginn <0,001
Erkrankungsdauer <0,001
Osteopontin-Konzentration <0,001
Screening-MMSE <0,001
Screening-PANDA <0,001
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Ill (UPDRS-III) 0,003
Hoehn & Yahr-Stadium <0,001
Geriatrische Depressionsskala (GDS) <0,001

Abkiirzungen: MMSE: Mini Mental State Examination, PANDA: Parkinson Neuropsychometric Dementia

Assessment
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3.2.2 Variablenverteilung innerhalb der Subgruppen

3.2.2.1 Variablen der Screening-Untersuchung innerhalb der Subgruppen

Die beiden Screening-Tests MMSE und PANDA zeigten eine geringere
Ergebnispunktzahl bei Zunahme des kognitiven Defizits (jeweils p < 0,001). Die
Ergebnisse sind in Tab. 11 dargestellt.

Der Mittelwert des Screening-MMSE aller Probanden lag bei 27,1 Punkten
(Spannweite 15 Punkte, Standardabweichung + 2,8 Punkte). Der Mittelwert der
PDD-Gruppe lag unterhalb der mittleren Ergebnispunktzahl des Gesamtkollektivs
bei 23,7 Punkten mit einer Standardabweichung von £ 2,8 Punkten (siehe Abb.
42). In der PD-MCI-Subgruppe lag der Mittelwert bei 28,0 Punkte
(Standardabweichung = 1,6 Punkte); in der PD-Subgruppe lag dieser bei 28,8
(Standardabweichung £ 1,1 Punkte).

Der Mittelwert des Screening-PANDA lag bei 19,5 Punkten im Gesamtkollektiv
(Spannweite 29 Punkte, Standardabweichung + 7,2 Punkte). Der Mittelwert der
PDD-Gruppe lag unterhalb der mittleren Ergebnispunktzahl des Gesamtkollektivs
bei 11,2 Punkten mit einer Spannweite von 19 Punkten und einer
Standardabweichung von £ 5,1 Punkten (siehe Abb. 43). In der PD-MCI-
Subgruppe lag der Mittelwert des PANDA bei 20,7 Punkten
(Standardabweichung * 5,6 Punkte); in der PD-Subgruppe lag dieser bei
24,8 Punkten (Standardabweichung + 3,7 Punkte).

Tab. 11 Ergebnisse der Screening-Testungen nach Subgruppen

Variable Kohorte PD PD-MCI PDD p-Wert

MMSE
Mittelwert + SD

271+28 288+1,1 280+16 23,7+28 <0,001
PANDA

Mittelwert + SD 195+7,2 248+3,7 20,7+56 11,2+51 <0,001

Abkiirzungen: MMSE: Mini Mental State Examination, PANDA: Parkinson Neuropsychometric Dementia
Assessment, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer
Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, SD: Standardabweichung
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Das Hoehn & Yahr-Stadium zur Beurteilung des Auspragungsgrades der
motorischen Symptomatik (siehe Methodenteil Kapitel 2.3.1.3) lag bei Probanden
mit einer PDD signifikant hoher (p = 0,001). Bei keinem der untersuchten PDD-
Probanden lag eine nur geringe funktionelle Einschrankung mit unilateraler
Beteiligung vor. Bei 46 % der untersuchten PDD-Patienten lag ein Stadium 2, bei
38 % ein Stadium 3 und bei 17 % ein Stadium 4 vor. Bei Probanden mit einer
PD-MCI waren 5 % im Stadium 1, 18 % im Stadium 2, 64 % im Stadium 3 und 13
% im Stadium 4 wahrend der Screening-Untersuchung. Bei den untersuchten
PD-Patienten lag mit 77 % Uberwiegend ein Stadium 2 vor. 10 % waren im
Stadium 1 nach Hoehn und Yahr, 13 % im Stadium 3. Bei keinem der kognitiv
nicht beeintrachtigten Teilnehmer lag ein Stadium 4 oder 5 vor (siehe hierzu Abb.
12).

Verteilung der Hoehn & Yahr-Stadien in den Subgruppen

PD PD-MCI PDD

Mit jeweils anteilig absoluter Probandenzahl
innerhalb des Hoehn & Yahr-Stadiums

100%
11
o\: 80% .
c 5
L 4
2 60% 25
—
2
-
n
'q_,) 40%
o 7
5
f: 20% 4 23 )
3
0%
0 1 2 3 4 5

Hoehn & Yahr-Stadium

Abb. 12 Verteilung der Hoehn & Yahr-Stadien in den Subgruppen

Abkirzungen: PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer

Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit
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3.2.2.2 Variablen der Kklinischen Baseline-Untersuchung innerhalb der

Subgruppen

In der Screening-Einschatzung mittels Hoehn & Yahr-Stadien-Einteilung zeigte
sich eine ausgepragtere motorische Einschrankung bei kognitiv beeintrachtigten
Teilnehmern. Dies spiegelt sich auch in der detaillierteren Einschatzung des
Schweregrades der motorischen Auspragung anhand der UPDRS-Skala Il
wider. Eine hohe Punktzahl wird dort bei einem groeren motorischen Defizit
erreicht (siehe Methodenteil Kapitel 2.3.2.2). Die durchschnittlich erreichte
Punktzahl des Kollektivs lag bei 25,1 Punkten (Spannweite 48 Punkte,
Standardabweichung + 11,6 Punkte), bei vorliegender PDD bei durchschnittlich
33,3 Punkten (Spannweite 33 Punkte, Standardabweichung + 10,25 Punkte)
signifikant hoher (p < 0,001) (siehe Abb. 44).

In der geriatrischen Depressionsskala (GDS) zeigte sich ebenfalls eine
signifikante Zunahme der depressiven Symptomatik bei vorliegender Demenz (p
= 0,001). Der Mittelwert der Ergebnispunktzahl lag bei 3,9 Punkten im
untersuchten Kollektiv. In der PDD-Gruppe wurde eine mittlere Punktzahl von 5,8
mit einer Spannweite von 12 Punkten und einer Standardabweichung von * 3,23
Punkten erreicht (siehe Abb. 45). Die Ergebnisse der Subgruppen hinsichtlich
motorischer Einschrankung und Depression sind zur Ubersicht in Tab. 12
wiedergegeben.

Die Familienanamnese zeigte keine statistisch signifikante Assoziation zur

Subgruppen-Einteilung.
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Tab. 12 Durchschnittswerte und Verteilungen der Screening-Daten nach Subgruppen

Variable Kohorte PD PD-MCI PDD p-Wert

UPDRSH-III

Mittelwert + SD 251+116 21678 226+12,5 33,3+10,3 <0,001

GDS

Mitielwert+ sSp >0 £ 3.0 31+23 32+29 58+32 0,001

Abkiirzungen: GDS: Geriatrische Depressionsskala, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit,
PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten
kognitiven Defizit, SD: Standardabweichung, UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Ill

3.2.2.3 Kovariablen innerhalb der Subgruppen

Zur Veranschaulichung der Verteilung innerhalb der Subgruppen PD, MCI und
PDD, sind die epidemiologischen Daten fur Alter, Bildungsjahre,
Erkrankungsalter und Erkrankungsdauer in Boxplot-Diagrammen (siehe Abb. 13
- 16), die Geschlechterverteilung in einem Balkendiagramm (siehe Abb. 17)
dargestellt. Diese werden im Folgenden auch als Kovariablen bezeichnet und bei
signifikanter Assoziation zur Subgruppeneinteilung in die weiteren Analysen
einbezogen. Eine genauere Ubersicht tiber die erhobenen Kovariablen und deren
Verteilung innerhalb Subgruppen PD, PD-MCI und PDD soll die folgende Tab. 13

geben.
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Tab. 13 Kovariablen nach Subgruppen

Variable PD PD-MCI PDD p-Wert

Alter [a]
Mittelwert + SD 663+81 679+64 730+43 0,001
Bildungsjahre [a]
Mittelwert £ SD

Alter bei
Krankheitsbeginn [a] 57,5+108 588+8,7 60,1+9,0 0,770
Mittelwert + SD

139+28 133+30 11,9+29 0,023

Erkrankungsdauer [a]

) 83+5)9 8,6 6,7 12,6 +6,7 0,015
Mittelwert + SD

Geschlecht 0,114
Anzahl (%)
Geschlecht - weiblich 11 (36,7 %) 11 (28,2%) 3 (12 %)
Geschlecht - mannlich 19 (63,3 %) 28 (71,8 %) 22 (88 %)

Abkirzungen: a: Jahre, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit
einer Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, SD:

Standardabweichung

Das Alter innerhalb der Subgruppen (siehe Abb. 13) war bei Probanden mit
begleitender Demenz signifikant hdher. Das mittlere Alter des gesamten
Kollektivs betrug 68,8 Jahre (siehe Abb. 32). In der Gruppe mit PD ohne
kognitives Defizit lag das mittlere Alter bei 66,3 Jahren mit einer Streuung von 43
bis 77 Jahren (Spannweite 34 Jahre). Der in der Abb. 13 dargestellte Median
betrug 68 Jahre. In der PD-MCI-Gruppe lag das mittlere Alter bei 67,9 Jahre mit
einer Streuung von 48 bis 79 Jahren (Spannweite 31 Jahre). Der Median betrug
hier 67 Jahre. In der Gruppe der PDD-Erkrankten betrug das mittlere Alter
73,0 Jahre mit einer Streuung von 64 bis 80 Jahren (Spannweite 16 Jahre). Der
Median lag bei 73 Jahren.
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Abb. 13 Altersverteilung innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreiler sind als ° mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung

ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

Die mittlere Anzahl der Bildungsjahre innerhalb der Untersuchungsgruppen
(siehe Abb. 14) war bei den untersuchten PDD-Patienten signifikant niedriger
(p =0,023). Die mittlere Anzahl der Bildungsjahre des gesamten Kollektivs betrug
13,1 Jahre (siehe Abb. 33). In der Gruppe der Probanden mit PD betrugen die
Bildungsjahre im Mittel 13,9 Jahre mit einer Spannweite von 8 bis 18 Jahren
(Standardabweichung + 2,8 Jahre). In der PD-MCI-Gruppe lagen die
Bildungsjahre im Mittel bei 13,3 Jahren mit einer Spannweite von 8 bis 20 Jahren
(Standardabweichung + 3,0 Jahre). In der Gruppe der PDD-Patienten lag die
mittlere Anzahl der Bildungsjahre insgesamt niedriger bei 11,9 Jahren mit einer

Spannweite von 8 bis 19 Jahren (Standardabweichung + 2,9 Jahre).
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Abb. 14 Mittlere Anzahl der Bildungsjahre innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreiler sind als °, extreme Ausreifder sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

Das Alter bei Erstmanifestation einer PD (Auftreten erster motorischer
Symptome) in diesem Kollektiv betrug im Gesamtdurchschnitt 68,8 Jahre (siehe
Abb. 34). Zwischen den drei Untersuchungsgruppen gab es keinen signifikanten
Unterschied bezlglich des Erkrankungsalters. In der PD-Gruppe betrug das
mittlere Erkrankungsalter 57,5 Jahre mit einer Spannweite von 24 — 69 Jahren
(Standardabweichung + 10,8 Jahre), in der MCI-Gruppe betrug der Mittelwert
58,8 Jahre mit einer Spannweite von 35 — 71 Jahren (Standardabweichung * 8,7
Jahre), in der PDD-Gruppe betrug der Mittelwert 60,1 Jahre mit einer Spannweite
von 44 — 74 Jahren (Standardabweichung £ 9,0 Jahre) (siehe Abb. 15).
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Abb. 15 Alter beim Auftreten erster motorischer Symptome innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreiler sind als ° gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung

ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

Die Erkrankungsdauer innerhalb der Untersuchungsgruppen war bei PDD-
Patienten signifikant hoher (p = 0,015). Die mittlere Erkrankungsdauer des
gesamten Kollektivs betrug 13,1 Jahre (siehe Abb. 35). In der Gruppe der PD-
Patienten lag die Erkrankungsdauer im Mittel bei 8,3 Jahren mit einer Spannweite
von 1 bis 30 Jahren (Standardabweichung + 5,9 Jahre). Der in der Abb. 16
dargestellte Median betrug 7,5 Jahre. In der PD-MCI-Gruppe lag die
Erkrankungsdauer im Mittel bei 8,7 Jahren mit einer Spannweite von 1 bis 35
Jahren (Standardabweichung + 6,7 Jahre). Der Median betrug hier 7 Jahre. In

der Gruppe der PDD-Erkrankten lag die mittlere Erkrankungsdauer insgesamt
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hoher bei 12,6 Jahren mit einer Spannweite von 2 bis 29 Jahren
(Standardabweichung * 6,7 Jahre). Der Median betrug 12 Jahre.
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Abb. 16 Erkrankungsdauer seit dem Auftreten der ersten motorischen Symptome innerhalb der
Subgruppen
Milde Ausreiler sind als °, extreme Ausreifder sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

Insgesamt wurden mehr mannliche als weibliche Probanden in die Studie
eingeschlossen mit einem Geschlechterverhaltnis von weiblich zu mannlich mit
1:2 bei Betrachtung des Gesamtkollektivs. Dieser Unterschied ist in der Gruppe
der PDD-Probanden tendenziell grofer (12 % versus 88 %) im Vergleich zu den

beiden anderen Untersuchungsgruppen (siehe Abb. 17).
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Bezuglich der Geschlechterverteilung zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den analysierten Subgruppen im Chi?-Test.

Geschlechterverteilung
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Abb. 17 Geschlechterverteilung innerhalb der Subgruppen

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

3.2.2.4 Korrelation der Kovariablen

Der Einfluss der Kovariablen Geschlecht, Alter, Bildungsjahre, Alter bei
Erkrankungsbeginn, Erkrankungsdauer aufeinander wurde getestet. Die
Variablen Alter und Bildungsjahre waren signifikant mit dem Geschlecht
assoziiert. Ebenso waren Alter und Erkrankungsdauer signifikant mit dem Alter

bei Erkrankungsbeginn assoziiert (siche Tab. 14).
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Tab. 14 Korrelation der Kovariablen

Kovariable 1 Kovariable 2 p-Wert
Geschlecht Alter 0,011
Geschlecht Bildungsjahre <0,001
Geschlecht Alter bei Erkrankungsbeginn 0,056
Geschlecht Erkrankungsdauer 0,350
Alter Bildungsjahre 0,304
Alter Alter bei Erkrankungsbeginn <0,001
Alter Erkrankungsdauer 0,415
Bildungsjahre Alter bei Erkrankungsbeginn 0,755
Bildungsjahre Erkrankungsdauer 0,604
Alter bei Erkrankungsbeginn Erkrankungsdauer <0,001

3.3 Assoziationen der untersuchten Biomarker mit den

Subgruppen

3.3.1 Assoziationen der genetischen Marker mit den Subgruppen

Die Tab. 15 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der Allele in der gesamten
Kohorte und den einzelnen Subgruppen. Zur Veranschaulichung der
Allelverteilung dienen auch Abb. 18 — 25.
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Tab. 15 Verteilungen der Einzelnukleotid-Polymorphismen nach Subgruppen

Variable Kohorte PD PD-MCI PDD
£P05(8/4) 75 (79,8 %) 28 (37,3%) 34 (453 %) 13 (17,3 %)
nzahl (%
—0(TT) 58 (77,3 %) 21(75,0%) 26 (76,5%) 11 (84,6 %)
—1(CT) 16 (21,3%) 7(250%) 7(20,6%) 2 (154 %)
—2(CC) 1(1,3 %) 0 (0 %) 1(2,9 %) 0 (0 %)
/I\WA’Z/T(/) 85 (90,4 %) 30(353%) 35(41,2%) 20 (23,5%)
nzahl (%
-0 (GG) 4 (4,7 %) 1 (3,3 %) 1(2,9%) 2(10,0 %)
—1(AG) 31(36,5%) 9(30,0%) 15(429%) 7 (35,0%)
— 2 (AA) 50 (58,8 %) 20 (66,7 %) 19 (54,3 %) 11 (55,0 %)
fNC;fI\(/) 85(90,4 %) 30(353 %) 35(41,2%) 20 (23,5%)
nzahl (%
— 0 (AA) 32(376%) 10(33,3%) 21(60,0%) 1(50 %)
—1(AG) 35(41,2%) 12(40,0%) 9(257 %) 14 (70,0 %)
— 2 (GG) 18 (212%) 8(26,7%) 5(143%) 5(25,0 %)
/l\'RR;/(f/) 84 (89,4 %) 29 (34,5%) 35(41,7%) 20 (23,8 %)
nzahl (%
—0(TT) 46 (54,8 %) 16 (55,2 %) 21 (60,0 %) 9 (45,0 %)
—1(CT) 33(39,3%) 10(34,5%) 13 (37,1 %) 10 (50,0 %)
— 2 (CC) 5 (6 %) 3(10,3%)  1(2,9 %) 1 (5,0 %)

Abkiirzungen: A: Adenin, APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin, G: Guanin, LRRK2:
Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reiche Repeat-Kinase2, MAPT: Einzelnukleotid-
Polymorphismus des Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau-Gens, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives
Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten
kognitiven Defizit, SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus des a-Synuklein-Gens, T: Thymin

Bei 75 Probanden erfolgte der Nachweis des APOE-Genotyps, bei 85 Probanden
die Bestimmung der MAPT- und SNCA- und bei 84 Probanden der LRRK2-
(siehe Tab. 25).

Sequenzierungsprozesses war der Nachweis bei den Ubrigen Patienten nicht

Variante Trotz mehrfacher Wiederholung des
mdglich. Bezuglich der getesteten genetischen Variationen stellt sich ein
signifikanter Zusammenhang im Auftreten eines SNCA-Risikoallels (dominantes
Modell) mit der Gruppeneinteilung dar (p< 0,001). Eine Ubersicht der

Signifikanzen ist in Tab. 16 dargestellt.
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Tab. 16 Assoziation der genetischen Marker mit den Subgruppen
Dargestellt ist das jeweilige dominante und das rezessive Modell der Einzelnukleotid-Polymorphismen.
*p=23x10%

Variable p-Wert
APOE ¢4
dominantes Modell (TT versus CT+CC) 0,781
rezessives Modell (TT+CT versus CC) 0,543
MAPT
dominantes Modell (GG versus AG+AA) 0,440
rezessives Modell (GG+AG versus AA) 0,554
SNCA
dominantes Modell (AA versus AG+GG) <0,001*
rezessives Modell (AA+AG versus GG) 0,425
LRRK2
dominantes Modell (TT versus CT+CC) 0,560
rezessives Modell (TT+CT versus CC) 0,442

Abkiirzungen: A: Adenin, APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin, G: Guanin, LRRK2:
Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase, MAPT: Einzelnukleotid-
Polymorphismus des Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau-Gens, SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus
des a-Synuklein-Gens, T: Thymin
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Abb. 18 APOE e4-Alleltrager innerhalb der Subgruppen (dominantes Modell)

Abkiirzungen: APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin (Risikoallel), MCI: Parkinson-
Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit,
PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, T: Thymin
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Abb. 19 APOE g4-Homozygote innerhalb der Subgruppen (rezessives Modell)

Abkiirzungen: APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin (Risikoallel), MCI: Parkinson-
Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit,
PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, T: Thymin
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Abb. 20 MAPT H1-Alleltrager innerhalb der Subgruppen (dominantes Modell)

Abkiirzungen: A: Adenin (Risikoallel), G: Guanin, MAPT H1: H1-Haplotyp des Gens des Mikrotubuli-
assoziierten Proteins Tau, MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-
Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz
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Abb. 21 MAPT H1-Homozygote innerhalb der Subgruppen (rezessives Model)

Abkiirzungen: A: Adenin (Risikoallel), G: Guanin, MAPT H1: H1-Haplotyp des Gens des Mikrotubuli-
assoziierten Proteins Tau, MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-
Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz
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Abb. 22 SNCA-Risikoalleltrager innerhalb der Subgruppen (dominantes Modell)

Abkiirzungen: A: Adenin, G: Guanin (Risikoallel), MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven
Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz,
SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus des a-Synuklein-Gens
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Abb. 23 SNCA-Homozygote fiir das Risikoallel innerhalb der Subgruppen (rezessives Modell)

Abkirzungen: A: Adenin, G: Guanin (Risikoallel), MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven
Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz,
SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus des a-Synuklein-Gens
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Abb. 24 L RRK2-Risikoalleltrager innerhalb der Subgruppen (dominantes Modell)

Abkiirzungen: C: Cytosin (Risikoallel), LRRK2: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-

reichen Repeat-Kinase, MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-

Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, T: Thymin
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Abb. 25 L RRK2-Homozygote fiir das Risikoallel innerhalb der Subgruppen (rezessives Modell)

Abkiirzungen: C: Cytosin (Risikoallel), LRRK2: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-
reichen Repeat-Kinase, MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-
Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, T: Thymin
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3.3.2 Assoziation der Osteopontin-Konzentrationen mit den Subgruppen

Die OPN-Konzentration im Plasma konnte bei insgesamt 65 der 104 Probanden
bestimmt werden (siehe Tab. 25). Bei den weiteren Probanden lag eine
entsprechende Plasmaprobe nicht vor oder die OPN-Konzentrationen lagen trotz
wiederholter Bestimmung auf3erhalb der Toleranz der 30 %-Differenz.

Innerhalb der Kohorte betrug die mittlere OPN-Konzentration im Plasma
411,1ng/ml mit einer Standardabweichung von * 188,4ng/ml (siehe Tab. 17 und
Abb. 36). Der Mittelwert betrug in der PD-Gruppe 411,1ng/ml bei einer
Standardabweichung von 192,2ng/ml, in der PD-MCI-Gruppe 388,8ng/ml bei
einer Standardabweichung von 190,8ng/ml und in der PDD-Gruppe 438,0ng/ml
bei einer Spannweite von 187,4ng/ml. Die Abb. 26 zeigt die Verteilungen der
OPN-Konzentration innerhalb der Untersuchungsgruppen. Die OPN-Spiegel

waren nicht mit der Einteilung in die Subgruppen nach Kognition assoziiert.

Tab. 17 Osteopontinkonzentrationen in den Subgruppen

Variable Kohorte PD PD-MCI PDD p-Wert
Osteopontin 65 (69,1 %) 23 (76,7 %) 23 (59,0 %) 19 (76,0 %)
Anzahl (%)

MW + SD 4111 4111 388,8 + 438,0 +
[ng/mi] 188,4 192,2 190,8 187,4

0,555

Abkirzungen: MW: Mittelwert, PD: Parkinson-Erkrankung ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-
Erkrankung mit einer Demenz, PD-MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, SD:
Standardabweichung
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Abb. 26 Osteopontin-Konzentration innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreiler sind als °, extreme Ausreifder sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

3.3.3 Assoziationen der Biomarker und der Familienanamnese mit den

Subgruppen nach Korrektur fur Kovariablen

Bei weiteren Berechnungen wurde fur die signifikant mit der
Subgruppeneinteilung assoziierten Kovariablen Alter, Bildungsjahre und
Erkrankungsdauer (siehe Tab. 13) korrigiert.

Die Testvariablen OPN-Konzentration, Familienanamnese und die einzelnen

SNPs wurden auf Assoziation mit der Gruppeneinteilung mittels multinominaler
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Regression getestet und dabei fur die Kovariablen Alter, Bildungsjahre und
Erkrankungsdauer korrigiert. Signifikant mit der Gruppeneinteilung assoziiert war
nach Korrektur die Variable SNCA im dominanten Modell (AA versus AG+GG)
(PD versus MCI: p = 0,048; PD versus PDD: p = 0,021; MCI versus PDD:
p = 0,002) (siehe Tab. 18). Das Vorliegen eines SNCA-Risikoallels war signifikant
mit der Gruppeneinteilung nach Korrektur fur die Kovariablen assoziiert. Eine
Signifikanz zeigte sich sowohl in der Abgrenzung von PDD gegenuber MCI (PDD:
5 % versus 95%; PD-MCI: 60 % versus 40 %; p =0,002) als auch bei der
Gegenuberstellung von Probanden ohne kognitives Defizit (PD) und Probanden
im MCI-Stadium (PD: 33,3 % versus 66,7 %; PD-MCI: 60 % versus 40 %;
p = 0,048).

Weder fur die OPN-Plasmakonzentration noch fur andere genetische Varianten
zeigte sich nach Korrektur fur die Kovariablen ein signifikanter Zusammenhang
zur kognitiven Klassifikation. Die OPN-Konzentration unterschied sich statistisch
nicht zwischen den Subgruppen (PD versus PD-MCI: p = 0,700; PD versus PDD:
p = 0,226; PD-MCI versus PDD: p = 0,131).
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Tab. 18 Assoziationen der Variablen mit den Subgruppen nach Korrektur fiir Kovariablen
* nicht bewertet aufgrund der zu geringen Fallzahl

p-Wert
Variable PD vs. PD-MCI
po-mci PP Vvs-PDD Lo pDD

Osteopontin-Konzentration 0,700 0,226 0,131
Familienanamnese 0,741 0,127 0,163
APOE ¢4

dominant (TT vs. CT+CC) 0,940 0,610 0,624

rezessiv (TT+CT vs. CC) 0,994 * *
MAPT

dominant (GG vs. AG+AA) 0,960 0,082 0,084

rezessiv (GG+AG vs. AA) 0,296 0,213 0,584
SNCA

dominant (AA vs. AG+GG) 0,048 0,021 0,002

rezessiv (AA+AG vs. GG) 0,281 0,759 0,266
LRRK2

dominant (TT vs. CT+CC) 0,686 0,758 0,980

rezessiv (TT+CT vs. CC) 0,296 0,945 0,389

Abkiirzungen: A: Adenin, APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin, G: Guanin, LRRK2:
Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase 2, MAPT: Einzelnukleotid-
Polymorphismus des Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau-Gens, SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus
des a-Synuklein-Gens, T: Thymin, vs.: versus

Erganzend wurde auch die Familienanamnese genauer untersucht. Die
Verteilung der wahrend der Anamnese erhobenen Angaben der Probanden sind

nach Subgruppen aufgeteilt Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27 Familienanamnese innerhalb der Subgruppen

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

Eine positive Familienanamnese fur eine PD wurde eigenanamnestisch erhoben,
war in der PDD-Gruppe (16 %) tendenziell seltener berichtet worden als in der
PD-MCI (25 %) und der PD-Gruppe (30 %).

Dieser Zusammenhang zeigte sich jedoch statistisch nicht signifikant. Auch nach
Korrektur fur die Kovariablen konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen einer positiven Familienanamnese und der kognitiven Subgruppe
gezeigt werden (PD versus PDD p = 0,127; PD-MCI versus PDD p = 0,163).
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3.3.3.1 Assoziation der OPN-Konzentration mit der Gruppeneinteilung bei

Korrektur fur Kovariablen und den SNCA-Genotypen

Die Testvariable OPN-Konzentration wurde auf eine Assoziation mit der
Gruppeneinteilung getestet (siehe Kapitel 3.3.2) und hiernach fiir die Kovariablen
Alter, Bildungsjahre und Erkrankungsdauer korrigiert (siehe Kapitel 3.3.3).
Hierbei zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen der OPN-
Konzentration und der Subgruppen-Einteilung. Es erfolgte anschlieend die
Korrektur flr das als signifikant mit der Gruppeneinteilung getestete, dominante
Modell des SNPs SNCA (TT versus CT+CC) zusatzlich zur Korrektur fur die
Kovariablen. Fir die OPN-Konzentration konnte auch nach dieser weiteren

Korrektur keine signifikante Assoziation gezeigt werden (siehe Tab. 19).

Tab. 19 Assoziation der Osteopontin-Konzentration mit der Gruppeneinteilung nach Korrektur fiir
Kovariablen und das dominante Modell des SNCA-Einzelnukleotid-Polymorphismus

p-Wert
Variable
PDvs.MCI  PDvs.PDD  MCI vs. PDD
Osteopontin- 0,550 0,897 0,827

Konzentration

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung

ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz, vs.: versus

3.3.4 Assoziationen der Variablen mit der OPN-Konzentration

Das dominante Modell des LRRK2-SNPs war mit der OPN-Konzentration
signifikant assoziiert (p = 0,047). Fur die anderen untersuchten Parameter konnte
kein Zusammenhang mit der OPN-Konzentration festgestellt werden (siehe Tab.
20).
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Tab. 20 Assoziationen der Variablen mit der Osteopontin-Konzentration

Variable p-Wert
Geschlecht 0,493
Alter 0,809
Bildungsjahre 0,827
Alter bei Erkrankungsbeginn 0,990
Erkrankungsdauer 0,730
Screening-MMSE 0,286
Screening-PANDA 0,876
Hoehn & Yahr-Stadium 0,202
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Ill (UPDRS-III) 0,237
Geriatrische Depressionsskala (GDS) 0,304
Familienanamnese 0,523
APOE ¢4

dominantes Modell (TT versus CT + CC) 0,755

rezessives Modell (TT + CT versus CC) 0,290
MAPT

dominantes Modell (GG versus AG + AA) 0,141

rezessives Modell (GG + AG versus AA) 0,167
SNCA

dominantes Modell (AA versus AG + GG) 0,271

rezessives Modell (AA + AG versus GG) 0,796
LRRK2

dominantes Modell (TT versus CT + CC) 0,047

rezessives Modell (TT + CT versus CC) 0,387

Abkirzungen: A: Adenin, APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin, G: Guanin,
LRRK2: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase,
MAPT: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau-Gens,
SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus des a-Synuklein-Gens, T: Thymin
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Bei Probanden mit einem LRRK2-Riskoallel konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der OPN-Konzentration nachgewiesen werden (p = 0,047).
Bei Risikoalleltragern war die OPN-Konzentration im Plasma geringer als bei PD-
Patienten ohne das Risikoallel (siehe Abb. 28).
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Abb. 28 Osteopontin-Konzentration bei Probanden mit und ohne LRRK2-Risikoallel
Extreme Ausreif3er sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet

Abkiirzungen: C: Cytosin (Risikoallel), LRRK2: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-
reichen Repeat-Kinase, T: Thymin
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4 Diskussion

Die Diagnosekriterien einer PD ebenso wie die einer PD-MCI oder PDD basieren
in erster Linie auf der Einschatzung im Rahmen einer klinischen Untersuchung.
Bisher konnte kein Biomarker identifiziert werden, der die Diagnose eines
kognitiven Defizits im Rahmen einer PD ohne weitere klinische Untersuchungen
verlasslich unterstitzt oder sogar sichert. Ein solcher Risikomarker ware nicht
nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern konnte fur betroffene Patienten
eine frUhzeitige, individualisierte Versorgung ermoglichen und die
Diagnosestellung fiir klinisch tatige Arzte erleichtern.

Zielsetzung dieser Arbeit war die Detektion eines genetischen oder
serologischen Biomarkers, der durch eine einfache, im Klinikalltag leicht zu
praktizierende periphere Blutentnahme die bisher klinisch gestellte Diagnose
einer PDD oder PD-MCI unterstitzt und die Genauigkeit der Diagnosestellung
erhdhen konnte. Hierfur wurden Patienten des Tubinger PD-Kollektivs der
DEMPARK-Studie im Rahmen der Baseline-Untersuchung neurologisch und
neuropsychologisch genau charakterisiert. Anhand der erhobenen Daten im
Rahmen der neuropsychologischen Testung erfolgte eine Einteilung in drei
Subgruppen PD, PD-MCI und PDD.

Zur Durchfuhrung einer explorativen Datenanalyse wurden mehrere genetische
und ein serologischer Marker in dem untersuchten Kollektiv bestimmt. Die
ausgewahlten Einzelnukleotid-Polymorphismen SNCA, MAPT und LRRKZ2
konnten in GWAS wiederholt als genetische Risikofaktoren fur die Entwicklung
einer PD bei kaukasischen Patienten identifiziert werden (Gasser et al., 2011).
Neben diesen wurde die Haufigkeit des APOE ¢4-Allels, bekannt als ein
Risikomarker fur eine Demenz vom Alzheimer-Typ (Farrer et al., 1997),
untersucht. Erganzend zu genetischen Risikovarianten wurde der Biomarker
OPN quantitativ im Plasma bestimmt. Er spielt bei immunologischen Prozessen
eine Rolle. Ein erhdhter Spiegel konnte in Zusammenhang mit
neurodegenerativen Veranderungen gebracht werden (Maetzler et al., 2007).
Eine Assoziation zu den Einzelnukleotid-Polymorphismen rs429358 (APOE ¢4),
rs1491923 (LRRKZ2) und rs393152 (MAPT) konnte nicht gefunden werden.
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Bemerkenswerterweise zeigte sich fur den Einzelnukleotid-Polymorphismus
rs356219 (SNCA) fur das Vorhandensein eines Risikoallels (AA versus AG+GG)
eine signifikante Assoziation mit der Subgruppeneinteilung (p < 0,001). Diese
Assoziation blieb auch nach Korrektur fur die Kovariablen Alter, Bildungsjahre
und Erkrankungsdauer signifikant (PD vs. MCI: p = 0,048; PD vs. PDD: p = 0,021;
MCI vs. PDD: p = 0,002).

Ein Zusammenhang zwischen der OPN-Konzentration im Plasma und der
Subgruppeneinteilung nach Kognition (PD, PD-MCI und PDD) liel® sich auch
nach Korrektur fur die Kovariablen Alter, Bildungsjahre und Erkrankungsdauer
und den SNCA-Genotyp nicht nachweisen. Allerdings zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang des OPN-Levels mit LRRK2-Riskoalleltragern. Eine niedrigere
OPN-Konzentration war signifikant mit dem Vorhandensein eines LRRK2-

Riskoallels assoziiert (p = 0,047).

4.1 Einzelnukleotid-Polymorphismen innerhalb des

Patientenkollektivs

Die Variablen Alter, Bildungsjahre, Erkrankungsdauer, Screening-MMSE und
-PANDA, UPDRS-III, GDS, Hoehn & Yahr-Stadium und das dominante Modell
des SNCA-SNPs waren mit der Gruppeneinteilung signifikant assoziiert (siehe
Tab. 11 — 13 und Tab. 16). Die PDD-Patienten dieses Kollektivs waren signifikant
alter (p = 0,001), hatten eine geringe Anzahl an Bildungsjahren (p = 0,023) und
eine langere Erkrankungsdauer (p =0,015) im Vergleich zu nicht dementen
Probanden. Auch motorische Defizite (p=0,001) und eine depressive

Symptomatik (p = 0,001) waren bei PDD-Probanden signifikant ausgepragter.
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411 APOE ¢4

Das APOE ¢4-Allel ist ein nachgewiesener Risikofaktor fur die Entwicklung einer
AD (Farrer et al.,, 1997), weshalb ein Zusammenhang mit einer kognitiven
Beeintrachtigung in dem Kollektiv der aktuellen Studie untersucht wurde.

Die Haufigkeit der Risikoalleltrager in der Normalbevdlkerung wird mit circa
14,5 % beschrieben (Eisenberg et al., 2010). Es zeigte sich im Gesamtkollektiv
dieser Studie mit 22,6 % Alleltragern eine Uber der Normalbevolkerung liegende
Auftrittshaufigkeit. In allen Gruppen lag sie dennoch deutlich unterhalb der
Homozygoten-Haufigkeit von 51,7 % Patienten mit einer AD in Zentraleuropa
(Ward et al., 2012). Diese Beobachtungen entsprechen denen einer Autopsie-
basierten Studie von Tsuang et al. aus dem Jahr 2013, dort lag die
Tragerhaufigkeit mit 19,1 % bei PDD-Patienten ebenfalls héher als bei der
Kontrollgruppe (7,2 %) und niedriger als bei untersuchten AD-Patienten (38,1 %)
(Tsuang et al., 2013).

Fur das Auftreten eines kognitiven Defizits im Rahmen der PD wird ein
Zusammenhang weiterhin kontrovers diskutiert. Zwei Metaanalysen zum
Zusammenhang von APOE-Polymorphismus und PDD kamen zu dem Schluss,
dass es zwar Hinweise auf einen solchen gibt, bis dahin durchgeflhrte und
analysierte Studien jedoch konfliktbehaftet und heterogen seien. Die
Durchfuhrung weiterer, standardisierter Studien mit einheitlich verwendeten
PDD-Diagnosekriterien wurde gefordert (Huang et al., 2006, Williams-Gray et al.,
2009b).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten keinen Zusammenhang zum
Auftreten eines kognitiven Defizits (PD-MCI und PDD) im Rahmen der PD, auch
nicht nach Korrektur flr die Kovariablen Alter, Bildungsjahre und
Erkrankungsdauer. Dieses Ergebnis entspricht den aktuellen Daten aus einer
Veroffentlichung  zur  sich der DEMPARK-Studie  anschlieRenden
,Langzeitbeobachtung dementieller Symptome und cognitiver Parameter sowie
Anwendbarkeit neuer prognostischer Marker bei der Parkinson-Erkrankung®
(LANDSCAPE)-Studie (Balzer-Geldsetzer et al., 2011). Hierin werden die

multizentrischen  Daten des  prazise klinisch  neurologisch  und
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neuropsychologisch charakterisierten Kollektivs dargestellt (Mengel et al., 2016).
Longitudinale Daten waren jedoch weder in der aktuellen Studie noch in der
Veroffentlichung von Mengel et al. 2016 beinhaltet. Gleiches gilt fir die 2012
veroffentlichen Daten der ,/Incidence of Cognitive Impairment in Cohorts with
Longitudinal Evaluation—Parkinson’s Disease” (ICICLE-PD)-Studie. Zwischen
den hierin untersuchten Subgruppen PD und PD-MCI zeigte sich ebenfalls kein
Unterschied im APOE-Genotyp; eine longitudinale Datenerfassung bezlglich
eines moglichen Auftretens oder Fortschreitens des kognitiven Defizits ist
ebenfalls geplant (Yarnall et al., 2014).

In einer prospektiven Kohortenstudie von Morley et al. 2012 konnte im Rahmen
der Baseline-Untersuchung ebenfalls kein Einfluss auf das Vorhandensein einer
PDD nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich bei APOE ¢4-Tragern eine
statistisch signifikant raschere Abnahme der allgemeinen kognitiven Fahigkeiten
in den longitudinalen Daten (Morley et al., 2012). In einer weiteren, in den letzten
Jahren verdffentlichen longitudinalen Studie konnte ebenso ein Zusammenhang
mit einer PDD gezeigt werden (Tsuang et al., 2013). Ein Nutzen als pradiktiver
Marker des APOE ¢4-Allels bezuglich der Entwicklung einer PDD wird daher
diskutiert (Mata et al., 2014).

In Zusammenschau der bisherigen Studienlage ist die Frage eines
Zusammenhanges zwischen dem Auftreten eines kognitiven Defizits im Rahmen
einer PD und dem APOE-Genotyp nicht abschlieRend geklart. Weitere,
groflangelegte longitudinale Studien mit einheitlichen Diagnosekriterien von PD,
PD-MCI und PDD sowie sehr gut charakterisierten Patientenkollektiven sind
notwendig um dieser Fragestellung weiter nachzugehen. Dahingehend werden
erwartete Auswertungen der longitudinalen Daten der DEMPARK/LANDSCAPE-

Studie einen wichtigen Beitrag leisten.

41.2 MAPT

Fur MAPT wurde als ein Einzelnukleotid-Polymorphismus fur eine PD in der
kaukasischen Bevodlkerung im Rahmen von genomweiten Assoziationsstudien

und deren Metaanalysen nachgewiesen (Nalls et al., 2011). Einen
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Zusammenhang zwischen dem Auftreten des H1/H1-Haplotyps und einer
Demenzentwicklung legt vor allem die Assoziation des Risikoallels mit
dementiellen Erkrankungen wie der frontotemporalen Demenz nahe
(Rademakers et al., 2004). Des Weiteren konnten Hinweise auf einen
genetischen Zusammenhang beziglich des hier untersuchten SNP rs393152
(MAPT) mit einem erhdhten AD-Risiko gezeigt werden (Desikan et al., 2015).
Auch wenn ein Zusammenhang auch mit einer PDD plausibel erscheint, konnte
eine Assoziation bisher nur durch wenige Untersucher gezeigt werden (Williams-
Gray et al., 2009a, Goris et al., 2007, Williams-Gray et al., 2013).

Innerhalb des hier untersuchten Kollektivs ist zu beobachten, dass nahezu alle
Probanden mindestens ein H1-Allel tragen (95,3 %). 4,7 % des Kollektivs sind
homozygot fur den H2-Haplotyp (H2/H2), 36,5 % sind heterozygot (H1/H2) und
58,8 % sind homozygot fur den mit Demenz assoziierten H1-Haplotyp (H1/H1).
Dies entspricht tendenziell der Verteilung bei einer deutschstdmmigen Kohorte
von 265 PD-Patienten in der Literatur. Dort wurde eine Haufigkeit von 71,4 % flr
H1/H1-, 26,3 % fur H1/H2- und 2,7 % fur H2/H2-Trager angegeben (Winkler et
al., 2007).

Zwischen dem Auftreten einer PD-MCI oder PDD und dem MAPT-Allel H1 liel3
sich, auch nach Korrektur flr die Kovariablen Alter, Bildungsjahre und
Erkrankungsdauer, in dem in dieser Studie untersuchten Patientenkollektiv keine
signifikante Assoziation nachweisen. Eine Homozygotie H1/H1 zeigte ebenfalls
keine  signifikante  Assoziation zur  Subgruppeneinteilung. Keinen
Zusammenhang zwischen PDD und einer H1-Homozygotie konnten auch andere
Studien in den letzten Jahren nachweisen (Ezquerra et al., 2008, Morley et al.,
2012, Mata et al., 2014).

Bisher gibt es nur wenige Studien, die den Zusammenhang beleuchten. Die
Ergebnisse sind ebenso wie die Studiendurchfihrung und Probandenauswahl
uneinheitlich. Studien mit gréReren Patientenkollektiven, einheitlichen
Diagnosekriterien und Follow-Up-Untersuchungen sollten erganzend angestrebt
werden.

Da es innerhalb des H1-Haplotypen noch einzelne Subhaplotypen gibt, kdnnten

folgende Untersuchungen die Bestimmung der H1-Subhaplotypen beinhalten,
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um auf diese Weise eine differenzierte Aussage Uber das Risikoallel zu erhalten
(Caffrey and Wade-Martins, 2007). Hinweise auf eine solche Assoziation
ergaben sich fur den H2a-Subhaplotyp mit einem mdglichen protektiven Effekt
und fir den H1p-Subhaplotyp, der signifikant haufiger bei PDD-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden konnte (Seto-Salvia et
al., 2011). Aufgrund des regional deutlich unterschiedlichen Verteilungsmusters
der Haplotypen-Haufigkeit kdnnten auch solche regionalen Unterschiede von
Subhaplotypen eine Rolle in der Atiologie der PDD spielen (Winkler et al., 2007,
Donnelly et al., 2010).

41.3 SNCA

Mutationen des SNCA-Gens, welches fur a-Syn kodiert, fuhren zu einem familiar
vererbten Parkinson-Syndrom. Fur SNCA-Triplikationen konnte gezeigt werden,
dass sie einen Einfluss auf die Entwicklung einer Demenz im Rahmen eines
Morbus Parkinson haben (Farrer et al., 2004). SNPs des SNCA-Gens wurden in
GWAS wiederholt mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fur Morbus Parkinson in
Zusammenhang gebracht (Nalls et al., 2014). Zu den Risikovarianten gehort
auch der hier untersuchte SNP rs356219 (Han et al., 2015).

Das fur die PD pathognomonische Korrelat sind LBs und LNs. Dass ihre
Verteilung im ZNS mit dem Krankheitsstadium einer PD und schlussendlich auch
mit dem Auftreten von kognitiven Defiziten und einer Demenz korreliert,
beobachteten Braak et al. im Jahre 2002, und auch andere Forschungsgruppen
konnten diese Ergebnisse reproduzieren (Braak et al., 2002, Braak et al., 2006,
Irwin et al., 2012). Den groften Anteil der LBs und LNs macht wiederum das a-
Syn aus (Spillantini et al., 1997). Der in dieser Arbeit untersuchte SNP rs356219
konnte mit einer vermehrten Expression des Genprodukts a-Syn assoziiert
werden (Mata et al., 2010). Die Menge von kortikalem a-Syn korreliert positiv mit
der Abnahme der kognitiven Fahigkeiten und dem Auftreten einer PDD (Hurtig et
al., 2000), sodass ein Zusammenhang moglich scheint.

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Assoziation des untersuchten SNPs

rs356219 zum Auftreten einer PDD aufgezeigt werden, wenn mindestens ein
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Risikoallel nachweisbar war. Dieses Ergebnis blieb auch nach Korrektur fur die
Kovariablen signifikant (PD vs. MCI: p = 0,048; PD vs. PDD: p = 0,021; MCI vs.
PDD: p = 0,002). Lediglich ein Proband der PDD-Subgruppe besal® kein
Risikoallel.

Bisherige Daten konnten einen solchen Zusammenhang nicht zeigen (Goris et
al., 2007, Mata et al., 2014, Williams-Gray et al., 2013). In diesen drei, diese
Assoziation untersuchenden Studien wurden deutlich grolere
Patientenkollektive eingeschlossen, die Probanden zum Teil auch longitudinal
untersucht. Eine Unterscheidung der Subgruppen erfolgte jedoch nur zwischen
dementen und nicht-dementen PD-Patienten. Ein MCI-Stadium wurde nicht
abgegrenzt.

Von Interesse ware im Folgenden innerhalb der Kohorte eine
Verlaufsbeobachtung der nicht an Demenz erkrankten Probanden, insbesondere
derer mit einer PD-MCI, mit einem SNCA-Risikoallel. Fur diese stellt sich die
Frage, ob es zu einem haufigeren Ubergang zur PDD im Krankheitsverlauf
kommt.

Ein positives Resultat kdnnte einen potentiellen Marker zur Friherkennung einer
Demenz aufzeigen. Bisher konnten jedoch in vorangegangenen Arbeiten meist
keine Hinweise auf eine solche Assoziation gefunden werden, sodass die hier
nachgewiesene Signifikanz mit Vorsicht zu betrachten ist und
Schlussfolgerungen ein grolReres Patientenkollektiv und Verlaufsbeobachtung

erfordern.

41.4 LRRK2

Mutationen von LRRK2 sind vor allem als autosomal dominante Variante des
familidaren Parkinson-Syndroms bekannt. Zusatzlich konnte eine haufig
vorkommende Variante als Risikofaktor bei der sporadischen PD in GWAS
nachgewiesen werden (Simon-Sanchez et al.,, 2009). Diese wurde in der
aktuellen Arbeit im Kollektiv der DEMPARK-Studie genotypisiert.

Eine Untersuchung zur Assoziation dieses hier untersuchten SNPs rs1491923

mit der Entwicklung einer PD-MCI oder PDD wurde bisher nicht beschrieben,
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somit liegen hieruber bisher keine Erkenntnisse vor. Ein Zusammenhang des
untersuchten Risikoallels mit dem Auftreten eines kognitiven Defizits konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis ist konform mit Beobachtungen bei monogenetischen Fallen,
die in LRRK2-Mutationen keinen Risikofaktor flr eine Demenzentwicklung
fanden. Dort wurde ein vermehrtes Auftreten von Demenz nicht beobachtet,
sondern meist eine geringere Haufigkeit eines kognitiven Defizits (Healy et al.,
2008, Srivatsal et al., 2015, Somme et al., 2015). Hinweise auf einen protektiven
Faktor bezlglich eines Kognitionsdefizits ergeben sich aus den Daten dieses
Kollektivs jedoch ebenso nicht. Es ergibt sich hieraus somit ein Phanotyp ohne
Beeinflussung der Kognition. Dieses Ergebnisses bedarf einer Uberpriifung in

grolReren Kollektiven.

4.2 Osteopontin-Konzentration

OPN ist in dieser Arbeit der einzige nicht-genetische Marker. Die Konzentration
wurde im Plasma bestimmt. Es handelt sich um ein Protein mit bisher nur partiell
geklarter Funktion, fur welches aber ein Zusammenhang zu immunologischen
Prozessen und Neurodegeneration nachgewiesen werden konnte (Sun et al.,
2013). Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung des OPN-Spiegels im
Liquor und Serum bei Parkinson-Erkrankten vorliegt, ebenso wie das
Vorhandensein des Proteins in den fur die Erkrankung pathognomonischen
Lewy-Korperchen in der menschlichen Substantia nigra und tierexperimentell
eine induzierte Expression des Proteins durch bekannte PD-verursachende
Toxine (Maetzler et al., 2007, Iczkiewicz et al., 2007). Durch Auslésung einer
Entzindung in der SN im Maus-Model konnte gezeigt werden, dass Integrin- und
CD44-Rezeptoren, mit welchen OPN interagiert, auf den dortigen Zellen
vermehrt exprimiert werden und es so zu einer Interaktion kommen kann (Ailane
et al., 2013).
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In einer Arbeit von Maetzler et al. konnte 2007 weiterhin ein Zusammenhang von
Kognition zu OPN-Liquorkonzentrationen und von Hoehn & Yahr-Stadien zu
OPN-Serumkonzentrationen nachgewiesen werden (Maetzler et al., 2007).

In dem in dieser Arbeit eingeschlossenen Patientenkollektiv zeigte die OPN-
Serumkonzentration weder eine signifikante Assoziation zu der Einteilung der
Probanden in die Subgruppen nach Kognition noch zu Hoehn & Yahr-Stadien.
In eben dieser obengenannten Untersuchung von Maetzler et al. wird auch die
Einflussnahme von dopaminerger Medikation auf die OPN-Konzentration
diskutiert und konnte auch bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv einen
Einfluss auf die Messergebnisse gehabt haben. Die Annahme, dass erstens die
dopaminerge Medikation die OPN-Level senkt, und dass zweitens demente
Probanden aufgrund fortgeschrittenerer Krankheitsstadien eine hohere
kumulative Medikamentendosis erhalten haben, kdnnte eine Erklarung fur den
fehlenden Zusammenhang bei den fur die vorliegende Arbeit untersuchten
Patienten sein (Maetzler et al., 2007). Fur weitere Studien zu diesem
Zusammenhang ware eine Untersuchung mit medikamentennaiven Probanden
oder zumindest die Berlcksichtigung der Medikation als Kovariable von
Interesse.

Insgesamt liegen die in dieser Arbeit gemessenen Mittelwerte der OPN-
Konzentration in allen Gruppen tendenziell Gber denen des Referenzbereiches
nach  Angaben des Herstellers des  OPN-Kits  (http://www.ibl-
america.com/pdf/newIBLelisa/27158.pdf). Dies kdnnte auf das hohere
Durchschnittsalter des untersuchten Patientenkollektivs zurtckzufuhren sein.
Funktionell kdnnten die insgesamt hoheren OPN-Werte durch eine chronische
EntzGndungsaktivitat, prolongiert durch die im Alter abnehmende Hemmung der
INOS und damit die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(siehe Abb. 4), bedingt sein. OPN, als ein Marker fur einen inflammatorischen
Prozess, konnte eine akute Verschlechterung der Kognition und folglich den
Ubergang in ein MCI-Stadium oder eine PDD aufzeigen. Ein niedriger
gemessener Wert wirde somit eine geringere aktuelle Entzindungsaktivitat
aufzeigen, ein hoherer OPN-Wert hingegen einen entzindlichen ,Schub”

widerspiegeln. Eine vergleichbare  OPN-Erhohung tritt bei  primar
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neuroinflammatorischen Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose in Phasen
einer akuten Verschlechterung im Sinne eines ,Schubs® auf (Shimizu et al.,
2013). Dies konnte ein Grund fur den fehlenden Nachweis einer Assoziation zur
Subgruppeneinteilung sein.

Diese These der OPN-Erhéhung in akuten Phasen der Kkognitiven
Verschlechterung wird unterstitzt durch den Nachweis eines phosphorylierten
OPN-C-Terminus-Fragments im Liquor von AD-Patienten, das als Marker fur den
Ubergang eines MCI-Stadiums in eine Demenz identifiziert werden konnte
(Simonsen et al.,, 2007). Der Frage, ob sich das Fragment auch in
Korperflissigkeiten, wie zum Beispiel dem Plasma, von Parkinson-Patienten
nachweisen lasst, sollte im Hinblick auf die Suche nach Biomarkern far
Demenzentwicklung ebenfalls weiter nachgegangen werden.

Eine weitere Moglichkeit der Differenzierung zwischen den Subgruppen kénnte
der Nachweis einer Verschiebung von Splicing-Varianten des OPNs sein. Durch
alternatives Spleillen des OPN-Gens entstehen zwei weitere Varianten des
OPNs, sog. Osteopontin splicing isoforms (OPN-SI). Diese sind Osteopontin-b
(300 Aminosauren) mit einer Deletion des Exons 5 oder Osteopontin-c
(287 Aminosauren) mit einer Deletion des Exons 4 (Young et al., 1990, He et al.,
2006). Der mdogliche Einfluss von Splicing-Varianten auf den Verlauf von
neurodegenerativen Erkrankungen sollte gepruft werden. In der Onkologie
konnten bereits derartige Verschiebungen nachgewiesen werden, die mit

unterschiedlichen Krankheitsverlaufen assoziiert waren (Tilli et al., 2012).

4.2.1 Osteopontin-Konzentration und LRRK2

Lrrk2 ist ein Protein, das wiederholt in Zusammenhang mit immunologischen
Prozessen gebracht werden konnte. Das LRRK2-Genprodukt scheint auch eine
Rolle bei der Neuroinflammation im Rahmen einer PD zu spielen. So wird es von
Zellen des Immunsystems exprimiert (Schapansky et al., 2015). Untersuchungen
an humanen und murinen Gehirnen zeigen, dass das Protein und die LRRK2-
messangerRNA (mRNA) fur Mikroglia und Astrozyten in erhdohtem Male

detektierbar sind (Russo et al., 2014). Im Tiermodell konnte nachgewiesen
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werden, dass Mikroglia mit einer inhibierten Lrrk2 verminderte TNF-a- und iNOS-
Konzentrationen aufweisen (Moehle et al., 2012, Kim et al., 2012). Die genauen
Zusammenhange von LRRK2 mit immunologischen Prozessen sind jedoch noch
nicht eindeutig geklart. Hierin konnte aber ein Zusammenwirken mit OPN
bestehen.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv konnte fur OPN eine
signifikante Assoziation mit dem dominanten Modell des LRRK2-SNPs
rs1491923 (TT versus CT+CC) nachgewiesen werden (p = 0,047).
Versuchspersonen mit dem Risikoallel wiesen niedrigere OPN-Plasmalevel auf
als solche ohne dieses.

In der Literatur beschriebene LRRK2-Mutationstrager weisen einen typischen
Krankheitsverlauf auf. Die hier niedrigeren OPN-Konzentrationen bei LRRK2-
Risikoalleltragern kdnnten Uber ein vermehrtes Auftreten von oxidativem Stress
mit dem Untergang von hierfur sensiblen Neuronen in der Substantia nigra in
Zusammenhang stehen (siehe Abb. 29, vgl. Abb. 4) und so die

Krankheitsentstehung begunstigen.

LRRK2-
Riskoallel

Apoptose 1
‘l' —> : férdernd
o — : hemmend

Abb. 29 Hypothetisches Modell der Auswirkung einer erniedrigten Osteopontin-Konzentration durch
die LRRK2-Mutation

\

Abkiirzungen: H»0,: Wasserstoffperoxid, iNOS: induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, , LRRK2:
Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase 2, Lrrk2: Leucin-reiche

Repeat-Kinase 2, NO: Stickstoffmonoxid, OPN: Osteopontin, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a
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Bisher festgestellte biochemische Funktionen des LRRK2-Genprodukts legen
einen Zusammenhang zu der OPN-Konzentration nahe. Dieses kdnnte in seiner
Funktion als Kinase phosphorylierende Eigenschaften in Bezug auf den
mTOR/4E-BP/elF4E-Signalweg zu haben. Uber diesen Signalweg wird auch die
Translation von OPN beeinflusst. Da es zu diesem Zusammenhang bisher nur
wenige Arbeiten gibt, deren Daten im Rahmen von Grundlagenforschung in
Systemen wie embryonalen Nierenzellen und Drosophila, die nur eingeschrankt
auf Verhaltnisse im menschlichen Gehirn Ubertragbar scheinen, generiert
wurden, sind die Zusammenhange von OPN und LRRK2 noch nicht hinreichend
gesichert (Imai et al., 2008, Kumar et al.,, 2010). Beim Menschen wurden
Interaktionen bisher nicht nachgewiesen (Chatr-Aryamontri et al., 2015).
Dennoch ergeben sich interessante Hinweise zu der krankheitsbeeinflussenden
Funktion von LRRK2 als ein weiteres molekulares Target aus der Arbeit von Imai
et al. (Imai et al.,, 2008). LRRK2-Mutationen fuhren Uber 4E-BP zu einer
Beeinflussung von miRNAs (Gehrke et al., 2010). MiRNAs wurden 1993 entdeckt
und sind seitdem von zunehmender Bedeutung fur das Verstandnis der
Pathogenese unterschiedlichster Erkrankungen (Lee et al., 1993). Sie sind nicht-
kodierende RNA-Molekule, die von eukaryoter nuklearer DNA abgelesen
werden. lhre biologische Bedeutung wird in der post-transkriptionellen,
epigenetischen Regulation der Proteinbiosynthese gesehen (Garo and
Murugaiyan, 2016).

Auch an murinen Zellkulturen und im Frontalhirn von Parkinson-Patienten haben
sich Zusammenhange zwischen miRNA-Verschiebungen und LRRK2-
Mutationen zeigen lassen (Cho et al.,, 2013). Diesem Aspekt sollte auch im
Zusammenhang mit PDD weiter nachgegangen werden.

Basierend auf der Tatsache, dass eine einzelne miRNA unterschiedliche Ziel-
Gene beeinflussen kann, kdnnte eine einzelne miRNA auch potenziell einen
Krankheitsverlauf modifizieren (Maciotta et al., 2013). Hierin kdnnte, im Sinne
von sogenannten miRNA-Mimics und Anti-miRNAs, sogar ein neuer moglicher

Therapieansatz fur die Neurodegeneration im Rahmen der PD liegen.
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4.3 Limitationen der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Kollektiv von 94 Probanden untersucht.
Aufgeteilt nach der Kognition ergaben sich drei Gruppen von weniger als
40 Probanden. Eine geringe Gruppengrolie kdnnte ein Grund fur falsch negative
Ergebnisse sein. Grundsatzlich kann aufgrund des relativ kleinen Kollektivs und
der Komplexitat der Erkrankung ein prognostischer Marker weder mit Sicherheit
identifiziert noch ausgeschlossen werden, es ergeben sich lediglich Hinweise auf
einen solchen. Analysen der longitudinalen Daten sind hierfur erganzend
notwendig. Insbesondere kleine Effekte der Einzelnukleotid-Polymorphismen
konnen durch die geringe Patientenzahl unerkannt bleiben.

Bei den Probanden dieser Arbeit handelt es sich um Patienten, bei denen bereits
eine medikamentdse Therapie der PD begonnen wurde. Sie waren zum
Untersuchungszeitpunkt nicht mehr medikamentennaiv. AuRerdem wiesen sie
neben der untersuchten Erkrankung Komorbiditaten auf, die ebenso wie die
deshalb eingenommene Medikation einen Einfluss auf Messergebnisse, zum
Beispiel die OPN-Konzentration, haben konnten.

Die Patienten wurden hauptsachlich aus der neurologischen Ambulanz rekrutiert.
Bei fortgeschrittener PD ist auch das Vorliegen einer PDD haufiger (Hely et al.,
2008). Die Auspragung der Erkrankung, bezogen auf ein motorisches wie auch
kognitives Defizit und eine depressive Verstimmung, kdbnnen dazu gefuhrt haben,
dass fur diese Patienten eine ambulante Vorstellung nicht mdglich war. Dies
wiederum konnte bedingt haben, dass schwer betroffene Patienten nicht
eingeschlossen werden konnten. Auch die Qualitat der Eigenanamnese kann
durch das Vorliegen einer fortgeschrittenen kognitiven Beeintrachtigung
beeinflusst worden sein. Ein Beispiel konnte hier die mit zunehmendem
kognitivem Defizit tendenziell haufiger als negativ benannte Familienanamnese
sein.

Die Diagnose der PD wird in diesem Kollektiv anhand der UK PDSBB Kriterien
gestellt (Hughes et al., 1992), die neuropathologisch validiert sind und bei
Anwendung durch einen erfahrenen Neurologen mit Schwerpunkt fur

Bewegungsstorungen eine hohe Sensitivitat und Spezifitat zeigen (Hughes et al.,
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2002). Allerdings kann die Diagnose des Morbus Parkinson mit letzter Sicherheit
erst posthum rickwirkend gestellt werden, sodass die Diagnose der Erkrankung
zum Zeitpunkt der Untersuchung auf einer Experteneinschatzung basiert
(Postuma et al., 2015).

Weiterhin ist die Zuteilung zu den Subgruppen, insbesondere die Zuordnung zur
Gruppe des MCI von individuell gesetzten Cut-Off-Werten abhangig (Liepelt-
Scarfone et al., 2011). Hierbei wird eine Standardabweichung festgelegt, die die
Zuordnung zu kognitiven Subgruppen aus den Ergebnissen der
neuropsychologischen Testung ermoglicht.

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine explorative Datenanalyse. Das
gewahlte Signifikanzniveau wurde entsprechend mit p < 0,05 festgelegt, um
Hinweise fur bisher noch unbekannte Zusammenhange aufzuzeigen. Diese
mussen im Folgenden weiter untersucht werden. Zu beachten ist, dass
anschlieBende, weiterfihrende Analysen dieser Zusammenhange einer
Korrektur fur multiples Testen bedurfen, das a-Niveau muss entsprechend

angepasst werden.

4.4 Ausblick

Eine Starke dieser Arbeit ist die genaue Klassifizierung der untersuchten PD-
Patienten durch aufwandige neurologische und neuropsychologische Testungen
entsprechend aktueller Leitlinien und Expertenmeinungen. Hierdurch war auch
eine Abgrenzung der meist in der Literatur nicht unterschiedenen PD-MCI
moglich. Bisherige Daten in der Literatur zeigen uneinheitliche Ergebnisse
bezlglich Markern, die im Zusammenhang mit dem Auftreten eines kognitiven
Defizits im Rahmen der PD stehen. Ein Grund hierfur ist unter anderem die
uneinheitliche Klassifizierung des kognitiven Defizits. Diese reicht von einer
Klassifizierung anhand einer Screening-Testung (zum Beispiel mittels MMSE) bis
hin zu aufwandigen neuropsychologischen Untersuchungen mit mehrfach

Testungen in den einzelnen Kognitionsdomanen. Des Weiteren erfolgt haufig
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lediglich die Unterscheidung zwischen PD und PDD ohne Abgrenzung des PD-
MCI-Stadiums. Hinzu kommen Unterschiede in der Auswahl von Tests und Cut-
Off-Werten zur Unterteilung der kognitiven Subgruppen (Liepelt-Scarfone et al.,
2011). Dahingehend ware das Ziel, einheitliche Kriterien zur Diagnosestellung,
insbesondere der PD-MCI, zu etablieren. Diese wurden bereits 2012 in den
Movement Disorder Society Task Force Guidelines durch ein Expertengremium
formuliert (Litvan et al., 2012). Durch eine einheitliche Verwendung koénnte dann
eine bessere Vergleichbarkeit der Studien geschaffen werden.

Hinzu kommt in diesem Zusammenhang die immer mehr an Bedeutung
gewinnende Identifizierung von weiteren Subtypen der PD. Innerhalb der
Patienten mit der Diagnose einer PD gibt es deutliche Unterschiede in der
Auspragung der motorischen Symptome, aber auch nicht-motorischen
Symptome und deren Progress im Verlauf der Erkrankung. Manche PD-
Patienten bleiben im gesamten Verlauf ihrer Erkrankung kognitiv
unbeeintrachtigt, andere entwickeln eine PD-MCI ohne eine spatere PDD, wieder
andere zeigen ein rasches Voranschreiten des Kognitionsdefizits mit einer
frhzeitigen Entwicklung einer PDD (Pedersen et al., 2013). Auch bezuglich des
kognitiven Defizits kdnnen unterschiedliche Auspragungen der Einschrankungen
in den Kognitionsdomanen gefunden werden. Beispielhaft sei hier die
Unterscheidung von PD-MCI-,non-amnestic* und PD-MCI-,amnestic* genannt,
die im Kollektiv der LANDSCAPE-Studie identifiziert werden konnten (Kalbe et
al., 2016). Auch die Erkennung und Diagnostizierung einer Fruhform der PD
(,Prodromal PD) bietet weitere Optionen der Klassifizierung (Berg et al., 2015,
Postuma and Berg, 2016). Durch die Friherkennung konnen sich weitere
Erkenntnisse ergeben, Patienten zum Beispiel medikamentennaiv untersucht
werden.

Anzustreben ist also eine genauere Klassifikation der Patienten und Identifikation
von Subtypen. Dies wurde nicht nur die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen
verbessern, sondern koénnte auch zur Fruherkennung, Einschatzung der
Prognose, Entwicklung individuellerer arztlicher Patientenbetreuung und
mdglicherweise auch individueller therapeutischer Ansatze (zu Beispiel

pharmakologisch versus nicht-pharmakologisch) fuhren kénnen (Lawrence et al.,
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2016). Bisher ist der Goldstandard der Diagnosestellung zu Lebzeiten die
Expertenmeinung (Postuma et al., 2015). Ein mit vergleichbar geringem Aufwand
und Kosten verfugbarer Marker konnte die Diagnosestellung auch fur nicht im
Bereich der Bewegungsstdrungen erfahrene Arzte erleichtern und stiitzen.
Bezuglich der hier untersuchten Marker sind ebenfalls genauere Analysen
sinnvoll. Als Beispiel sind hier vor allem die Subhaplotypenidentifizierung des
MAPT und die OPN-Splicing-Varianten zu nennen (Seto-Salvia et al., 2011, Tilli
etal., 2012).

Ein valider Biomarker kdonnte in diesem Zusammenhang die bisher klinische
Diagnosestellung erleichtern und stitzen. Multizentrische Projekte, wie die ,Fox
Investigation for New Discovery of Biomarkers in Parkinson's Disease”
(BioFIND)-Studie oder das Parkinson Disease Biomarkers Program (PDBP), zur
Etablierung von Biomaterial-Datenbanken grof3er Patientenkollektive soll in der
Zukunft das Finden von prognostischen Markern vereinfachen (Kang et al., 2016,
Rosenthal et al., 2016).

In dieser Studie untersuchte genetische Marker konnten, gemeinsam mit
anderen in GWAS identifizierten SNPs durch Risikoallelsummierung oder
Algorithmen- beziehungsweise Score-Bildung unter Einbeziehung anderer
Untersuchungen (andere Bioproben, apparative Diagnostik) maoglicherweise
einen Zusammenhang zu kognitiven Defiziten aufzeigen. Eine Kombination von
Biomarkern im Serum und anderen Bioproben (Liquor, Urin, Speichel, sonstige
Gewebeproben), genetischer und epigenetischer Veranderungen (miRNAs),
klinischer und bildgebender Untersuchungsverfahren
(Magnetresonanztomographie (MRT), transkranieller Ultraschall (TCS),
Positronen-Emissions-Tomographie (PET), Einzelphotonen-Emissions-
Tomographie (SPECT)) konnte in einem grofden, multizentrisch prospektiv
untersuchten, wie hier neuropsychologisch genau charakterisierten Kollektiv zu
neuem Erkenntnisgewinn fuhren.

All dies macht deutlich, wie heterogen die Erkrankung letztendlich ist, und dass
dem grolen Kollektiv der PD-Patienten unterschiedliche Pathomechanismen
zugrunde liegen, die das Finden eines einzelnen Markers erschweren. Es ware

moglich, dass die untersuchten Marker nur bei einem Subtyp der Erkrankung
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einen Einfluss zeigen. Dahingehend sind weitere longitudinale Daten, wie aus
der DEMPARK/LANDSCAPE-Studie, von gro3em Interesse fur die Einschatzung
von Markern zur Entwicklung eines kognitiven Defizits (Balzer-Geldsetzer et al.,
2011, Kalbe et al., 2016).
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5 Zusammenfassung

Nicht-motorische Symptome der neurodegenerativen Parkinson-Erkrankung, wie
das Auftreten kognitiver Defizite, kdnnen Morbiditdat und Mortalitdt der
Erkrankung wesentlich beeinflussen. Etwa knapp ein Drittel der Parkinson-
Patienten leiden an einer Demenz im Rahmen ihrer Erkrankung.

Ein valider Biomarker, der die Diagnose einer Parkinson-assoziierten Demenz
stutzen kann, konnte bisher nicht identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob die in genomweiten Assoziationsstudien als Risikofaktoren
fur die Parkinson-Erkrankung identifizierten Einzelnukleotid-Polymorphismen
SNCA (rs356219), MAPT (rs393152) und LRRK2 (rs1491923) (Simon-Sanchez
et al., 2009, Lill et al., 2012) und das fiur die Alzheimer-Demenz bekannte APOE
£4-Allel (rs429358) (Bertram et al., 2008) eine Assoziation zu kognitiven Defiziten
bei Parkinson-Patienten zeigen. DarUber hinaus wurde die Plasmakonzentration
von Osteopontin, welches in experimentellen Modellen mit Parkinson-
assoziierter Neuroinflammation in Zusammenhang gebracht wurde (Maetzler et
al., 2007), auf eine Assoziation mit den kognitiven Fahigkeiten von Parkinson-
Patienten untersucht.

Im Rahmen der Baseline-Untersuchung der longitudinalen, multizentrischen
DEMPARK-Studie am Zentrum fur Neurologie des Universitatsklinikums
Tubingen wurde ein Kollektiv von insgesamt 94 Parkinson-Patienten
eingeschlossen und nach ausfuhrlicher klinisch-neurologischer und
neuropsychologischer Testung in Subgruppen nach Kognition mit 30 Probanden
ohne eine kognitive Einschrankung (PD), 39 Probanden mit mildem kognitivem
Defizit (PD-MCI) und 25 Probanden mit begleitender Demenz (PDD) unterteilt.
Weiterhin erfolgten die Sequenzierung der Einzelnukleotid-Polymorphismen
sowie die Bestimmung der Osteopontin-Konzentration im Plasma.

Fur die SNCA-Risikoalleltragerschaft zeigte sich eine signifikante Assoziation mit
einer Parkinson-assoziierten Demenz, welche auch nach Korrektur fur die
Kovariablen Alter, Bildungsjahre und Erkrankungsdauer signifikant blieb (PD
versus MCI: p = 0,048; PD versus PDD: p = 0,021; MCI versus PDD: p = 0,002).

Kein Zusammenhang mit einer Kognitionseinschrankung konnte fur die
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untersuchten Einzelnukleotid-Polymorphismen MAPT und LRRKZ2 sowie das
APOE ¢4-Allel und die Osteopontin-Plasmakonzentration gefunden werden. Bei
Vorhandensein des LRRK2-Risikoallels war die Osteopontin-Konzentration im
Plasma signifikant niedriger (p = 0,047).

Die aktuellen Daten dieses neurologisch wie auch neuropsychologisch prazise
klassifizierten Kollektivs konnten das Vorhandensein eines bisher uneinheitlich
beschriebenen Zusammenhangs des SNCA-Einzelnukleotid-Polymorphismus
und einer Demenz im Rahmen der Parkinson-Erkrankung stitzen. Die
Assoziation des LRRK2-Einzelnukleotid-Polymorphismus mit einer niedrigeren
Osteopontin-Plasmakonzentration  ebenso  wie  das Fehlen eines
Zusammenhangs mit der Parkinson-assoziierten Demenz sind bisher in der
Literatur nicht beschrieben.

Weitere Untersuchungen in groReren Kollektiven mit longitudinalen Daten sind
notwendig und konnten erganzend die Differenzierung von MAPT-
Subhaplotypen, Osteopontin-Splicing-Varianten und epigenetischen

Veranderungen enthalten.
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6 Anhang

6.1 Abbildungen

6.1.1 Beispielbilder Gelelektrophorese

Abb. 30 Beispiel Gelelektrophorese Mastermix 1
1 = Langenmarker, 2 = Proben 1-3, 3 = Negativkontrolle
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Abb. 31 Beispiel Gelelektrophorese Mastermix 4
1 = Langenmarker, 2 = Proben 1-2, 3 = Negativkontrolle
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6.1.2 Histogramme der quantitativen Variablen
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Abb. 32 Altersverteilung im untersuchten Patientenkollektiv

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung
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Abb. 33 Verteilung der Bildungsjahre im untersuchten Patientenkollektiv

Abklirzungen: SD: Standardabweichung
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Abb. 34 Verteilung des Alters bei Erstmanifestation im untersuchten Patientenkollektiv

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung
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20 Mittelwert = 9,59 Jahre
SD =6,64

15

Absolute Haufigkeit

w
1

10 20 30

Erkrankungsdauer [Jahre]

Abb. 35 Verteilung der Erkrankungsdauer im Kollektiv

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung
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Abb. 36 Verteilung der Osteopontin-Konzentration im Kollektiv

Abklirzungen: SD: Standardabweichung
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30 Mittelwert = 27,1 Punkte
SD =2,81
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Abb. 37 Verteilung der Screening-MMSE-Ergebnisse im Kollektiv

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung
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20 Mittelwert = 19,48 Punkte
SD=7,19
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Gesamtpunktzahl Parkinson Neuropsychometric
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Abb. 38 Verteilung der Screening-PANDA-Ergebnisse im Kollektiv

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung
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Gesamtpunkizahl Unified Parkinson‘s Disease
Rating Scale Illl (UPDRS-III)

Abb. 39 Verteilung der UPDRS-lII-Ergebnisse im Kollektiv

Abklirzungen: SD: Standardabweichung
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Abb. 40 Verteilung der Hoehn & Yahr-Stadien im Kollektiv

Abklirzungen: SD: Standardabweichung
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Abb. 41 Verteilung der GDS-Ergebnisse im Kollektiv

Abklirzungen: SD: Standardabweichung
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6.1.3 Variablenverteilungen innerhalb der Untersuchungsgruppen
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Abb. 42 Ergebnisse des Screening-MMSE innerhalb der Subgruppen
Extreme AusreilRer sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz
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Abb. 43 Ergebnisse des Screening-PANDA innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreil3er sind als ° mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkiirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz
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Abb. 44 Ergebnisse der UPDRS lll innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreil3er sind als ° mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkiirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung
ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz

140



53 102
[e] o]
12,571 29
o]
o 50
% —~ o
20
=N 10,04
S0 -
E ~ (o]
Y 92
©g % T
<% 7,57
T
N ¢
x O
cn
2 9 507
Qo
i
E a
s
N
o)
o 2,57
07
T T T
PD MCl PDD
Subgruppen

Abb. 45 Ergebnisse der GDS innerhalb der Subgruppen
Milde Ausreil3er sind als °, extreme Ausreil3er sind als * mit Probandennummer gekennzeichnet.

Abkiirzungen: MCI: Parkinson-Erkrankung mit einem leichten kognitiven Defizit, PD: Parkinson-Erkrankung

ohne kognitives Defizit, PDD: Parkinson-Erkrankung mit einer Demenz
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6.2 Tabellen

6.2.1 Zeitverlauf der Identifikation der PD-assoziierten Genvarianten

Tab. 21 Zeitverlauf Identifikation Genvarianten (Lin and Farrer, 2014)

Zeit Studien

1997 Entdeckung einer pathogenen Mutation im a-Synuklein-Gen

bei einer italienischen Familie (Kopplungsstudie)

1999-2001 Kandidatengen-Studien zeigen die Rolle von SNCA und

MAPT bei idiopathischem late-onset Parkinson auf

2003-2004 Identifizierte SNCA-Duplikationen und —Triplikationen lassen
eine Abhangigkeit der Pathogenitat von der Expressionsdosis

erkennen

2004-2005 Bei late-onset Parkinson gelingt der Nachweis einer dominant
vererbten Mutation im LRRK2-Gen

2009-2014 Mit Hilfe von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS)
lassen sich SNCA und MAPT sowie auch LRRKZ2 neben

anderen Loci bestatigen

Abkiirzungen: LRRK2: Gen der Leucin-reichen Repeat-Kinase, MAPT: Gen des Mikrotubuli-assoziiertes
Proteins Tau, SNCA: Gen des a-Synukleins
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6.2.2 Primer-Sequenzen des Risk-Panels

Tab. 22 Primer-Sequenzen des Risk-Panels

Die untersuchten Einzelnukleotid-Polymorphismen sind hervorgehoben.

SNP

rs1064039
CST3

rs429358
APOE (1)

rs7412

APOE (2)

rs34559912
BST1

rs9652490
LINGO1

12471738
MAPT-H1C

rs12817488
CCDC62/HIP1R

rs1491923
LRRK2

rs2010795
PDXK

rs3758549
PITX3

rs393152
MAPT

rs365219
SNCA

chr2:168800545
STK39

rs1045642
(MDR1) ABCBH1

rs6776185
(NEP) MME

Forward

GCACGGGGTCCTCTCTATCT

CCGTTCCTTCTCTCCCTCTT

CCGTTCCTTCTCTCCCTCTT

GATTAAACCCTGTGATGCCAGTAT

GGGAGGAAGGAGGAGAAGAA

GAGGGAGGGAAGGAAGAGAA

CTACTCGGGAGGCTGAAAGG

ACTTCGGGTGTCCTCATAGC

GAGGAGTAAGTGCCCCCATC

GATGCCCACCTG CACT

AAGGAGGGAAGGAAGCAAAG

TGATGTTTGCACATTCATGC

CAAAAAGTGGGCGAAGGATA

TTCAAAGTGTGCTGGTCCTG

TGGGCGACAGAGTGAGACT

Reverse

ACAGGGTCCGGGTGAGAAG

CTGCCCATCTCCTCCATC

CTGCCCATCTCCTCCATC

GCTGGCTTGCTCCTGTAGTC

CTGGAAGTCTCACCCAGGAG

GAACCGAATGAGGACTGGAA

GGATGTGAAGTTTGGCATGA

CCCTCTTTCCCAACACACAT

CCTGTGAGGTCTTGGGAATC

CGGATGGTCTTTGGATGTCT

GCATCAAGGGTAGATCCAGGT

TGCTCCTTTGAGCCACTGTA

ACATCTGCCTTTCCACCAAC

AAGGGTGTGA GTTGCT

CATCTGATTATTAACCTACATTCTTCC

SNaPShot

GCCGTGAGCCCCGCG

TCGCGGACATGGAGGACGTG

G GGTACACTGCCAGGC

GTGCAGTGGTGTGATCATG

GCAGAGTGAAGCTAGGC

GGAAATAACTCACAGGTGAC

TTTTTTTTTTTTTITTITTTTTITTITTCAGGAGAATTGC TTGAACCC

TTTTTTITTTTTITTITTT TTTTITTTICTTTGGCTTTTAGGAATC

TTTTTTTITTITTTTTTTTTTT TITT TITTTTITT TTTTAAGCCT TATCCAGCACC

TTTTTTTTTTTITTI T T T T ITITTITTTITT TITT TITT TTTT TTCT GGAAGT GAGAATG

TTITTTTTTTTIT I T T TITT TITT TITT TITT TITT TTTT TTGAA TGA GGA GAG GAT

TITTTTTII T I T TII T TITT TITT TITT TITT TTITT TTTT TCAAACACAAAATTCCA

TTTTTTTTT T T T ITTTTITITT T T TIT T TITT TITT TITT TTITT TTITTTTTT TACAAAGGACATGAACTCATC

TTTTTTTTTT T I T I T I T T TI T TT T TIT T TITT T T TIT T TITT TITT TTTT TTTGGT GTCACAGGAAGAGAT

TTTTTTTTTT T T T T TI T T TI T T TTI T T T T T T I T TIT T TITT TITT TITT TTITT TCGT TCATCAGCTTTATTCCT

Abklirzungen: A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, SNP: Einzelnukleotid-Polymorphismus, T: Thymin
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6.2.3 Kodierung der Allele

Tab. 23 Kodierung der Allele (Risikoallel und protektives Allel)

Nachst-

gelegenes Gen

SNCA

dominantes Modell

rezessives Modell

LRRK2

dominantes Modell

rezessives Modell

APOE ¢4

dominantes Modell

rezessives Modell

MAPT

dominantes Modell

rezessives Modell

AA +
AG

TT

TT

TT +
CT

TT

TT

TT +
CT

GG

GG

GG +
AG

AG

AG +
GG

GG

CT

CT +
CcC

CC

CT

CT +
CcC

CC

AG

AG +

GG

CC

CC

SNP

rs356219

rs149192
3

rs429358

rs393152

Risiko-

allel

Protek-
tives
Allel

nonE4

Abkiirzungen: A: Adenin, APOE ¢4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, C: Cytosin, G: Guanin, LRRK2:
Einzelnukleotid-Polymorphismus des Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase, MAPT: Einzelnukleotid-

Polymorphismus des Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau-Gens, SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus

des a-Synuklein-Gens, T: Thymin
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6.2.4 Thermocycler-Programme

Tab. 24 Thermocycler-Programme
Programm Prozess

Thermocycler-Programm
fur Ansatz 1.1, 1.2 und 1.3:

. Rasche thermische Regulation auf 94 °C

. Inkubation bei 94 °C fur 30 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 60 °C

. Inkubation bei 60 °C fur 30 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 72 °C

. Inkubation bei 72 °C fir 30 Sekunden

. Wiederholung 34 weitere Male (Schritte 2-6)
. Inkubation bei 72 °C fir 10 Minuten

. Inkubation bei 12 °C dauerhaft

© 00 N O OO W DN -

Thermocycler-Programm
fur Ansatz 1.4:

. Rasche thermische Regulation auf 94 °C

. Inkubation bei 94 °C fur 30 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 60 °C

. Inkubation bei 60 °C fur 30 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 72 °C

. Inkubation bei 72 °C fir 60 Sekunden

. Wiederholung 34 weitere Male (Schritte 2-6)
. Inkubation bei 72 °C fir 10 Minuten

. Inkubation bei 12 °C dauerhaft

© 0O N O O B~ WODN -

Thermocycler-Programm
fur Ansatz 2.1 und 2.2:

. Rasche thermische Regulation auf 94 °C

. Inkubation bei 96 °C fur 10 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 50 °C

. Inkubation bei 50 °C flr 5 Sekunden

. Rasche thermische Regulation auf 60 °C

. Inkubation bei 60 °C fur 30 Sekunden

. Wiederholung 24 weitere Male (Schritte 2-6)
. Inkubation bei 12 °C dauerhaft

0 N O 0o~ WON -
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6.2.5 Anteilig erhobene Daten der Variablen

Tab. 25 Anteilig erhobene Daten der Variablen

Variable

Eingeschossene Probanden

Alter

Bildungsjahre

Alter bei Erkrankungsbeginn
Erkrankungsdauer
Osteopontin-Konzentration
Screening-MMSE

Screening-PANDA

Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Ill (UPDRS-III)
Hoehn & Yahr-Stadium

Geriatrische Depressionsskala (GDS)
Geschlecht

Familienanamnese

APOE €4 (rs429358)

MAPT (rs393152)

SNCA (rs356219)

LRRK2 (rs1491923)

Erhobene
Daten

94 (100 %)
94 (100 %)
91 (96,8 %)
94 (100 %)
94 (100 %)
65 (69,1 %)
94 (100 %)
94 (100 %)
94 (100 %)
93 (98,9 %)
94 (100 %)
94 (100 %)
94 (100 %)
75 (79,8 %)
85 (90,4 %)
85 (90,4 %)

84 (89,4 %)

Abkiirzungen: APOE &4: e4-Allel des Apolipoprotein E-Gens, LRRK2: Einzelnukleotid-Polymorphismus des
Gens der Leucin-reichen Repeat-Kinase, MAPT: Einzelnukleotid-Polymorphismus des Mikrotubuli-
MMSE: Mini Mental State Examination, PANDA: Parkinson
Neuropsychometric Dementia Assessment, SNCA: Einzelnukleotid-Polymorphismus des a-Synuklein-Gens

assoziiertes Protein Tau-Gens,
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Erklarung zum Eigenanteil

Der Eigenanteil an der vorliegenden Arbeit wird im Folgenden dargestellt. Im klinischen
Abschnitt der Arbeit wurden 38 der 94 Probanden in der Parkinson-Ambulanz der
Abteilung fur Neurologie des Universitatsklinikums Tubingen oder Uber Kontaktdaten
ehemaliger Studienteilnehmer durch die Doktorandin rekrutiert. Hieraufhin wurden
Screening-Daten erfasst und eine Anamnese entsprechend des Studienprotokolls
durch die Doktorandin erhoben. Die anschlieRende neurologische Untersuchung
fuhrte ein Facharzt fur Neurologie der Parkinson-Ambulanz der Abteilung fur
Neurologie des Universitatsklinikums Tubingen durch.

Im Anschluss erfolgte durch die Doktorandin die Blutenthahme zur
Blutprobengewinnung und nach Einarbeitung durch Frau PD Dr. Inga Liepelt-Scarfone
und Frau Dr. Susanne Graber-Sultan die selbststandige Durchfuhrung der
neuropsychologischen Testung sowie Bearbeitung von Fragebdgen mit diesen 38
Probanden. Zwei der 38 Probanden wurden im Rahmen von Hausbesuchen durch die
Doktorandin untersucht.

Die erhobenen Daten dieser Probanden wurden selbststandig ausgewertet und in die
DEMPARK-Datenbank eingegeben. Die Interpretation der Ergebnisse der
neuropsychologischen Testung mit hieraus resultierender Einteilung in die
Subgruppen (PD, PD-MCI und PDD) erfolgte durch Frau PD Dr. Inga Liepelt-Scarfone
und Frau Dr. Susanne Graber-Sultan der Abteilung flir Neurodegeneration der
Neurologie des Universitatsklinikums Tubingen.

Die initiale Aufarbeitung und Archivierung der gewonnenen Blutproben erfolgte durch
einen technischen Mitarbeiter des Hertie-Instituts fur klinische Hirnforschung in
Tubingen.

Vorhandene 85 Plasma-Proben des Kollektivs wurden durch die Doktorandin mittels
Osteopontin-ELISA im Hertie-Institut fur klinische Hirnforschung nach Anleitung durch
Herrn Christian Deuschle untersucht. Ebenso erfolgte eine Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration mittels ELISA nach Etablierung der Methode nach
Bradford, diese ist jedoch nicht Teil der Auswertung und daher nicht beschrieben.
AnschlieBend wurde durch die Doktorandin das SNaP-Shot®-Verfahren bei den
Proben angewandt und die Sequenzierung durchgefihrt. Hierbei wurde nach

Einweisung durch Herrn Christian Deuschle und Frau Ann-Katrin Hauser ein
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komplettes Risk-Panel untersucht, nur die statistisch ausgewerteten Einzelnukleotid-
Polymorphismen wurden in der Arbeit genauer beschrieben. Die Interpretation der
Sequenzierungs-Rohdaten erfolgte mithilfe von Frau Ann-Kathrin Hauser am Hertie-
Institut.

Nach Erhebung der klinischen und experimentellen Daten wurden diese durch die
Doktorandin unter Anleitung durch Frau Claudia Schulte statistisch ausgewertet.

Das Manuskript wurde durch Frau Claudia Schulte und Frau PD Dr. Inga Liepelt-

Scarfone zur Korrektur gelesen.

Ich versichere, das Manuskript selbststandig verfasst zu haben und keine weiteren als

die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tldbingen, den 12.03.2017

Ellen Fehlert
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