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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie der Parkinson-Krankheit

Die Parkinson-Krankheit (englisch: Parkinson's Disease, PD) gehort zu den Basal-
ganglienerkrankungen und ist nach der Alzheimer-Krankheit (englisch: Alzheimer's
Disease, AD) die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung.

Aktuell sind rund 4,1 Millionen Menschen weltweit von der Parkinson-Krankheit betrof-
fen, wobei die Pravalenz der Uber 75-jahrigen Bevdlkerung in Deutschland bei
1.800/100.000 liegt (Oertel et al. 2012, Kapitel 2.1). Die Inzidenz betragt 20 von
100.000 Einwohnern pro Jahr mit steigender Tendenz, die auf den demographischen
Wandel und die mit der besseren Behandlung verbundene, langere Lebenszeit zurlck-
zufiihren ist (Dorsey et al. 2007). Ab dem 50. Lebensjahr steigt das Risiko, an Parkin-

son zu erkranken, pro Jahr um 9% an.

1.2 Klinik der Parkinson-Krankheit

In seiner 1817 verodffentlichten Arbeit ,An Essay on the Shaking Palsy“ (zu deutsch:
,Eine Abhandlung Uber die Schuttellahmung®) beschrieb der britische Arzt James Par-
kinson (1755-1824) erstmals die Symptomatik der Erkrankung, fir die er heute als
Namensgeber dient. Die von James Parkinson gepragte Bezeichnung ,Schuttelldh-
mung“ oder ,Paralysis agitans® ist dabei auf den eindricklichen Ruhetremor vieler Pa-
tienten zurtckzuftihren (Parent 2018). 1884 fiihrte der franzdsische Psychiater Jean-
Martin Charcot (1825-1893) die bis heute gebrauchliche Terminologie der Parkinson-
Krankheit (synonym zu ,Morbus Parkinson® oder ,Parkinson-Syndrom®) ein. Auf histo-
logischer Ebene identifizierte der deutsche Neurologe Fritz Heinrich Lewy (1885-1950)
erstmals 1912 die nach ihm benannten Lewy-Koérper als neuropathologisches Korrelat
(Wakabayashi et al. 2013).

Leitliniengemal sind Parkinson-Syndrome durch das Vorliegen einer Bradykinese bei
gleichzeitigem Vorhandensein eines der Kardinalsymptome wie Rigor, Ruhetremor
oder posturaler Instabilitat definiert (Deutsche Gesellschaft fir Neurologie (Hg.), S3-
Leitlinie "ldiopathisches Parkinson-Syndrom" 2016). Im Vordergrund fir Diagnostik und
Patientenmobilitat steht die Verlangsamung der Willkirmotorik.

Die Bradykinese reicht dabei von der Hypokinese mit verminderter Bewegungsamplitu-

de und verminderten Spontanbewegungen bis hin zur Akinese mit gestorter Bewe-
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gungsinitiation und vollstdndiger Bewegungsblockade (Oertel et al. 2012, Kapitel 2.1).
Alle motorischen Funktionen sind davon betroffen, wobei zu Beginn der Erkrankung
haufig eine unilaterale Auspragung besteht.

Als Rigor ist eine Steifigkeit oder Starre der Muskulatur definiert, die durch den erhdh-
ten Grundtonus zustande kommt (Masuhr et al. 2013, Kapitel 1.2). Der gesamte Bewe-
gungsumfang des Patienten ist betroffen und es kann dartiber hinaus zu schmerzhaf-
ten Missempfindungen kommen.

Der Ruhetremor ist charakteristisch fur die Parkinson-Krankheit und kommt im Krank-
heitsverlauf bei 75% der Patienten vor (Hufschmidt et al. 2013, Kapitel 1.5). Zu be-
obachten ist dieses Symptom besonders ausgepragt bei entspannter Position der Ar-
me, vor allem im Liegen. Bei Ablenkung durch geistige Forderung, wie z.B. Rechen-
aufgaben, tritt meist eine Aggravation ein. Der spezifische Tremor der Hande, die ne-
ben den Armen am haufigsten betroffen sind, wird als Pillendreher-Phanomen be-
schrieben (Hufschmidt et al. 2013, Kapitel 1.5).

Zur Klassifikation der verschiedenen Erkrankungsstadien werden vor allem motorische
Symptome herangezogen, worauf auch die 5-Punkte Skala nach Hoehn und Yahr be-
ruht (1998).

Tabelle 1: Einteilung der Stadien bei der Parkinson-Krankheit nach der Hoehn und
Yahr Skala (Goetz et al. 2004). H&Y = Hoehn & Yahr.

Einseitige Symptomatik,

H&Y 1 ohne oder allenfalls mit geringgradiger Behinderung
Beidseitige Symptomatik,

H&Y 2 keine Haltungsinstabilitat
Leichte Haltungsinstabilitat,

H&Y 3 Arbeitsfahigkeit noch zum Teil erhalten

H&Y 4 Mit Hilfe geh- und stehféhig

H&Y 5 An den Rollstuhl gefesselt oder bettlagerig

Von den motorischen Manifestationen sind die nicht-motorischen Symptome abzu-
grenzen. Depression, Apathie, kognitive Dysfunktion, Psychose und Impulskontrollsto-
rungen zahlen zu den neuropsychiatrischen Symptomen (Oertel et al. 2012, Kapitel
2.1). Blasenentleerungsstdrungen, orthostatische Hypotension, Obstipation und sexu-
elle Dysfunktionen werden unter den autonomen Stérungen zusammengefasst
(Shulman et al. 2001). Typische Schlafstérungen, wie die Rapid Eye Movement-Schlaf-
Verhaltensstérung, und sensorische Ausfélle, wie die Hyposmie, kdnnen auf3erdem
frihzeitig festgestellt werden und den motorischen Symptomen vorausgehen (Bassetti
2011).



1.3 Atiologie und Pathogenese der Parkinson-Krankheit

Die Pathologie der idiopathischen Parkinson-Krankheit besteht in einer Degeneration
der dopaminergen Neurone der Substantia nigra im extrapyramidalmotorischen Sys-
tem (Hirsch et al. 1988). Der Funktionsverlust der melaninhaltigen Zellen verursacht
die verminderte Synthese des Neurotransmitters Dopamin (Kempster et al. 2007). Die
ausbleibende hemmende Wirkung des Dopamins auf die cholinergen Neurone des
Striatums bedingt einen sekundaren Acetylcholintiberschuss (Wichmann und DelLong
2003). Die Konzentration weiterer Neurotransmitter, wie Noradrenalin, Adrenalin und
Serotonin, kann ebenfalls veréndert sein. Das Ungleichgewicht der Transmitter fuhrt zu
einem breiten Spektrum an neurologischen Stérungen.

Von den motorischen Kardinalsymptomen bei der Parkinson-Krankheit sind nicht-
motorische Symptome abzugrenzen, die autonome sowie haufig auftretende neurop-
sychologische bzw. psychische Stérungen und Verhaltensauffalligkeiten beinhalten
(Oertel et al. 2012, Kapitel 2.1).

Zu den wesentlichen molekularen Mechanismen, die zur Entstehung neurodegenerati-
ver Erkrankungen beitragen, zéhlen oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion,
Inflammation und Exzitotoxizitat (Lin und Beal 2006; Dong et al. 2009). Auf histologi-
scher Ebene sind dabei haufig die typischen eosinophilen zytoplasmatischen Ein-
schlusskdrper, sogenannte Lewy-Koérper, in den zugrunde gehenden Neuronen zu fin-
den (Bartels und Leenders 2009). Sie enthalten verschiedene Proteine, darunter a-
Synuklein, Ubiquitin und Proteasomen.

Der Cholesterinstoffwechsel des Gehirns beeinflusst tber seine oxidierten Metabolite
die vermehrte a-Synuklein-Aggregation und Apoptose dopaminerger Neurone (Bar-On
et al. 2008). Die Apolipoproteine, hydrophile Transportvehikel des hydrophoben Cho-
lesterins im Gehirn, regulieren dabei die Endo- und Exozytose sowie den interzellula-

ren Cholesterinaustausch (Lahiri 2004).

Rund ein Drittel des Parkinson-Risikos ist auf genetische Faktoren zurlckzuflhren,
wobei monogenetische familidre Erkrankungen weniger als 5% ausmachen (Oertel et
al. 2012, Kapitel 3.2). Die funktionelle Analyse der damit assoziierten Genloci hat be-
reits zur Aufklarung zellularer Mechanismen der Pathogenese beigetragen und in min-
destens 6 Genen (englisch: Synuclein Alpha, SNCA,; Leucine-rich Repeat Kinase 2,
LRRK2; Parkin 2, PARK2; PTEN-induced Putative Kinase 1, PINK1; Protein Deglycase
1, DJ-1; Probable Cation-transporting ATPase 13A2, ATP13A2) wurden Mutationen
identifiziert (Tysnes und Storstein 2017; Weykopf et al. 2019).



Bisher sind mehr als 10 PARK-Mutationen bekannt, die Proteine wie a-Synuklein, Par-
kin oder Ubiquitin direkt enkodieren oder indirekt auf deren Metabolismus einwirken
(Healy et al. 2004).

Etwa 75% der Parkinson-Syndrome sind idiopathisch und treten sporadisch auf (Mattle
und Mumenthaler 2008, Kapitel 2.8.1). Bei dieser grol3en Mehrheit der Erkrankten gibt
es bislang kein identifizierbares Vererbungsmuster.

Weitere 20% der Parkinson-Syndrome sind als symptomatisch bzw. sekundar einzu-
ordnen und werden zum Beispiel durch Medikamente und Noxen verursacht oder tre-
ten im Rahmen metabolischer oder entzliindlicher Erkrankungen des Gehirns auf (Ha-
cke 2016, Kapitel 24.1).

Die Atiologie des idiopathischen Parkinson-Syndroms ist bis heute unklar und nach
aktuellem Stand der Wissenschaft wird eine multifaktorielle Genese angenommen
(Jenner und Olanow 2006). Es handelt sich dabei um eine Kombination aus Altersdefi-

ziten, Umweltfaktoren und genetischer Pradisposition.

1.4 Kognitive Dysfunktion und Demenz bei der Parkinson-Krankheit

Das Spektrum der kognitiven Dysfunktion bei der Parkinson-Krankheit reicht von mil-
den kognitiven Defiziten (englisch: Parkinson‘s Disease — Mild Cognitive Impairment,
PD-MCI) bis hin zur manifesten Demenz (englisch: Parkinson‘s Disease Dementia,
PDD) (Dubois et al. 2007; Emre et al. 2007; Litvan et al. 2012). In Abgrenzung dazu
werden Parkinson-Erkrankte ohne kognitive Beeintréchtigung in der vorliegenden Ar-

beit als PDNC (englisch: Parkinson's Disease with Normal Cognition) bezeichnet.

Kognitive Defizite kdnnen bei 20% aller neudiagnostizierten Patienten mit einem Par-
kinson-Syndrom festgestellt werden (Aarsland et al. 2009). Dariiber hinaus zeigten
Beobachtungsstudien, dass bis zu 80% aller Parkinson-Patienten im Krankheitsverlauf
eine Demenz entwickeln (Aarsland et al. 2003). Insgesamt 3,6% aller Falle von De-
menz kdénnen auf PDD zurtickgefiihrt werden.

Sowohl in klinischer als auch in pathologischer Hinsicht gibt es Uberschneidungen der
PDD mit der Demenz mit Lewy-Kdrpern (englisch: Dementia with Lewy Bodies, DLB).
Beide Krankheitsbilder weisen dieselbe Neuropathologie als Synukleinopathie auf (Ir-
win et al. 2013). Per definitionem unterscheidet die zeitliche Abfolge der kognitiven
Stérung in Bezug auf die motorischen Kardinalsymptome beide Krankheitsbilder. Bei

Patienten mit DLB entwickeln sich die motorischen Symptome gleichzeitig oder inner-



halb eines Jahres nach Auftreten der Demenz. Wenn motorische Symptome der kogni-
tiven Storung vorausgehen, wird die Erkrankung als PDD definiert (McKeith 2006).

DLB ist die zweithaufigste Form der neurodegenerativen Demenz mit einer geschatz-
ten Préavalenz von bis zu 30% aller Demenzerkrankungen (Zaccai et al. 2005). Die
Entwicklung einer PDD ist haufiger bei Mannern, bei alteren Patienten und bei Vorlie-
gen einer ausgepragten Parkinson-Symptomatik (Hughes et al. 2000). Eine negative
Prognose sowie eine erhthte Morbiditat und Mortalitat resultieren desweiteren aus
einer PDD (Forsaa et al. 2010).

Als Beispiel fur einen klinischen Basis-Demenz-Test kann der Mini Mental Status Test
(MMST) (englisch: Mini Mental State Examination, MMSE) herangezogen werden. Die-
ser Test wurde 1975 von Folstein entwickelt und beinhaltet 9 Teilaspekte, in denen
zeitliche und raumliche Orientierung, Merk- und Erinnerungsfahigkeit, Aufmerksamkeit,
Sprache und Sprachverstandnis sowie Lesen, Schreiben, Zeichnen und Rechnen un-
tersucht werden. Anhand der erbrachten Leistung werden Punkte vergeben, woraus

die Einteilung der dementiellen Schweregrade resultiert (Folstein et al. 1975).

Tabelle 2: Orientierende Schweregradeinteilung am Beispiel der Alzheimer-Demenz
anhand des Mini Mental Status Tests (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF), S3-Leitlinie "Demenzen"” 2016).

Gesamtpunktzahl Ergebnis

20 bis 26 Punkte Leichte Demenz

10 bis 19 Punkte Moderate/Mittelschwere Demenz
Weniger als 10 Punkte Schwere Demenz

1.4.1 Diagnostik der PDD

Fur die Diagnostik der PDD ist zun&chst das Vorliegen einer Parkinson-Krankheit ent-
scheidend. Gemal der Klinischen Kriterien der United Kingdom Parkinson’s Disease
Society Brain Bank (UKBB) gliedert sich die Diagnostik in 3 Schritte (Hughes et al.
1992).

Schritt 1: Diagnostik eines Parkinson-Syndroms durch Vorliegen einer Bradykinese und
mindestens eines der Symptome wie Rigor, Ruhetremor oder posturale Instabilitat
(nicht primar visuell, vestibular, cerebellar oder durch propriozeptive Dysfunktion be-
dingt).
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Schritt 2: Ausschlusskriterien fiir das Vorliegen einer PD werden ermittelt, worunter die
Abklarung wichtiger Differentialdiagnosen fallt (z.B. Zustand nach neurologischen Er-
krankungen unterschiedlicher Genese, frihzeitige autonome Beteiligung, friihe De-
menz, Vorhandensein eines zerebralen Tumors, ausbleibende Reaktion auf hohe
Levodopa (L-Dopa) Dosen bei Ausschluss von Malabsorption oder 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-Exposition).

Schritt 3: Unterstltzende prospektive Kriterien fir die definitive Diagnosestellung einer
PD werden analysiert, von denen 3 oder mehr in Kombination mit Schritt 1 erftillt sein
missen. Dazu zahlen unilateraler Befall bei Beginn, Ruhetremor, persistierende
Asymmetrie (meist unilateralem Befall entsprechend), exzellentes Ansprechen auf L-
Dopa (70-100%), schwere L-Dopa-induzierte Chorea, Ansprechen auf L-Dopa fir mehr
als 5 Jahre oder klinischer Verlauf tber 10 Jahre und mehr (Hughes et al. 1992).

Im weiteren Verlauf der Parkinson-Krankheit kann sich ein dementielles Syndrom ent-
wickeln, das durch einen schleichenden Beginn und eine langsame Progression ge-
kennzeichnet ist (Emre et al. 2007). Es kdnnen dabei Einschrankungen in kognitiven
Doméanen, darunter Aufmerksamkeit, exekutive und visuell-rAumliche Funktionen, Ge-
dachtnis und Sprache, entstehen. Die Abnahme der Kognition ist im Vergleich zum
pramorbiden Niveau zu beurteilen. Die Auspragung der Defizite fuhrt im weiteren Ver-
lauf dazu, dass es zu Einschrankungen im taglichen Leben (englisch: Activities of Daily
Living, ADL) kommt, die nicht auf motorische oder autonome Symptome der PD zu-
riickzufuihren sind. Klinisch kdnnen Verhaltensmerkmale wie Apathie, Personlichkeits-
veranderungen mit Depression und Angst, Halluzinationen, paranoider Wahn und ver-
starkte Tagesmiudigkeit imponieren (Emre et al. 2007; Goetz et al. 2008).

Auf dieser Definition der PDD bauen die Merkmalsgruppen einer wahrscheinlichen und
einer moglichen PDD nach Emre et al. auf, die der klinischen Diagnostik einer PDD

dienen (2007). Folgende Kriterien werden dabei festgelegt:

Kernmerkmal 1: Exakte Diagnosestellung der Parkinson-Krankheit gemal UKBB Krite-
rien (Hughes et al. 1992).

Kernmerkmal 2: Vorliegen eines langsam fortschreitenden dementiellen Syndroms mit

schleichendem Beginn, welches im Zusammenhang mit einer Parkinson-Krankheit
steht und folgende Symptome beinhaltet: Verschlechterung in mehr als einer kogniti-
ven Doméane, Abnahme des Funktionsniveaus im Vergleich zum pramorbiden Aus-
gangspunkt, Beeintrachtigung der ADL, unabhéngig von motorischen oder autonom-

vegetativen krankheitsbedingten Einbuf3en.
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Entsprechend dieser Kriterien ist von einer wahrscheinlichen PDD auszugehen, wenn
die Parkinson-Diagnose durch die UKBB Kriterien gesichert ist und die Demenz, wie
oben erlautert, charakterisiert ist. Neben den beiden Kernmerkmalen missen in die-
sem Fall in 2 oder mehr kognitiven Doméanen pathologische Auffalligkeiten vorliegen.
Eine mdgliche PDD ist definiert durch das Vorhandensein beider Kernmerkmale und
pathologischer Verdnderungen in mindestens einer kognitiven Doméane. Das Vorliegen
einer Verhaltensauffalligkeit ist nicht obligat. Ein Ausschlusskriterium darf nicht beste-

hen, es kann jedoch einen diagnostisch unsicheren Faktor geben.

Auf dieser Grundlage erfolgte die Entwicklung einer Strategie fur die Diagnosestellung
der PDD durch Dubois et al. mit dem Ziel der Operationalisierung und Erleichterung in
der klinischen Praxis. Im Rahmen einer Leitlinie wurden 2 Movement Disorder Society
(MDS) Level definiert (2007).

MDS-Level | Kriterien: Die Kriterien dienen in ihrer Funktion als Screening Verfahren
zur Diagnosestellung der PDD und werden direkt am Patienten erhoben. Die Level I
Testung stellt eine Ergdnzung, im Sinne einer Absicherung bei Unklarheit, dar. Fir die
Diagnose einer PDD mussen folgende Punkte erflllt sein: gesicherte Diagnose einer
PD gemall UKBB Kriterien, PD geht dem Beginn der Demenz voraus, PD geht mit
kognitiven Defiziten einher, der Schweregrad der kognitiven Defizite beeintrachtigt die
Alltagskompetenzen, die vorliegende Beeintrachtigung betrifft dabei mehr als eine kog-
nitive Doméane. Das Vorhandensein von neuropsychiatrischen Symptomen ist nicht
notwendig, aber als unterstitzend zu betrachten. Eine Major Depression, ein Delirium
oder andere psychiatrische Grunderkrankungen missen ausgeschlossen werden. Eine
alleinige Einschatzung anhand der Level | Kriterien zeigt jedoch eine nicht ausreichen-

de Sensitivitat fur die Diagnostik einer PDD (Kiesmann et al. 2013; Barton et al. 2014).

MDS-Level Il Kriterien: Das Ziel der weiteren Testung ist die Konkretisierung einer un-

sicheren Diagnose, wobei Beeintrachtigungen detaillierter beschrieben und Behand-
lungsfortschritte aufgezeigt werden kénnen. Folgende Domanen werden dabei im Spe-
ziellen untersucht: Allgemeine Leistungsfahigkeit, Exekutivfunktionen, Gedachtnis so-
wie instrumentale und neuropsychiatrische Funktionen. Eine Differenzierung der kogni-
tiven Dysfunktion ist vor allem im Rahmen der Forschung von hoher Bedeutung. Die
Level Il Testung weist eine hohe Spezifitat fir die Diagnosestellung einer PDD auf

(Serrano-Duefias et al. 2017).
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1.4.2 Diagnostik der PD-MCI

Die Krankheitsbezeichnung Mild Cognitive Impairment (MCI) beinhaltet subjektive und
objektivierbare kognitive Defizite bei erhaltener Alltagskompetenz (Oertel et al. 2012,
Kapitel 3.6). Unter diesem Begriff kdnnen leichte kognitive Stérungen in Abgrenzung
zur altersbedingten Verschlechterung des Gedéachtnisses zusammengefasst werden.
Die jahrliche Ubergangshaufigkeit von einer MCI zur manifesten Demenz liegt bei bis
zu 10% (Litvan et al. 2012). Verschiedene Definitionen einer MCI wurden bisher entwi-
ckelt.

Petersen et al. stellten dabei folgende Kriterien auf: Subjektives Beklagen des Patien-
ten einer kognitiven Verschlechterung (objektivierbar durch eine verlassliche Quelle),
minimaler Effekt auf das téagliche Leben, Abwesenheit einer Demenz sowie Beweis
einer nicht-altersbedingten Dysfunktion (2004). Diese Evidenz kann auf einer klini-
schen Beurteilung beruhen, wobei eine neuropsychologische Testung hilfreich ist.
Spezifische Tests und Ausschlusskriterien werden nicht benannt, quantitative Messun-

gen der kognitiven Funktionen und ADL sind nicht vorgesehen.

Litvan et al. entwickelten Petersens Ansatz weiter und stellten genaue Ein- und Aus-
schlusskriterien fur die Diagnose MCI bei PD auf.

Zu den Einschlusskriterien zahlt neben der UKBB Diagnose der PD eine graduelle
Verschlechterung der kognitiven Leistung, subjektiv wahrgenommen vom Patienten
bzw. Informanten oder beobachtet von einem Kliniker (2012). Die kognitiven Defizite
missen in einer neuropsychologischen Testung oder einer Skala globaler kognitiver
Fahigkeiten objektiviert werden, genaue Verfahren werden dazu erlautert. Die funktio-
nelle Unabhangigkeit des Patienten ist trotz geringfligiger Schwierigkeiten bei komple-
xen Aufgaben nicht wesentlich eingeschrankt. Zu den Ausschlusskriterien zahlen die
Diagnose einer PDD gemal der MDS-Leitlinie, andere primére Ursachen fiir eine kog-
nitive Dysfunktion (Delirium, Apoplex, Major Depression, metabolische Ursache, Medi-
kamente, Schadel-Hirn-Trauma) sowie andere PD-assoziierte Komorbiditaten (motori-
sche Beeintrachtigung, Angst, depressive Verstimmung, extreme Tagesmidigkeit,

Psychose). Dartiber hinaus wurden PD-spezifische Richtlinien fir MCI festlegt:

Level I: In einem zweistufigen Modell wird eine gekiirzte Untersuchung erlutert. Diese
umfasst den Einsatz einer PD-geeigneten Skala zur Messung globaler kognitiver F&-

higkeiten. Eine Beeintrachtigung muss feststellbar sein.

Level II: In diesem Schritt erfolgt eine umfassende Beurteilung, die eine neuropsycho-

logische Testung mit 2 Verfahren, die jeweils 5 kognitive Domanen abbilden, beinhal-
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tet. Dabei muss eine Verschlechterung in einer Doméane in beiden Tests oder eine Ver-
schlechterung in 2 Domanen in einem Test feststellbar sein. Diese ist zu objektivieren,
indem ein Vergleich zum pramorbiden Niveau oder eine Serientestung vorgenommen

wird oder eine signifikante Abweichung von der Altersnorm vorliegt.

Aus den Ergebnissen der Level ll-Untersuchungen ergeben sich 2 Subtypen der PD-
MCI: PD-MCI single-domain und PD-MCI multiple domain, je nach Anzahl der betroffe-
nen Domanen (Goldman et al. 2015).

1.5 Genetische Variabilitdt und Pathogenitat

Als Einzelnukleotid-Polymorphismus (englisch: Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
oder Punktmutation wird eine Variation eines einzelnen Basenpaares in einem Strang
der Desoxyribonukleinsaure (DNA) bezeichnet. Es handelt sich dabei um geerbte und
vererbbare genetische Varianten (Schaaf et al. 2013, Kapitel 3.1).

Einzelnukleotid-Polymorphismen sind die haufigste Ursache flr genetische Variabilitat
unter Menschen und missen keinen Krankheitswert besitzen. Schatzungsweise tritt
durchschnittlich ein SNP pro 300 Nukleotide auf, was eine ungefédhre Gesamtanzahl
von 10 Millionen SNPs im humanen Genom vermuten lasst (Graw und Hennig 2015,
Kapitel 2.1).

Von einer Mutation ist dann die Rede, wenn weniger als 1% der Bevolkerung davon
betroffen sind, wé&hrend bei einem Polymorphismus mehr als 1% Trager sind
(Nachman 2001). Man bezeichnet dabei die urspriingliche Base als Referenz und die
neue Base als Variante. Wenn Referenz (R) und Variante (V) Ubereinstimmen, also
dieselbe Base zweimal vorhanden ist, spricht man von einer homozygoten Referenz-
sequenz (RR) oder einer homozygoten varianten Mutation (VV) (Varela und Amos
2010). Bei der Kombination von Referenz und Variante (RV) handelt es sich wiederum
um eine heterozygote Mutation. Die Referenz, auch als major allele bezeichnet, ent-
spricht dabei dem Nukleotid, welches mit einer htheren Frequenz exprimiert wird und
stellt somit den Wildtyp dar (Barreiro et al. 2008). Die seltenere Variante, das minor
allele, entspricht im Gegensatz dazu einer Mutation und besitzt definitionsgemalf einen
Krankheitswert.

Die Auswirkungen einer Punktmutation sind dabei verschieden: Das Leseraster kann
erhalten bleiben oder verschoben werden. Kommt es zu einer Substitution, dem Aus-
tausch einer Base in einer kodierenden Region, entwickelt sich entweder eine sinnver-
andernde (englisch: missense) oder eine sinnentstellende (englisch: nonsense) Mutati-
on (Nordheim und Knippers 2015, Kapitel 11.2). Bei der missense Mutation entsteht

durch Austausch einer Aminoséaure ein dysfunktionales Protein, wahrend es bei der
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nonsense Mutation durch Bildung eines Stopcodons zum sofortigen Abbruch der
Translation kommt. Neben der Substitution kdnnen auch Deletionen und Insertionen
mit der Folge einer Leserasterverschiebung (englisch: frameshift) auftreten. Es handelt
es sich dabei um den Ausfall oder Zugewinn einer Base, was zu einer komplett veran-
derten Proteinstruktur fiihrt.

Die DNA-Lokalisationen der Einzelnukleotid-Polymorphismen sind dabei fur das Resul-
tat maf3geblich verantwortlich: Wenn diese in nicht-kodierenden Genabschnitten, den
Introns, liegen, kdnnen sie regulatorisch auf die Gentranskription einwirken. Wenn sie
hingegen in den kodierenden Abschnitten, den Exonen, liegen, nehmen sie direkten
Einfluss auf die Proteinsynthese, die durch eine veranderte Aminosauresequenz ge-
stort ist (Graw und Hennig 2015, Kapitel 10). Methode der Wahl zur Identifikation von
Einzelnukleotid-Polymorphismen ist die DNA-Sequenzierung (Sanger et al. 1977) (sie-
he Abschnitt 2.2.6).

1.6 Histopathologie und Genetik der PDD
1.6.1 Histopathologie der PDD

Die bereits erwahnten neuronalen intrazytoplasmatischen Lewy-Koérper sind die typi-
schen Veranderungen der Substantia nigra, Pars compacta, bei PDD (Breydo et al.
2012). Daruber hinaus finden sie sich auch in Kerngebieten des Hirnstamms, wie dem
dorsalen motorischen Vaguskern oder im Locus coeruleus, und in supratentoriellen
Gebieten des Hypothalamus sowie im Nucleus basalis Meynert (Polymeropoulos et al.
1997). Die Lewy-Korper treten in den neuronalen Fortsatzen auf, welche als Lewy-
Neuriten bezeichnet werden (Kalaitzakis und Pearce 2009). Die Einschlusskorper, Ag-
gregate gerader oder paarig gewundener Intermediarfilamente, zeigen bei Immunpra-
zipitation eine starke Farbereaktion fur a-Synuklein und andere abnorm
phosphorylierte Neurofilamente sowie Ubiquitin (Ostrerova et al. 1999). Spillantini et al.
zeigten mit dem Einsatz von spezifischen Antikorpern, dass Lewy-Korper und Lewy-

Neuriten immunoreaktiv fir a-Synuklein sind (1998).

Daruiber hinaus treten kennzeichnende pathologische Korrelate der AD auch bei PDD
auf (Jellinger und Attems 2008; Compta et al. 2014). Dazu gehdren extrazellulare
Plagues aus Amyloid-B Peptid (AB) und intrazelluldare Neurofibrillen (englisch:
Neurofibrillary Tangles, NFTs). Bei PDD-Patienten liegen héhere Spiegel von AB und
NFTs im Vergleich zu PDNC-Patienten vor (Lippa et al. 2007; Kempster et al. 2010).

Eine synergistische Rolle der Alzheimer-Pathologie und Synukleinopathie wird auf3er-
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dem diskutiert (Buongiorno et al. 2011). Im transgenen Mausmodell mit einer Lewy-
Alzheimer-Kombination konnte sowohl eine vermehrte a-Synuklein-Aggregation als
auch eine Exazerbation der AB-Akkumulation festgestellt werden (Masliah et al. 2001;
Clinton et al. 2010). Andere Untersuchungen stellten eine Korrelation zwischen grofl3e-
ren AB-Plaques und kortikalen Lewy-Kérpern fest (Lashley et al. 2008), wobei der er-
hohte AB-Gehalt ein friiheres Auftreten der Demenz zur Folge hatte (Halliday et al.
2008; Compta et al. 2011). Die subkortikale AB-Last im Bereich des Striatums bei PDD

wurde ebenfalls als Risikofaktor der Progression diskutiert (Kalaitzakis et al. 2008).

Ruffmann et al. sahen in der Last der kortikalen Lewy-Kdrper ebenfalls den einzigen
unabhangigen Pradiktor fur die Entwicklung einer Demenz, ermittelt durch topographi-
sche und semi-quantitative Messung von Lewy-Korpern, AB-Plagues und Tau-positiven
neuropil threads bei Patienten mit PDD, DLB und PDNC (2016).

1.6.2 Genetik der PDD

Ausgehend von einer substantiellen Uberschneidung der klinischen und pathologi-
schen Charakteristika von PDD und AD, werden gemeinsame genetische Risikofakto-
ren erforscht. Meeus et al. fihrten zu diesem Zweck eine Mutationsanalyse aller be-
kannten Hauptrisikogene von AD und PD bei 75 PDD- und DLB-Patienten durch, wobei
atiologisch familiare und sporadische Erkrankungsformen vorhanden waren (2012). Im
Rahmen des genetischen Screenings wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen und
Kopienzahlvariationen (englisch: Copy Number Variation, CNV) detektiert. In den Ge-
nen des Amyloid-Vorlauferproteins (englisch: Amyloid-Precursor-Protein, APP), SNCA
und PARK2 wurden CNV ermittelt. In Bezug auf die Parkinson-Gene konnten eine
SNCA-Duplikation, eine bekannte Mutation am Locus r1221C des LRRK2-Gens und 4
neue heterozygote sinnverandernde missense Varianten mit unklarer Pathogenitéat

identifiziert werden.

Ishikawa et al. sequenzierten im Rahmen eines Fallberichts das Genom eines mannli-
chen PDD-Erkrankten in Bezug auf AD-assoziierte Risikogene, wie z.B. Prasenilin-1
(englisch: Presenilin-1, PSEN1) (2005). Bekannte Mutationen von PSEN1, das zur
Gruppe der Transmembranproteine gehort und unter anderem APP spalten kann, ste-
hen im Zusammenhang mit der familiaren AD (Bentahir et al. 2006). Der untersuchte
Patient litt an einer frihmanifesten L-Dopa-sensitiven Parkinson-Krankheit und entwi-
ckelte 7 Jahre nach Erstmanifestation eine Demenz, demnach als PDD klassifiziert. In

der Familienanamnese war ein fraglich autosomal dominantes Vererbungsmuster ahn-
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licher neurologischer Erkrankungen erkennbar. Mittels direkter Sequenzierung zeigte
sich eine neue C-terminale Deletion im Exon 12 des PSEN1-Gens, woraus die fehlen-
de Aminosdure Threonin (Codon 440) resultierte. In weiteren Genen wie APP,
Prasenilin-2 (englisch: Presenilin-2, PSEN2) und SNCA lagen keine Mutationen vor.
Die Autoren schlussfolgerten daher, dass eine spezifische PSEN1-Mutation in gleicher
Weise zur a-Synuklein- sowie 3-Amyloid-Pathologie beitragt. In Analogie dazu stehen
die Ergebnisse von Leverenz et al.: Sie konnten an 24 Fallen von familiarer AD mit 9
bekannten PSEN1-Mutationen mittels a-Synuklein-immunohistochemie das Vorhan-

densein von Lewy-Koérpern nachweisen (2006).

Berlyand et al. wendeten eine etablierte Kombination von 5 Biomarkern zur Detektion
von AD bei 75 PD-Erkrankten an, wobei ein grol3es Spektrum der kognitiven Defizite
vorlag (2016). Die folgenden Biomarker kamen dabei zum Einsatz: Liquorgehalt von
Gesamt-Tau (englisch: total tau, t-tau), phosphoryliertem Tau (englisch:
phosphorylated tau, p-tau) und Amyloid-p42 (AB42), APOE-Genotyp und Spatial Pat-
tern of Abnormalities for Recognition of Early Alzheimer’s Disease (SPARE-AD)-Bild-
gebung. Dieses diagnostische Instrument war mit einer Genauigkeit von 80% in der
Lage, PDD und PDNC zu unterscheiden. Basierend auf 5 Parametern, die bereits intra
vitam erhoben werden, ist eine ldentifikation und Abgrenzung von PDD gegenuber
PDNC friihzeitig moglich und dartiber hinaus eine therapeutische Uberschneidung mit
der AD-Therapie denkbar.

Um die Pravalenz der AD-assoziierten Liquor-Biomarker AB42, t-tau und p-tau im
Spektrum der DLB zu evaluieren, schlossen Van Steenoven et al. Patienten mit DLB,
PDD und PDNC in eine groR3e, multizentrische Kohorten Studie ein (2016). Als Liquor-
AD-Profil war dabei ein pathologischer AB-Wert mit abnormem t-tau und/oder p-tau
definiert. Bei DLB-Patienten waren vermehrt abnorme Werte fir Ap42, t-tau und p-tau
messbar, wahrend diese bei PDNC kaum auftraten. Patienten mit PDD lagen im Mittel-
feld. Das Liquor-AD-Profil war bei 25% der DLB-Patienten feststellbar, verglichen mit
9% bei PDD und 3% bei PDNC. Unter den AD-Profil-positiven DLB-Patienten waren
altere und Uberwiegend weibliche Erkrankte, die schlechter im Mini-Mental-Status-Test

abschnitten, und eine kirzere Krankheitsdauer aufwiesen.

1.7 Der Cholesterinmetabolismus bei neurodegenerativen Erkrankungen

Cholesterin wirkt sowohl im Zentralnervensystem (ZNS) als auch im peripheren Gewe-

be an der Bildung und Aufrechterhaltung von Zellmembranen mit und reguliert ihre
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Fluiditat (Horn und Moc 2015, Kapitel 27.3). Als Vorlaufermolekil von Vitamin D und
Steroidhormonen findet sein peripherer Metabolismus hauptséchlich in der Leber statt,
wo es letztlich zu Galle konvertiert wird.

2 Hauptgruppen von hydrophilen Lipoproteinen bewerkstelligen den Cholesterintrans-
port im Blut: Die Low-Density Lipoproteins (LDL) bewegen das hydrophobe Cholesterin
an seine Zielorte, wahrend High-Density Lipoproteins (HDL) es zurtick zur Leber fih-

ren.

Die im Gehirn vorhandenen Fette setzen sich zu ungefahr gleichen Teilen aus
Glycerophospholipiden, Sphingolipiden und Cholesterin zusammen (Korade und
Kenworthy 2008). Das Gehirn enthalt im Vergleich zu anderen Organen mit 20% des
Gesamtcholesterins das meiste Cholesterin des Korpers und verfiigt tber eigene Syn-
thesemdglichkeiten im Endoplasmatischen Retikulum der Zelle ( DeGrella und Simoni
1982; Noguchi et al. 2014). Im ausgewachsenen Organismus ist die de novo Synthese
die Hauptquelle des zerebralen Cholesterins, da Lipoproteine die Blut-Hirn-Schranke
nicht Uberwinden kénnen (Jeske und Dietschy 1980). Als essentielle Strukturkompo-
nente von zellularen Membranen und Myelin wird es fir den groRen Oberflachenauf-
bau der Neurone mit ihren Axonen und Dendriten benétigt (Goritz et al. 2005). An Sy-
napsen und postsynaptischen Fortsatzen sowie prasynaptischen Vesikeln konnte ein
deutlich erhdhter Cholesteringehalt der Membranen bestimmt werden (Pfenninger
2009). Unter physiologischen Bedingungen bleibt der absolute Cholesteringehalt des
Gehirns dabei relativ konstant: Es kommt zu einem anhaltenden, streng regulierten

Austausch von abgesondertem und neu synthetisiertem Cholesterin.

Neben seiner Bedeutung fiir die Bildung von Synapsen und Dendriten und seinem Bei-
trag zur axonalen Leitung (Chaves et al. 1997; Fester et al. 2009), kann Cholesterin die
Zellfunktion in seiner oxidierten Form beeinflussen (Janowski et al. 1999). Es wird en-
zymatisch und nicht-enzymatisch zu biologisch aktiven Metaboliten, sogenannten
Oxysterolen, umgesetzt (Leoni und Caccia 2011). Es handelt sich dabei im Wesentli-
chen um 24S-Hydroxycholesterin (24S-OHC) und 27-Hydroxycholesterin (27-OHC),
welche die Blut-Hirn-Schranke Giberwinden kénnen (Lange et al. 1995). Im Gehirn sind
hohe Konzentrationen von bis zu 30 uM des freien 24S-OHC messbar mit einem Net-
toausstrom von 6-7 mg/Tag in die Peripherie, wo es zu gleichen Teilen tber die Leber
verstoffwechselt und in seine Konjugate umgewandelt wird (Bjorkhem et al. 2002). 27-
OHC ist Uberwiegend im peripheren Kreislauf prasent, hat jedoch freien Zugang zum
Gehirn, wo es ebenfalls in geringen Mengen synthetisiert wird (Brown et al. 2004;
Heverin et al. 2005).
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Der zerebrale Cholesterinmetabolismus und seine komplexe Homdostase sind fur eine
intakte Hirnfunktion von hoher Bedeutung. Defekte des Stoffwechselwegs sind in die
Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer-, Parkinson- und
Huntington-Krankheit (englisch: Huntington’s Disease, HD) involviert (Block et al. 2010;
Di Paolo und Kim 2011; Wang et al. 2011). Als molekulare Pathomechanismen konn-
ten oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion, Inflammation und Exzitotoxizit&t
identifiziert werden (Lin und Beal 2006; Dong et al. 2009). Hypercholesterindmie kann
oxidativen Stress und damit assoziierte neuropathologische oxidative Schaden des

Hirnparenchyms verursachen (Aytan et al. 2008; Thirumangalakudi et al. 2008).

Bei Alzheimer-Patienten wurde eine Cholesterinanreicherung in zerebralen Plasma-
membranen beim Fortschreiten der Erkrankung gezeigt (Cutler et al. 2004; Xiong et al.
2008). Hydrophobe, senile AB-Plaques akkumulieren im extrazellularen Raum und gel-
ten wie unter 1.5 beschrieben als pathologisches Kennzeichen der Alzheimer-
Krankheit (Di Paolo und Kim 2011). In vitro Studien belegten, dass eine Cholesterin-
Uberladung der Membranen in kultivierten primaren Neuronen zu einem Anstieg der
AB-Produktion durch Beta-Sekretase-vermittelte (englisch: B-site of APP Cleaving En-
zyme, BACE1) APP-Spaltung fihrt (Marquer et al. 2011). In diesem Zusammenhang
kommt es zu einer verminderten Transkription von Low-Density Lipoprotein-related
Protein 1 (LRP1), wodurch die exogene Rekrutierung von Cholesterin an der Plasma-
membran zurlickgeht und letztlich der zellulare Cholesterinspiegel absinkt (Liu et al.
2007).

In Bezug auf die Parkinson-Krankheit lieferten wenige prospektive Studien den Beweis,
dass ein héherer Anteil von Plasmacholesterin mit dem Auftreten von PD korreliert (Hu
et al. 2008; Miyake et al. 2010), wahrend andere Untersuchungen gegensatzliche Er-
gebnisse hervorbrachten (Huang et al. 2011; Gudala et al. 2013; Tan et al. 2015).
Deutlich erhdhte Oxysterolspiegel wurden im Plasma und Liquor von PD- und DLB-
Patienten gemessen (Bosco et al. 2006; Lee et al. 2009). In der neuronalen Zellkultur
und im PD-Tiermodell konnte der Einfluss von Cholesterin auf die a-Synukleinopathie
ebenfalls demonstriert werden: Wahrend Cholesterin-senkende Medikamente, wie
Statine, die Aggregation unterdriicken, treibt die exogene Zufuhr von Cholesterin den
Prozess voran (Bar-On et al. 2008; Koob et al. 2010). Ein Anstieg des zirkulierenden
27-OHC als Cholesterinmetabolit in der Peripherie korreliert bei PD-Patienten mit einer
Erhdhung des 27-OHC-Gehalts im Liquor und im zerebralen Kortex (Heverin et al.
2005; Umetani et al. 2014; Marwarha und Ghribi 2015). Lee et al. beobachteten ein
Absinken des 24S-OHC-Plasmaspiegels um 67% bei PD und folgerten daraus einen

Nutzen als potentiellen diagnostischen Marker (2009).
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Im Gegensatz dazu beschrieben Bjorkhem et al. einen Anstieg des Liquorgehalts von
24S-OHC und 27-OHC bei 10% der PD-Patienten sowie eine signifikante Korrelation
zwischen 24S-OHC-Spiegel und Erkrankungsdauer (2013). Neben einer erhéhten a-
Synukleinaggregation induzieren Oxysterole die Apoptose von dopaminergen Neuro-
nen (Marwarha et al. 2011). Wie bereits erwahnt, findet die zelleigene Cholesterinsyn-
these Adenosintriphosphat-abhangig im Endoplasmatischen Retikulum statt, von wo
aus es rasch zur Zellmembran beférdert wird (DeGrella und Simoni 1982). Die Umver-
teilung in verschiedene subzellulare Kompartimente, wie z.B. dem Golgi-Apparat, wird
dabei von einer Kombination aus Vesikel-abhdngigem interorganellem und Protein-
vermitteltem Transport durch das Zytosol bewerkstelligt. Durch seine geringe Wasser-
I6slichkeit liegt das Cholesterin dort hauptsachlich in seiner Protein-gebundenen Form,
dem Apolipoprotein-E-enthaltenden Partikel, vor. Es kommt zu einem regen
Apolipoprotein-E-Austausch unter Hirnzellen, da dieses als wesentliches Transportpro-
tein des extrazellularen Cholesterins dient und zu dessen Aufnahme in neuronale und
nicht-neuronale Zellen fuhrt (Lahiri 2004). Die Komponenten des Cholesterinmetabo-
lismus als endogene Risikofaktoren der Parkinson-Krankheit erfordern eine systemati-
sche Untersuchung und strukturelle Analyse der assoziierten Gene (Paul et al. 2015;
Zhang und Liu 2015).

1.8 Zur Genetik ausgewaéhlter Cholesterin-Transportproteine
1.8.1 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (APOE) dient im Speziellen als Ligand fur die Cholesterinendozytose
der Leber, es ist ein Strukturprotein von Chylomikronen, Very-Low-Density Lipoproteins
(VLDL), Intermediate-Density Lipoproteins (IDL) und High-Density Lipoproteins (HDL)
(Corder et al. 1993). Darlber hinaus ist es das Hauptlipoprotein des ZNS mit der

zweithdchsten Organ-Expressionsrate des Korpers nach der Leber (Linton et al. 1991).

APOE hat 3 Allele: APOE €2, €3 und €4. APOE ¢4 reprasentiert den Hauptrisikofaktor
fur AD bei spatem Erkrankungsalter (englisch: Late-Onset Alzheimer's Disease,
LOAD), wahrend €2 als protektiv betrachtet wird (Corder et al. 1993; Roses 1994;
Farrer et al. 1997). €4 ist ebenfalls mit einer hoheren Pravalenz der PDD assoziiert
(Huang et al. 2006). In einer prospektiven Kohorten Studie mit 212 PD-Patienten konn-
te ein Zusammenhang zwischen €4 und einem schneller fortschreitenden kognitiven

Verfall festgestellt werden (Morley et al. 2012). Kurz et al. verfolgten 63 Patienten mit
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PD Uber einen Zeitraum von 9,7 Jahren und zeigten eine Korrelation von APOE-Status
und dementieller Entwicklung (2009).

Tsuang et al. verglichen die Haufigkeit des €4 Allels in einer Post-Mortem-Studie mit
Autopsiebefunden von Patienten mit PDD, AD und DLB (2013). Eine positive Korrelati-
on zwischen Allelfrequenz und PDD konnte mit einer Odds Ratio (OR) von 3.1 gezeigt
werden. Nach Auswertung einer umfassenden neuropsychologischen Testung und
APOE-Genotypisierung beurteilten Mata et al. €4 als Pradiktor der kognitiven Funktion
bei PD (2014). 1079 PD-Patienten wurden in den Domanen Gedachtnis, Aufmerksam-
keit, Exekutivfunktion, Sprachverarbeitung, visuospatiale Fahigkeiten und globaler
kognitiver Funktion tberprift. Bei PDNC-Patienten ist €4 eher mit Defiziten beim Erler-
nen von Worterlisten und mit eingeschrankter verbaler Flissigkeit verbunden, was dem
typischen Muster der friihen Alzheimer-Demenz entspricht. Eine Verstarkung der Alz-
heimer-typischen Symptome bei PD kann aus neuropathologischer Sicht auf die erhoh-
te Frequenz von Amyloidplaques bei APOE-e4-Tragern zurlickgefihrt werden (Monsell
et al. 2014). Wahrend die Auspragung der motorischen Symptome bei PD weitestge-
hend unabhangig vom APOE-Status ist, sind Halluzinationen €4-assoziiert.

1.8.2 Apolipoprotein Al

Bei Apolipoprotein A1 (APOA1) handelt es sich um ein Strukturprotein von HDL im
reversen Cholesterolstoffwechsel (Mendez 2010). APOAL1 ist weiterhin ein Kofaktor fir
das Enzym Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) sowie ein Teil von
Chylomikronen (Paula-Lima et al. 2009). APOAL wird in der Leber und im Dinndarm
exprimiert. Es ist aul3erdem in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu tuberwinden und

liegt im Liquor und zerebralen Parenchym vor (Merched et al. 2000).

Ein niedriger HDL-Spiegel bzw. ein niedriges Vorkommen von APOA1 korreliert mit
einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir AD (Dias et al. 2014). Bereits identifizierte SNPs
bei AD, die auf dem langen Arm von Chromosom 11 lokalisiert sind, nehmen Einfluss
auf die Genexpression (Vollbach et al. 2005). Darunter findet sich eine haufige G/A
Substitution (rs670), die mit einem erhdhten Krankheitsrisiko fiir eine friihe AD-

Manifestation (englisch: Early-Onset Alzheimer's Disease, EOAD) einhergeht.

Smach et al. untersuchten in Anlehnung an Vollbachs Ergebnisse die Bedeutung des
75 Basenpaare (bp) Polymorphismus als Pradisposition fir AD bei bereits APOE-
genotypisierten Patienten (2011). Der Schweregrad der AD, evaluiert durch den

MMST, korreliert unabhéangig von Alter, Geschlecht und APOE-Genotyp mit der Kon-
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zentration von APOAL. Vorangegangene Studien beschrieben bereits eine geringere
Mortalitit und verlangerte Uberlebenszeit bei hohen APOAl- und HDL-C-
Serumspiegeln (van den Kommer et al. 2009; van Vliet et al. 2009). Smach et al. pos-
tulierten synergistisch, dass hohe APOA1-Serumspiegel mit geringeren kognitiven De-
fiziten einhergehen.

In einer Fall-Kontroll-Studie beschrieben Shibata et al. den Zusammenhang zwischen
frihem und spatem Erkrankungsalter bei AD und Polymorphismen der Gene APOA1
und Apolipoprotein D (APOD) (2013). Dabei war keine Assoziation der beiden identifi-
Zierten intronischen SNPs mit dem Erkrankungsbeginn oder dem allgemeinen AD-
Risiko feststellbar. Shibata et al. stellten in Ausblick, dass unklare exonische Promo-
torpolymorphismen des Gens Einfluss auf EOAD nehmen kdnnten.

Choi et al. verglichen eine Gruppe von Patienten mit anamnestisch milden kognitiven
Defiziten (englisch: amnestic Mild Cognitive Impairment, aMCI) mit gesunden Kontroll-
personen in Hinblick auf APOALl-Serumspiegel und Vorhandensein von
Amyloidplagues (2015). Basierend auf einer Bildgebung mittels Pittsburgh Compound
B (PiB) Positronenemissionstomografie wurden die aMClI-Patienten in 2 Subgruppen
nach hoher und niedriger AB-Last unterteilt (aMCl+, aMCI-). Ein Ubergang zur Alzhei-
mer-Demenz wurde bei 26,7% der aMCl+ Patienten beobachtet, wahrend keiner der
aMCI- Patienten binnen der Nachfolgedauer von einem Jahr daran erkrankte. Diese
Gruppe zeigte ebenso wie die gesunde Kontrollgruppe niedrigere APOALl-
Serumspiegel, welche AB-unabhéngig zur kognitiven Verschlechterung und Hirnatro-
phie beitrugen. Der Beitrag von APOA1 zur AB-unabhdngigen Neurodegeneration in
Hinblick auf die Auspragung einer PDD bleibt vorerst offen und erfordert eine weitere

Eingrenzung.

1.8.3 Apolipoprotein J

Apolipoprotein J (APQOJ), auch Clusterin (CLU) genannt, ist ein multifunktionales Prote-
in, das an zahlreichen Prozessen wie Lipidtransport, Regulierung der Komplementkas-
kade, Membranrecycling, Zelltod, Immunregulierung, Zelladh&sion und morphologi-
scher Transformation beteiligt ist (Oda et al. 1995). Pathognomonisch betrachtet ist es
ein Amyloid-assoziiertes Protein, das mit fibrillaren Ablagerungen bei systemischen

und lokalisierten Amyloiderkrankungen kolokalisiert.

Bei AD wird Clusterin in Amyloidplaques und zerebrovaskularen Ablagerungen beo-

bachtet. Um zu untersuchen, ob APOJ die regionale Deposition von AR steuert, flihrten
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Miners et al. eine Messung von I6slichem und unléslichem APOJ, AB40 und AB42 in
zerebralen Pradilektionsstellen der Amyloidpathologie mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) durch (2016). Das APOJ-Level korrelierte mit der loka-
len Ablagerung von AB. Der Spiegel des léslichen APOJ stieg signifikant mit der zu-
nehmenden Schwere der zerebralen Amyloidangiopathie an und war im frontalen und

parietalen Kortex am hochsten bei homozygoten Tragern von APOE ¢€4.

Das C Allel am Locus rs11136000 des CLU Gens ist der drittstarkste bekannte geneti-
sche Risikofaktor fur das Auftreten von LOAD hinter APOE €4 und der deutlich seltene-
ren Variante von Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2 (TREM2)
(Rajagopalan et al. 2013; Roussotte et al. 2014). Die rs11136000-Variante wurde si-
multan von 2 unabhangigen genomweiten Assoziationsstudien (englisch: Genome-
wide Association Study, GWAS) identifiziert (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009)
und spater in einer anderen GWAS bestétigt (Wijsman et al. 2011). Das C Allel steht im
Zusammenhang mit einem rascheren kognitiven Abbau in prasymptomatischen Stadi-
en der AD-Progression und einer schlechteren Gedachtnisfunktion bei AD-Patienten
und gesunden alteren Individuen (Thambisetty et al. 2013; Pedraza et al. 2014).

Yeh et al. identifizierten Apolipoproteine, wie APOJ und APOE, als Liganden von
TREM2 (2016). Die Bindung dieser Liganden durch TREM2 war aufgehoben oder re-
duziert durch AD-assoziierte Mutationen. Uberexpression des Wildtyps von TREM2
fuhrte zur verstarkten Aufnahme von LDL, APOJ und APOE in heterologe Zellen, wéah-
rend pathologische Varianten von TREM2 diesen Vorgang beeintrachtigten. Ap war an
Lipoproteine gebunden, dieser Komplex wurde TREM2-vermittelt von Mikroglia aufge-
nommen.

Mit dem Ziel neurodegenerative Erkrankungen durch in vivo Marker zu differenzieren,
verglichen Vranova et al. die Liquorspiegel von Tau, AB1-42 und Clusterin bei insge-
samt 96 Patienten mit PDNC, PDD, DLB und AD. Es konnten hohere Clusterinspiegel
fur Patienten mit PD (p=0.005) und PDD (p=0.052) gezeigt werden (2014).

1.8.4 ABCA1l

Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter A1 (ABCA1) sind Transportpro-
teine, die fur den Cholesterolefflux aus dem Zellinneren an die Membranoberflache
verantwortlich sind, wo Lipiddomé&nen entstehen (Oram 2003). Die Apolipoproteine Al
und E konnen das prasentierte Cholesterin binden, was zur Bildung von HDL fihrt

(Oram et al. 2008). ABCAL1 wird vor allem von Endothelzellen exprimiert.
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Wollmer et al. vermuteten, dass die genetische Variabilitat von ABCA1 mit der Patho-
genese von AD interferiert (2003). Sie stellten fest, dass gesunde &ltere Trager des A
Allels eines nicht-synonymen SNP (rs2234884) ein um 33% verringertes Gesamtcho-
lesterin gegeniber Nicht-Tragern aufwiesen. Bei 169 LOAD-Patienten war dieses Allel
daruber hinaus mit einem durchschnittlich 1,7 Jahre spateren Erkrankungsalter bei
Erstdiagnose assoziiert. Es bestand ein signifikanter Einfluss von ABCA1 auf Ablage-
rung von AB im AD-Mausmodell sowie eine Assoziation verschiedener genetischer
Polymorphismen mit dem allgemeinen Erkrankungsrisiko fir AD (Koldamova et al.
2014).

Im Laufe der letzten 10 Jahre konnten Studien die Bedeutung von ABCAL als Regula-
tor des APOE-Levels zeigen. Im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie sequenzierten Shi-
bata et al. 3 Gene des Cholesterolstoffwechsels in Bezug auf ihre Rolle als AD-
Risikofaktoren (2006). Es handelte sich dabei neben ABCA1 um Cholesterol-24- und -
25-Hydroxylase (CH24H, CH25H). Fiur ABCAl konnten 4 Einzelnukleotid-Poly-
morphismen identifiziert werden, die in der Promotorregion sowie den Exonen 7, 18
und 35 lokalisiert sind. Im APOE-abh&ngigen Modell konnte eine signifikante Assozia-
tion von AD mit 2 nicht-synonymen SNPs gezeigt werden: Im Zusammenhang mit dem
G Allel am Locus rs2230806 in Abwesenheit von APOE ¢4 (p=0.007) sowie mit dem A
Allel am Locus rs2230808 in Anwesenheit von APOE €4 (p=0.038). Boehm-Cagan et
al. verwendeten im Mausmodell das Peptid CS-6253, einen direkten ABCA1-Aktivator
in vitro, und beobachteten inwiefern es den Grad der Lipidisierung von APOE €4 in vivo
beeinflusst (2016). Die Behandlung mit CS-6253 fuhrte zum Rickgang der &4-
gesteuerten  Ap42-Akkumulation und Hyperphosphorylierung von Tau in
hippocampalen Neuronen. Synaptische Schaden und kognitive Defizite nahmen au-
Berdem ab. Da pathologische Effekte von €4 mit Deaktivierung von ABCA1 und ver-
minderter Lipidisierung von €4 korrelieren, ist es moglich, der zerebralen AD-Pathologie
und kognitiven Defiziten durch die Behandlung mit einem ABCA1-Agonisten entgegen-
zuwirken (Ya und Lu 2017).

1.8.5VLDLR

Der Very-Low-Density-Lipoprotein Receptor (VLDLR) gehért zur Familie der trans-
membranen Lipoproteinrezeptoren Typ 1 mit 5 Strukturdoméanen. Der Rezeptor wird in
Herz, Skelettmuskel, Fettgewebe und ZNS exprimiert, wahrend er in der Leber fehlt.
Seine Rolle im Cholesterinstoffwechsel hangt mit dem Metabolismus von

Triacylglycerol-reichen Lipoproteinen zusammen, die seinen Liganden, das Apolipo-
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protein E, beinhalten. Weiterhin ist er bei der neuronalen Migration im Laufe der Ent-

wicklung von hoher Bedeutung.

Jaeger und Pietrzik untersuchten verschiedene Mitglieder aus der Familie der Low-
Density-Lipoprotein Receptors (LDLR). Rezeptoren mit hoher Endozytose-Rate verrin-
gern die Sekretion von APP bei AD, wahrend die AB-Produktion durch verstarkte APP-
Internalisierung zunimmt (2008). Rezeptoren, die weniger schnell eingeschleust wer-
den, bedingen ein erhdhtes Vorkommen von APP an der Zelloberflache durch verstéark-
te APP-Sekretion und verminderte AB-Produktion. VLDLR bindet an extrazellulare
Glykoproteine wie Reelin und F-spondin, was zu einer Phosphorylierung von
Adaptorproteinen und einer Aktivierung von Signalkaskaden fiihrt (Divekar et al. 2014).
Erhohte Reelinspiegel konnten bereits mit AD assoziiert werden und die Kaskade des
Gens Reelin (RELN), auch als Downstream Signaling bezeichnet, wirkt sich neben
VLDLR auch auf den Rezeptor 2 von APOE aus (Herring et al. 2012).

Im Zusammenhang mit dem heterogen vererbten Dysaquilibrium-Syndrom, einer Kom-
bination aus einer autosomal rezessiven, nicht-progressiven zerebellaren Ataxie und
mentaler Retardierung, wiesen Ali et al. die erste homozygote missense Mutation bei
VLDLR Exon 15 nach (chr9:2650382 G> T) (2012). Diese ist in der extrazellularen
Doméne des Rezeptors, dem epidermalen Wachstumsfaktor (englisch: Epidermal
Growth Factor, EGF), lokalisiert und fir die Fehlfaltung des Proteins verantwortlich. Es
kommt somit zur Retention im Endoplasmatischen Retikulum und dem Abbau des Pro-

teins, woraus ein Funktionsverlust von VLDLR resultiert.

1.9 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine systematische genetische Untersuchung ausge-
wahlter Apolipoproteine und ihrer Rezeptoren bzw. Transporter bei PDD- und PDNC-
Patienten. Ein Vererbungsmuster konnte bei den idiopathischen Parkinson-Syn-
dromen, die etwa 75% ausmachen, bisher nicht identifiziert werden. Bis zu 80% aller
Parkinson-Patienten entwickeln im Krankheitsverlauf eine Demenz, wobei die Ursa-
chen ebenfalls weitestgehend unklar sind (Aarsland et al. 2003). Der zerebrale Choles-
terinmetabolismus ist dabei fur intakte Hirnfunktion mitverantwortlich. Maogliche
missense oder nonsense Mutationen an Gen Loci des Lipidstoffwechsels kdnnen zu
einer veranderten Proteinstruktur fihren, die mit einem Funktionsverlust einhergeht,

und zur Ausbildung von kognitiven Defiziten bei PD fuhrt.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen
bestimmten Einzelnukleotid-Polymorphismen in den selektierten Genen und Exonen
und dem Auftreten einer Demenz bei PD besteht. Wie bereits erlautert, liegt eine
histopathologische Uberschneidung der neurodegenerativen Erkrankungen vor. Nach-
gewiesene AD-Risikogene, wie APOE und APQJ, standen daher im Fokus dieser Ar-
beit.

Im Sinne eines genetischen Screenings wurden alle kodierenden Abschnitte von
APOE, APOAL und APOJ sequenziert. Zusétzlich wurden ausgewéhlte Exone von
ABCA1 (Exon 7, 18, 35) und VLDLR (Exon 15) untersucht. Die Auswahl der Exone
ergab sich aus den unter 1.8.4 und 1.8.5 angefuihrten Arbeiten von Shibata et al. und
Ali et al.. Fir ABCA1 konnten durch Erstgenannte 4 Einzelnukleotid-Polymorphismen
identifiziert werden, die in der Promotorregion sowie den Exonen 7, 18 und 35 lokali-
siert sind. Im APOE-abhéngigen Modell konnte bereits flr AD eine signifikante Assozi-
ation mit 2 nicht-synonymen SNPs gezeigt werden (Shibata et al. 2006), sodass in die-
ser Arbeit das Auftreten dieser SNPs bei Patienten mit PDD untersucht wurde. Fir eine
weitere neurodegenerative Erkrankung, dem heterogen vererbten Dysaquilibrium-
Syndrom, wiesen Ali et al. die erste homozygote missense Mutation bei VLDLR Exon
15 nach (2012). Die daraus resultierende Fehlfunktion des Rezeptors kann mdglicher-
weise ebenfalls in die Pathogenese der PDD involviert sein.

Das Patientenkollektiv (PDD, PDNC) entstammte der Datenbank der longitudinalen
LANDSCAPE Studie, als Ausgangsmaterial lag isolierte DNA vor. In dieser Arbeit wur-
den in einem Ansatz zundchst 47 PDNC-Patienten mit 47 PDD-Patienten verglichen.
Dabei wurde im Vorfeld ein Matching zwecks hdherer Vergleichbarkeit beider Gruppen
durchgefuhrt. Nachdem SNPs im Rahmen der laborchemischen Versuche identifiziert
wurden, erfolgte die Berechnung der statistischen Signifikanz in Bezug auf das Vor-
handensein einer Demenz bei PD. Die Detektion méglicher Risikogene der PDD und

eine Prognose Uber das Auftreten einer PDD wurden somit in Aussicht gestellt.

26



2. Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 3: Liste der Gerate und Anlagen

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Elektrophoresekammer E-PB O Febikon GmbH, Wer-
melskirchen, Deutschland
Feinwaage SC2020 Scout/Ohaus Europe

GmbH, Nanikon, Schweiz

Geldokumentationssystem

Transilluminator

peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Mehrkanalpipette Finnpipette® Thermo Fisher Scientific,
0,5-10 pl MA, USA
5-50 pl
Mikrowelle Continent MW 800 GGV Handelsgesellschaft
mbH & Co. KG, Kaarst,
Deutschland
Pipette Eppendorf® Research® Eppendorf AG, Hamburg,
plus Deutschland
2-20 pl
20-200 pl
Pipette Finnpipette® Thermo Fisher Scientific,
0,2-2 ul MA, USA
20-200 pl
200-1000 pl

Power Supply/Netzgerat

PowerPac™ Power
Supply

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Mlnchen,
Deutschland

Spektrometer

NanoDrop
Spectrophotometer ND-
1000

peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Thermocycler fur MyCycler Bio-Rad Laboratories

Polymerase-Kettenreaktion GmbH, Minchen,
Deutschland

Vortex-Schuttler 444-1372 VWR International

GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge Eppendorf AG, Hamburg,
5414D Deutschland
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland
Zentrifuge PicoFuge Stratagene, CA, USA
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Tabelle 4: Verwendete Materialien fur die Polymerase-Kettenreaktion

Produkt

Bezug

Biosphere® Filter Tips
0,1-10 pl

2-20 ul

2-100 pl

100-1000 pl

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland

Eppendorf Tubes® 5,0 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Glycerol

Fluka Analytical/ Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen, Deutschland

Klebefolie, optisch klar

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

PCR-Streifen, 1 x 8 Gefalte 0,2 ml,
ohne Deckel

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

peqGOLD dNTP-set

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Platinum™ Taq DNA Polymerase
(mit gebrauchsfertigen Puffern S/Y)

Invitrogen (Life Technologies), CA, USA

Reagiergefal3 1,5 ml SafeSeal

Sarstedt AG&Co, Numbrecht, Deutschland

Strip-Cap fir 8 Gefal3e

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Taqg DNA Polymerase 250 u

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Water for molecular biology, DEPC-
treated, sterile filtered

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

96 PCR-Platte randlos

Sarstedt AG&Co, Numbrecht, Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Materialien fUr die Gelelektrophorese

Produkt Bezug
Aqua destillata membraPure GmbH, Berlin, Deutsch-
land

Biozym LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Borsaure H;BO; (61,83 g/mol)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

DNA Gel Loading Dye (6x)

Fermentas (Thermo Fisher Scientific),
MA, USA

EDTA disodium salt (372,24 g/mol)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain
(10.000 x concentrate in DMSO)

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Tris base
[tris(hydroxymethyl)aminomethane]
(121,14 g/mol)

Acros Organics (Thermo Fisher Scien-
tific), MA, USA

100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Tabelle 6: Verwendeter Kit

Name

Bezug

PCR/DNA Clean-Up DNA Purification
Kit

roboklon/EURX, Gdansk, Polen
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Tabelle 7: Verwendete Primer von Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland.
ABCAL1 = Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter Al; APOA1 = Apoli-
poprotein 1; APOE = Apolipoprotein E; APOJ = Apolipoprotein J; Ex = Exon; Temp =

Anlagerungstemperatur in °C; VLDLR = Very-Low-Density-Lipoprotein Receptor.

Gen Exon |forward Primer reverse Primer Temp (°C)
APOA1 | Ex2 AGGTCTTCTCCCGCTCTGTG CTGAGATCTGAGCCGAAAGG 60,5
APOA1 | Ex3 GAGGCAGCAGGTTTCTCACT GGGCCCAGCTCATCAGATAT 59
APOA1 | Ex4 TAGTCCCAGCTCTGTCTC AGCTGCTTCCCACTTTGG 57
APOE |Ex2 CAGGGTCTGCCTGAATGG GAAGGCTAACCTGGGGTGA 60
APOE |Ex3 ACAGGGGCAGAATGAAACCT |TTTGTGGAGCACCTTCTGTG 62
APOE |Ex4A |ACCTGCTCCTTCACCTCGT CCGTTCCTTCTCTCCCTCTT 58,5
APOE |Ex4B | ACTAGGGTCCACCCCAGGAG |ACGAGGTGAAGGAGCAGGT 62
APOJ |Ex1 GGCCTGATAGAGAGGCACTG |GTGTCCATGGCAAGTCTGGT 60
APOJ |Ex2 TAATTGCAGCCTCAGCATCA TGACAGCCCCTGAACTGAAC 60
APOJ |Ex3 GCATGCGGAATGAAGCATA GGAGCAAGGGTAGGCACTT 60
APQOJ |Ex4 CCCTTGTGATATTGCTGGAGA |GCTGTTGGTCACTTGCTGTG 62
APOJ |Ex5 AAGGCAGCACCAGTGAGG CAGAGTGAGACCCTGTCTGTAAA [65/0,5
APOJ | Ex6 AGCCTTCCCTTCACACTTCT TGCCGTGTGATAAATGCTCAG 55
APOJ |Ex7 GCTTTCCGCGGCATTCTTT CCAAGACACATTTGCGAAAGG 59
APOJ |Ex8 GGGAAGCAGCAACTCAACAT | CCAAGAACAAAGCCAGGAAG 60
ABCAL1 | Ex7 CCTGATGCATTGGACTGTTGC | TGGCCCAAAAGTCTGAAAGAAC 59
ABCA1 |Ex18 |TTAGCTCCCTCTTTCCCCAC TTGGAAAGGGACACTGCATG 58
ABCA1 | Ex35 | ACTACACCGTACTGCCTCAC GTCACTTGGTTCTCAGGAGC 59
VLDLR | Ex15 | ACCCGGCATACAATAGCAGA CATGCTGCCTGTACCTGTAT 57

Verwendete Puffer

10x Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Borat-Ethylendiamintetraessigsaure (TBE)

Der Puffer wird mit destilliertem Wasser aus der Reinstwasseranlage (Astacus,
membraPure GmbH) angesetzt.

108 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) base (121,14 g/mol)

55 g Borsaure H;BO; (61,83 g/mol)

7,5 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) disodium salt (372,24 g/mol)

Losen in 800 ml destilliertem Wasser, auffiillen auf 1 Liter. Eventuell Erhitzen zwecks

Ldsung. Lagerung bei Raumtemperatur.

Elektrophorese Ladepuffer

250 pl 6x Loading Dye mit 250 ul H,O vermischen, ergibt 3x Loading Dye.

Lagerung bei 4-8 °C.
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2.2 Methoden
2.2.1 Konzentrationsmessung mit dem NanoDrop

Es handelt sich bei dem Gerat um ein Mikrovolumen-Spektrometer, das die Extinktion
der DNA-Probe bei 260 nm misst. Die allgemeine Funktionsweise beruht auf der Ab-
sorption von UV-Licht durch Nukleotide (Stoscheck 1990). Die Reinheit der DNA wird
zusatzlich Uber den Quotienten der Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt
(A260/A280). Da dieser Quotient bei den Messungen dieser Arbeit stets kleiner 1,8
betrug, konnte eine Kontamination der Proben ausgeschlossen werden. Die Quantifi-
zierung des DNA-Gehalts der Proben ist ein wichtiger prdanalytischer Vorgang vor
Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion (englisch: Polymerase Chain Reaction,
PCR). Die Ausgangskonzentration der DNA-Proben lag bei ungefahr 100 ng/ul. Es
erfolgte eine Verdinnung auf 10 ng/pl zur Verwendung fur die PCR.

2.2.2 Primer-Design

Als Ansatzpunkt der DNA-Polymerase bei der Polymerase-Kettenreaktion werden so-
genannte Primer bengtigt. Dabei handelt es sich um spezifische Oligonukleotide mit
einer Lange von 18 bis 24 Basen, die sich an die komplementare Sequenz der Matri-
zen-DNA anlagern. Entscheidend ist dabei, dass sich Primer mit einer ausreichenden
Stabilitdt an eine bestimmte Stelle der Matrize anlagern und somit den zu amplifizie-
renden DNA-Abschnitt festlegen.

Das individuelle Primer-Design der zu sequenzierenden Exone erfolgte mit dem PC-
Programm Primer3web version 4.0.0 (http://primer3.ut.ee/).

Mit  Hilfe der Online-Datenbank  Genatlas  (http://genatlas.medecine.univ-
paris5.friimagine/gene.php?menu=gene) kdnnen die kodierenden Exone der zu unter-
suchenden Gene eingesehen werden und Basen aus den Anfangsregionen der Exone
in das Primer3web-Programm kopiert werden. Das Programm erzeugt einen komple-
mentaren Primer. Es wurden fiir jedes Exon ein Vorwarts- (englisch: forward) und
Ruckwarts- (englisch: reverse) Primer erstellt. Der Unterschied der beiden Primer be-
steht dabei in der entgegengesetzten Leserichtung. Die Charakteristika der Primer mit

ihrer Sequenz und Anlagerungstemperatur sind in Tab. 7 aufgefuhrt.

30


http://primer3.ut.ee/

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Das Verfahren der PCR dient der In-vitro-Amplifizierung eines bestimmten DNA-
Abschnitts und wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt (Saiki et al. 1985). Die Voraus-
setzung ist dabei das Vorhandensein der zu amplifizierenden DNA und forward- sowie
reverse-Primer, die als Reaktionszunder dienen. Eine DNA-Polymerase synthetisiert
den komplementaren Strang zu den ausgewahlten Exonen und durch mehrmalige
Wiederholung wird eine hohe Vervielfaltigungsrate erreicht. Im Anschluss daran wird
die Gelelektrophorese zum Sichtbarmachen der Amplikons verwendet (Ansorge und
Labeit 1984).

Der Reaktionsansatz fur die PCR setzt sich aus dem Primer-Gemisch (forward- und
reverse-Primer) und Nukleotiden in ihrer Desoxyform (Desoxyribonukleosid-
triphosphate, dNTPs) sowie einer hitzestabilen DNA-Polymerase zusammen (Chen
und Janes 2002). Letztere kann kurzfristig auch Temperaturen von ber 90 °C stand-
halten und benétigt die Zugabe eines passenden Puffers, der einen bestimmten pH-
Wert und Salzgehalt vorgibt. Die hier verwendete Tag-Polymerase stammt aus dem
Bakterium Thermus aquaticus, dessen naturlicher Lebensraum im hohen Temperatur-
gebiet liegt. Das Arbeitsoptimum befindet sich bei 72 °C. Diese Temperatur wird im
PCR-Zyklus fir die Dauer der Elongation konstant aufrecht erhalten.

Tabelle 8: Beispielhafte Zusammensetzung fiur einen 25 yl Mastermix. DNA = Desoxy-
ribonukleinsaure; dNTP = Desoxyribonukleosidtriphosphate.

H,O 16,4 ul
Puffer S 2,5 ul
dNTP 2 mM 2,5 ul
Primer Mix 10 uM 1,0 ul
Taqg Polymerase 0,1 ul
DNA 10 ng/ul 2,5 ul

Die hier eingesetzte DNA-Menge variierte zwischen 20 und 50 ng, dementsprechend
betrugen die Volumina zwischen 2,0 und 5,0 pl. Die H,O-Menge wurde angepasst und
auf 25 pl erganzt. In einigen Fallen wurden Dimethylsulfoxid (DMSO) und Glycerol,
gemischt im Verhéaltnis 1:1, zugegeben, um die Spezifitdt der PCR zu erhéhen. Nach
der DNA-Zugabe zum vorgelegten Mastermix auf einer 96-Well-Platte und anschlie-
Rendem Durchmischen sowie Zentrifugieren wurde die Platte auf die PCR-Maschine

gestellt. Die jeweiligen Protokolle sind der Tab. 9 zu entnehmen.
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Der PCR-Zvyklus gliederte sich in folgende Schritte:

1. Denaturierung und Auftrennung des DNA-Doppelstrangs in 2 Einzelstrange bei
95/96°C

2. Anlagerung (englisch: Annealing) spezifischer forward- bzw. reverse-Primer am
5- und 3-Ende des zu amplifizierenden Bereiches an den Einzelstrangen,
Temperatur individuell verschieden (siehe Tab. 7)

3. Elongation durch die DNA-Polymerase bei 72 °C

Ab der Bindungsstelle der Primer kénnen die komplementaren Strange in 5-Richtung
synthetisiert werden, bis die Polymerase vom Strang abfallt oder die Reaktion durch
Temperaturerhohung unterbrochen wird. Der betreffende Abschnitt wurde somit ampli-
fiziert und die Anzahl der weiteren Zyklen (32 bis 40 Wiederholungen) regelt die Menge
der zu erstellenden DNA.

Beispiel fir PCR-Programm:

95 °C -3 min

95°C —-15sec

55°C —-15sec 32 - 40X
72 °C —45sec

72 °C —6 min

4°C - oo

Als Nebenprodukt des gewinschten Amplikons entstehen darliber hinaus weitere

DNA-Stlcke, die aufgrund des mangelnden Stopp-Signals langer sind als dieses.
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die PCR-Protokolle. ABCA1 = Adenosine Triphosphate-bin-
ding Cassette Transporter A1, APOA1 = Apolipoprotein 1; APOE = Apolipoprotein E;
APOJ = Apolipoprotein J; Ex = Exon; PCR = Polymerase Chain Reaction; VLDLR =
Very-Low-Density-Lipoprotein Receptor.

APOA1 PCR Protokoll

Ex2 96°C-10min, 35 Zyklen (96°C-45s, 60,5°C-50s, 72°C-45s), 72°C-5min, 4°C - «
Ex3 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 59°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex4 96°C-10min, 35 Zyklen (96°C-45s, 57°C-45s, 72°C-55s), 72°C-8min, 4°C - =
APOE

Ex 2 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex 3 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 62°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex 4 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 58,5°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - «
APOJ

Ex1 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex2 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex3 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - «
Ex4 95°C-3min, 32 Zyklen (95°C-15s, 62°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - «
Ex5 95°C-3min, 30 Zyklen (95°C-15s, 65°C|0,5°C-15s, 72°C-45s),

Touchdown | 20 Zyklen (95°C-15s, 50°C-15s, 72°C-45s), 72°C-7min, 4°C - «

Ex6 95°C-3min, 32 Zyklen (95°C-15s, 55°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
Ex7 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 59°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - «
Ex8 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - =
ABCA1l

Ex7 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 59°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C -
Ex18 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 58°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C - «
Ex35 95°C-3min, 36 Zyklen (95°C-15s, 59°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C -
VLDLR

Ex15 95°C-3min, 40 Zyklen (95°C-15s, 57°C-15s, 72°C-45s), 72°C-6min, 4°C -

Anmerkung zu APOJ Exon 5: Es wurde eine sogenannte Touchdown-PCR durchge-
fihrt. Es handelt es sich dabei um eine Variante der PCR, bei der eine unspezifische
Amplifizierung durch die Primer gezielt unterbunden werden soll (Don et al. 1991). Der
Schmelzpunkt des Primers legt dabei die Obergrenze der zu wahlenden Anlagerungs-
temperatur fest (Roux 1994). Die hoch spezifische Basenpaarung zwischen Primer und
Matrize ist bei Temperaturen, die knapp unter diesem Punkt liegen, moglich. Die Spezi-
fitat der Bindung nimmt mit sinkender Temperatur ab. Wenn viele unspezifische Se-
guenzen in frihen Schritten der Amplifizierung entstehen, verdrangen diese die spezi-
fische Amplikons durch die exponentielle Vervielfaltigungsaktivitat der Polymerase. Die

Touchdown-PCR erhoht daher die Spezifitdit der Reaktion bei hohen Temperaturen
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und ermdglicht eine hohe Effizienz gegen Ende der Reaktion durch Absenken der An-

lagerungstemperatur (Hecker und Roux 1996).

2.2.4 Gelelektrophorese

An die PCR schliel3t sich die Gelelektrophorese an. Dieses Verfahren dient zur Auf-
trennung von geladenen Makromolekiilen zwischen 0,5 und 25 kb und erfolgt auf ei-
nem Trager-Gel durch das Anlegen einer elektrischen Spannung (Olsson et al. 1984;
Mulhardt 2006, Kapitel 4.1). Jedes Molekil entwickelt eine spezifische Wanderungsge-
schwindigkeit, abh&ngig von seiner GrofRe, Form und Nettoladung in Bezug auf den
pH-Wert (Clark et al. 2009, Kapitel 2). Im Gel nimmt die Laufgeschwindigkeit der DNA-
Fragmente mit zunehmender Grof3e ab.

Das hier verwendete 1,5%-Agarose-Gel diente der Auftrennung von DNA-Fragmenten,
die mehr als 500 Nukleotide umfassen. Die Agarose wurde mit 1x TBE-Puffer zum Ko-
chen gebracht und nach Zugabe von SYBR® Gold zum Aushérten in eine Form ge-
gossen. Die 5 pl des PCR-Produkts wurden mit 2 pl 3x Loading Dye vermischt und
nach Einlegen des Tragers in die Kammer in die einzelnen Taschen aufgetragen. Es
wurden dabei Stichproben ausgewahlt (eine Probe je Spalte) sowie stets die Negativ-
kontrolle aufgetragen. Fur 90 min wurde eine Spannung von 110 Volt angelegt. Da die
Nukleotide der DNA negative Ladungen tragen, wandern sie im elektrischen Feld zu
Anode. Als Referenz wurde eine 100 bp Leiter (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
aufgetragen. Nach der Laufzeit wurde das Gel in einem Geldokumentationssystem mit
UV-Licht einer Wellenldnge von 312 nm beleuchtet. Die Fragmente konnten dank der
Zugabe von SYBR® Gold via Fluoreszenz sichtbar gemacht und Uberprift werden.
Das Ergebnis der Elektrophorese waren Exon-spezifische Banden, die somit die Spezi-

fitat der Primer und ein sauberes PCR-Produkt belegten.

2.2.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden zur Vorbereitung der Sequenzierung mit einem PCR/DNA
Clean-Up DNA Purification Kit des Herstellers roboklon/EURXx aufgereinigt. Dieser Vor-
gang dient der Entfernung der wahrend der PCR bendttigten Oligonukleotide, dNTPs,
Salze, Polymerase und Puffer.

Bei der zugrunde liegenden chromatographischen Reinigung werden Molekularsieb-

saulen, sogenannte spin-columns, verwendet (Kaltenbdck 2008, Kapitel 2). Die Poren-
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grof3e des Siebs reguliert die Auftrennung des Gemischs. Die Zentrifugation dient als

Beschleunigung der Wasch-Schritte mit verschiedenen Puffern.

Aufreinigungsprotokoll nach Herstellerempfehlung:

1. Je 40 pl Buffer DX auf die Saule pipettieren zur Aktivierung der Membran

2. 20 pl PCR-Produkt und 400 pl Orange DX Buffer mischen in 1,5 ml Eppendorf
Tube und auf Saule geben
Zentrifugieren 1 min/12.000 rpm mit Eppendorf Centrifuge 5414D
Durchfluss verwerfen, Saule wieder auf Sammelgefal} stecken

500 pl Wash DX1 Buffer auf S&ule geben, zentrifugieren 1 min/12.000 rpm

3
4
5
6. Durchfluss verwerfen, Sdule wieder auf Sammelgefal} stecken
7. 650 pl Wash DX2 Buffer auf Saule geben, zentrifugieren 1 min/12.000 rpm
8. Durchfluss verwerfen, Saule wieder auf Sammelgefal stecken
9. Zentrifugieren 2 min/12.000 rpm

10. Saule auf 1,5 ml Eppendorf Tube stecken, Sammelgefald verwerfen

11. 30 ul Elution Buffer auf die Saule geben, 2 min bei Raumtemperatur inkubieren
12. Zentrifugieren 1 min/12.000 rpm, Saule verwerfen. Aufgereinigtes PCR-Produkt

kann verwendet werden, Lagerung bei 8 °C

2.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit Hilfe der Kettenabbruchmethode nach Sanger, auch
Didesoxymethode genannt, durchgefiihrt. Das zugrunde liegende Prinzip ist die Ver-
langerung eines DNA-Strangs mit einer Polymerase in Gegenwart von Primern und
Nukleotiden, wobei hier neben Desoxyribonukleotiden (dNTPs) auch Dides-
oxyribonukleotide (ddNTPs) zugegeben werden (Sanger et al. 1977). DNA-Poly-
merasen konnen ddNTPs ebenso wie dNTPs einbauen, wobei bei ddNTPs die 3‘-OH-
Gruppen durch ein einzelnes H ersetzt sind (Horn und Moc 2015, Kapitel 12.2). Diese
sind fur die Ausbildung von Phosphodiesterbriicken und die Polymerisation erforder-
lich. Es kommt somit zum Kettenabbruch bei ddNTP-Einbau, welche zuséatzlich mit 4
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Pro Matrize werden 4 Reaktionen
durchgefihrt mit je einem der 4 ddNTPs. Das Verhaltnis dNTP zu ddNTP ist von hoher
Bedeutung, damit die entstehenden markierten Strange eine Abfolge von Molekilen
mit einer Lange von bis zu mehreren 1000 Basen und definiertem Endpunkt bilden
(Alphey 1998, Kapitel 3.2). Da genugend DNA-Molekiile im Reaktionsansatz vorhan-
den sind, ist davon auszugehen, dass es an jeder Basenposition zum Kettenabbruch

kommt.

35



Im nachsten Schritt kommt es zur Auftrennung der Molekile nach ihrer Grél3e mittels
einer hochauflésenden denaturierenden Gelelektrophorese, wobei ein
Polyacrylamidgel verwendet wird. Durch die Reihenfolge der Farben erschlief3t sich die
Abfolge der eingebauten ddNTPs, woraus man die zu analysierende DNA-Sequenz
ablesen kann.

Gliederung der Sequenzierung in folgende Schritte (Alphey 1998, Kapitel 3.2):
1. Denaturierung bei 94-96 °C

2. Annealing des Primers (in diesem Fall forward-Primer)

3. Markierungsreaktion: Zugabe von dNTPs, Puffer und DNA-Polymerase

4. Terminationsreaktion: Aufteilung der Reaktion auf 4 Gefal3e, Zugabe weiterer
dNTPs und jeweils eines ddNTP (farbmarkiert)

Elongation erfolgt bis zum Kettenabbruch

o

Auftrennung der Fragmente mittels Gelelektrophorese

Autoradiographische Darstellung und Ablesen der Nukleotidsequenz

Die Sequenzierung erfolgte extern durch den Sequenzier-Service von Eurofins
Genomics, Ebersberg, Deutschland. Zu 15 pl des aufgereinigten PCR-Produkts wur-
den 2 pl des forward-oder reverse-Primers mit einer Konzentration von 2 mM hinzuge-

geben und die Proben anschlielRend versendet.

2.2.7 Patientenkollektiv

Als Ausgangsmaterial wurde isolierte DNA aus Blut-Proben von PDD- und PDNC-
Patienten aus der Datenbank der fortlaufenden longitudinalen LANDSCAPE Studie
verwendet (Balzer-Geldsetzer et al. 2011). Es erfolgte eine Fallzahlschatzung bei ge-
planter Untersuchung der Haufigkeitsverteilung (Chi-Quadrat) bei Annahme einer gro-
Ben Effektstarke (d=0.5) und einer Power von 0.8 nach Bortz und Déring (Bortz und
Doring 2006, Kapitel 9.2), die eine Fallzahl von 47 ergab. Dementsprechend wurde
eine Kontrollgrupppe von 47 PDNC-Patienten gebildet.

Vorlaufer der Follow-up LANDSCAPE Studie war die DEMPARK Studie, die im Méarz
2011 604 Parkinson-Patienten umfasste, von welchen 56,3% an PDNC erkrankt wa-
ren, 30,6% zusatzlich an milden kognitiven Defiziten (MCI) litten und bei 13,1% eine

manifeste Demenz (PDD) vorlag (Balzer-Geldsetzer et al. 2011).

Ziel der Studie war es, das natlrliche Fortschreiten der kognitiven Beeintrachtigung bei

Patienten mit PD zu charakterisieren und beeinflussende Faktoren zu identifizieren. Zu
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diesem Zweck wurden Patienten mit PDNC, MCI und PDD eingeschlossen und mittels
standardisierter Testverfahren wie der Magnetresonanztomographie (MRT) sowie ge-
netischen und proteomischen Methoden untersucht. Um an der Studie teilzunehmen,
mussten die Teilnehmer den UKBB Kriterien einer idiopathischen PD entsprechen
(Hughes et al. 2002). Patienten mit MCI unterlagen den Petersen-Kriterien (2004), Pa-
tienten mit PDD den Richtlinien nach Emre et al. (2007). Jeder Teilnehmer durchlief
eine umfangreiche neuropsychologische Testung. Die Studie wurde in Anlehnung an

die Deklaration von Helsinki gefuhrt (Goodyear et al. 2007).

In dieser Arbeit wurden in einem Ansatz, wie oben erlautert, 47 PDNC-Patienten mit 47
PDD-Patienten verglichen. Dabei wurde ein Matching anhand der Kriterien Geschlecht,
2 6 Jahre Erkrankungsdauer und * 7 Jahre Altersdifferenz durchgeftihrt. Die Patienten-
charakteristika sind nachfolgend in Tab. 10 aufgefuhrt.

2.2.8 Ethikvotum

Ein positives Ethikvotum fir die LANDSCAPE bzw. DEMPARK Studie wurde durch die
Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitdt Marburg am
18.06.2011 erteilt (Aktenzeichen 25/11).
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Tabelle 10: Auflistung der Patientencharakteristika und Plattenbelegung.
No = Nummer; Plate = Plattenbelegung A1-H12; ID Dem = ID gemald DEMPARK Re-
gister; ID Tu = ID gemal Tubinger Register; Dis = Erkrankungstyp (1 = PDNC, 3 =
PDD); Age = Alter zum Zeitpunkt der Erfassung in Jahren; Sex = Geschlecht (1 =
mannlich, 2 = weiblich); Dur = Erkrankungsdauer in Jahren; MMSE = Mini Mental State
Examination/Status Test, Testergebnis in Punkten (max. 30); AgeOn = Alter in Jahren
bei Erstdiagnose M. Parkinson; H&Y = Hoehn & Yahr Klassifikation der Erkrankungs-

stadien (1-5).

No Plate ID Dem IDTu Dis Age Sex Dur MMSE AgeOn H&Y
1 A1 aaa0OXX  187XX 1 68 1 7 30 61 2
2 A2 evmOXX  214XX 1 64 1 12 26 52 2
3 A3 mbd3XX  180XX 1 74 1 6 30 64 2
4 A4 tni4XX 177XX 1 73 1 8 29 63 2
5 A5 usrexXx 187XX 1 71 1 6 29 65 1
6 A6 phl7XX 214XX 1 7% 2 9 29 66 2
7 A7 ags6XX  183XX 3 77 1 10 27 65 4
8 A8 hbveXX  174XX 3 76 1 12 20 63 4
9 A9 ouo2XX  152XX 3 78 1 7 24 67 2
10 A10  vpi9XX 193XX 3 71 1 10 23 59 2
11 A1l aayOXX  222XX 3 70 2 10 28 3
12 A12  mej2XX  151XX 3 68 2 9 26 57 3
13 B1 aaa0OXX  218XX 1 76 1 7 29 67 2
14 B2 fze8XX 187XX 1 73 1 8 28 64 2
15 B3 msj3XX 183XX 1 69 1 14 28 54 4
16 B4 urpOXXx 214XX 1 71 1 8 29 63 1
17 B5 aaa0OXX  174XX 1 65 2 10 28 54 3
18 B6 sah2XX  221XX 1 58 2 7 28 48 1
19 B7 atf5xXXx 186XX 3 7% 1 7 24 68 2
20 B8 IIW6XX 159XX 3 78 1 10 23 66 3
21 B9 pbn7XX  164XX 3 71 1 20 26 49 3
22 B10  vus7XX 194XX 3 72 1 7 28 62 2
23 B1l ahx7XX  182XX 3 68 2 13 25 54 2
24 B12 ngs1XX  172XX 3 70 2 9 28 60 3
25 C1 aaa0OXX  186XX 1 71 1 17 29 54 4
26 C2 gcx9XX 185XX 1 73 1 11 29 61 3
27 C3 rblI9XX 183XX 1 71 1 12 28 56 3
28 C4 vdz6XX 175XX 1 61 1 12 28 46 3
29 C5 aaabXX  187XX 1 70 2 7 29 62 2
30 C6 VCV1XX 193XX 1 76 2 11 29 64 2
31 cC7 bcre XX 184XX 3 7% 1 7 23 66 3
32 C8 izc1XX 171XX 3 76 1 13 27 61 3
33 C9 pio3XX 182XX 3 78 1 13 23 64 3
34 C10 wbsIXX 182XX 3 74 1 24 25 44 3
35 Cl1 gtu9xx 167XX 3 69 2 9 24 50 3
36 C12 sfeOXX 180XX 3 78 2 10 24 67 2
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No Plate ID Dem IDTU Dis Age Sex Dur MMSE AgeOn H&Y
37 D1 aafOXX 220XX 1 74 1 14 29 58 2
38 D2 gkoOXX  231XX 1 71 1 16 ---
39 D3 rst8XX 218XX 1 68 1 7 29 60 3
40 D4 vmd5XX 214XX 1 63 1 11 29 50 3
41 D5 kab2XX  231XX 1 73 2 9 29 65 3
42 D6 wch7XX  172XX 1 68 2 8 28 58 2
43 D7 cxb5XX  183XX 3 62 1 18 29 43 3
44 D8 Jly8XX 178XX 3 79 1 15 18 64 3
45 D9 pgf3XX 154XX 3 79 1 7 21 70 3
46 D10 wtghXX  186XX 3 73 1 12 27 60 3
47 D11 gxc5XX  195XX 3 70 2 23 26 47 4
48 D12  Vjl9xX 171XX 3 81 2 9 29 71 3
49 E1 aao9XX  193XX 1 65 1 13 27 51 2
50 E2 hat6 XX 192XX 1 76 1 7 30 3
51 E3 rye9xXXx 182XX 1 61 1 7 29 53 1
52 E4 VWX2XX  231XX 1 70 1 15 29 52 2
53 E5 kxI8XX 193XX 1 80 2 7 30 71 2
54 E6 XWj8XX 175XX 1 72 2 13 26 54 2
55 E7 dpo8XX  180XX 3 73 1 17 25 55 2
56 ES8 JIN9XX 188XX 3 68 1 11 26 5
57 E9 gbm3XX 171XX 3 7% 1 13 28 61 3
58 E10 xphOXX  196XX 3 75 1 22 24 53 3
599 E11 hzgbXX  174XX 3 74 2 11 18 62 4
60 E12  zzI5XX 221XX 3 63 2 7 22 56 2
61 F1 bgydXX  179XX 1 64 1 9 29 52 2
62 F2 icw8XX 175XX 1 67 1 9 27 55 1
63 F3 sse6XX  197XX 1 7 1 9 25 67 2
65 F5 laa8XX 192XX 1 70 2 8 29 62 3
66 F6 yxx8XX  209XX 1 79 2 11 30 65 3
67 F7 fkd8XX 183XX 3 67 1 8 25 58 2
68 F8 mjgsXX  221XX 3 72 1 22 23 50 2
69 F9 tnw3XX  179XX 3 72 1 12 26 59 3
70 F10  xvs8XX 175XX 3 73 1 10 26 49 3
71 F11  kmzlXX 193XX 3 70 2 13 -
72 F12  bsubXX  183XX 3 74 2 6 28 68 3
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No Plate ID Dem IDTU Dis Age Sex Dur MMSE AgeOn H&Y
73 G1 can5XxX 220XX 1 78 1 7 29 68 3
74 G2 jzeOXX 218XX 1 7% 1 9 28 65 3
75 G3 tci8XX 221XX 1 62 1 17 29 43 2
76 G4 yao7XX 214XX 1 73 1 9 28 63 2
77 G5 I[dgOXX 183XX 1 60 2 12 29 30 2
78 G6 zho8XX 222XX 1 61 2 6 26 53 2
79 G7 fur2XX 195XX 3 7% 1 14 24 59 3
80 G8 mmb2XX 231XX 3 61 1 12 28 48 3
8l G9 tpm4XX  187XX 3 65 1 15 26 50 2
82 G10 ybe2XX 231XX 3 73 1 6 30 66 5
83 G11  kto6XX 231XX 3 67 2 9 29 57 5
84 G12 -
85 H1 chalXX 182XX 1 69 1 14 26 54 3
86 H2 kxw2XX  181XX 1 64 1 7 30 55 3
87 H3 tgt7xXX 231XX 1 71 1 11 27 58 3
88 H4 ygp3XX 231XX 1 63 1 12 30 49 2
89 H5 l[dk2XX 183XX 1 65 2 9 30 55 3
90 He aab6XX  191XX 3 72 1 9 25 62 4
91 H7 gye3XX 191XX 3 71 1 20 27 49 3
92 H8 olw4XX 176XX 3 75 1 6 21 64 4
93 H9 vIb2XX 160XX 3 71 1 20 22 50 4
94 H10 ymlI2XX 168XX 3 66 1 12 ---
9 H11 Imm5XX  182XX 3 79 2 13 28 65 3
96 H12 ---
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2.2.9 Statistik

Hinsichtlich der Schatzung des Stichprobenumfangs lagen zunachst keine vergleich-
baren Daten aus anderen Studien vor. Da eine Untersuchung von 5 Genen geplant
war, wurde eine Bonferroni-Korrektur von a auf 0.05/5 = 0.01 durchgefuhrt. Wie unter
2.2.7 erlautert, erfolgte eine Fallzahlschatzung bei geplanter Untersuchung der Haufig-
keitsverteilung (Chi-Quadrat) bei Annahme einer grof3en Effektstarke (d=0.5) und einer
Power von 0.8 nach Bortz und Déring (Bortz und D6ring 2006, Kapitel 9.2), die eine
Fallzahl von 47 ergab. Dementsprechend wurde eine Kontrollgrupppe von 47 PDNC-
Patienten gebildet.

Als Analyse-Software wurde SPSS von IBM verwendet. Nach Einpflegen der Patien-
tendaten erfolgte die Definition der Variablen. Der Chi-Quadrat-Test aus der Gruppe
Hypothesentests wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanz herangezogen
(McHugh 2013). Grundlegend beobachtet man dabei 2 statistische Merkmale, in die-
sem Fall einen SNP und das Vorliegen einer PDD. In Bezug auf die vorliegende Arbeit
lautete die Nullhypothese dementsprechend, dass kein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten eines spezifischen SNPs und dem Vorliegen einer PDD besteht. Die Alterna-
tivhypothese hingegen bejahte den Zusammenhang bzw. die Abhangigkeit. Zu Beginn
erfolgte nun die Berechnung der absoluten und relativen Haufigkeiten bzw. die Analyse
der Merkmalsverteilung, wovon ausgehend die Wahrscheinlichkeiten ermittelt wurden.
Dabei war eine MindestgroR3e fur jede erwartete Haufigkeit entscheidend, die in dieser
Arbeit bei 5 lag. Wenn dieser Fall eintrat, wurde auf den exakten Test nach Fisher zu-
riickgegriffen, der keine Voraussetzungen an den Stichprobenumfang stellt (Mehta und
Patel 1986). Das Resultat sind verlassliche Ergebnisse, auch bei einer kleinen Anzahl
von Beobachtungen. Eine weitere Voraussetzung fiir beide Tests besteht darin, dass
die Stichprobe zuféllig entnommen sein muss. Als Limitation war ein begrenzter Um-

fang der Stichprobe zu betrachten, was Gegenstand der Diskussion sein wird.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Genanalyse wurden 5 Gene des Cholesterinmetabolis-

mus untersucht und insgesamt 8 SNPs identifiziert.

Bereits isolierte DNA von PD-Patienten aus der Datenbank der DEMPARK bzw.
LANDSCAPE Studie stellte das Ausgangsmaterial der Untersuchungen dar. Im Rah-
men eines Matchings wurden 47 Paare von Patienten mit PDD und PDNC gebildet, um
eine hohere Vergleichbarkeit beider Gruppen zu erzielen und eine optimale Selektion
der Kontrollen zu gewahrleisten. Als Merkmale wurden dabei das Geschlecht, die Er-
krankungsdauer (= 6 Jahre) sowie die Altersdifferenz (£ 7 Jahre) ausgewahlt, um diese
als Risikofaktoren in den Hintergrund treten zu lassen und primar genetische Mutatio-

nen zu betrachten.

Wie unter 1.8 erlautert, lag der Fokus der laborchemischen Versuche auf den
Apolipoproteinen: Bei APOAL, APOE und APOJ wurden alle kodierenden Exone ana-
lysiert, wahrend bei ABCAL1 die Exone 7, 18 und 35 sowie bei VLDLR ausschlie3lich
Exon 15 untersucht wurden. Die Eingrenzung der genannten Exone bei ABCA1 und
VLDLR beruhte auf den Publikationen von Shibata et al. und Ali et al. (siehe 1.8.4,
1.8.5).

Nach Konzentrationsbestimmung der Patienten-DNA mittels NanoDrop wurden fir je-
des Exon 2 spezifische Primer designt und zunéchst an Stichproben getestet. Je Exon
wurde ein individuelles PCR-Protokoll mit erfolgreicher Amplifikation entwickelt (siehe
2.2.3, Tab. 9), im ersten Durchgang wurde dabei stets der forward-Primer verwendet.
In einem PCR-Reaktionsansatz konnten auf einer Mikrotiterplatte mit 96 Wells 94 Pati-
entenproben sowie eine Negativ-Kontrolle aufgetragen werden. Der Mastermix der
Negativ-Kontrolle beinhaltet H,O anstelle der DNA. Zur Qualitatskontrolle erfolgte eine
Gel-Elektrophorese, welche Exon-spezifische Banden zeigte (siehe Abb. 1). Als Gro6-
Renreferenz diente eine 100 Basenpaar-Leiter, zusatzlich wurde stets die Negativkon-

trolle aufgetragen, um potenzielle Verunreinigungen zu detektieren.
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Abbildung 1: Exemplarische Gelbilder aller Exone. Via Gelelektrophorese erfolgte die
Auftrennung der PCR-Produkte, wobei ein 1,5%-Agarose-Gel verwendet wurde. Die
Banden wurden durch Zugabe von SYBR® Gold sichtbar gemacht. Als Referenz diente
eine Leiter mit 100 Basenpaaren (bp). Das Ergebnis waren Exon-spezifische Banden,
wie hier beispielhaft gezeigt. Durch den Pfeil ist die berechnete Grol3e des Exons ge-
kennzeichnet. ABCA1 = Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter Al
APOA1 = Apolipoprotein 1; APOE = Apolipoprotein E; APOJ = Apolipoprotein J; bp =
Basenpaare; PCR = Polymerase Chain Reaction; VLDLR = Very-Low-Density-Lipopro-
tein Receptor.
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Die PCR-Produkte wurden durch Verwendung des PCR/DNA Clean-Up DNA
Purification Kits aufgereinigt, sodass anschliel3end die externe Sequenzierung mit Hilfe
der Kettenabbruchmethode nach Sanger durchgefuhrt werden konnte. Im zweiten
Durchgang wurden unsaubere Sequenzen wiederholt, zum Teil unter Verwendung des
reverse-Primers, um eine maoglichst hohe Einschlussquote zu erreichen. Da bei 2 Pro-
ben frihzeitig keine ausreichende DNA-Menge mehr vorratig war, schieden diese aus,
sodass die maximale Probenanzahl bei 92 anstelle von 94 lag. Der Mittelwert der ein-
geschlossenen Proben lag bei 89.86 (SD=1.773). Eine Ubersicht der identifizierten
SNPs ist Abb. 2 und Tab. 11 zu entnehmen. Es handelte sich nach Abgleich mit der
Genom-Datenbank Ensembl bei allen Mutationen um bereits identifizierte SNPs, wobei
insgesamt 7 missense Mutationen und eine synonyme Variante in allen untersuchten

Genen vorlagen. APOAL und VLDLR wiesen keine Mutation auf.

Tabelle 11: Ubersicht tiber die Einzelnukleotid-Polymorphismen. Dargestellt ist ihre
Lokalisation und Auswirkung. Bis auf eine synonyme Variante liegen missense Mutati-
onen vor. rs374329439 liegt im untranslatierten Bereich (UTR-3). Die Mutationen ha-
ben einen Basenaustausch zur Folge, zum Beispiel wird bei rs769452 Thymin durch
Cytosin ersetzt, woraus eine abweichende Aminosaurenstruktur des Proteins resultiert.
A = Adenin; C = Cytosin; G = Guanin; T = Thymin; ABCA1 = Adenosine Triphosphate-
binding Cassette Transporter Al; APOAL1 = Apolipoprotein 1; APOE = Apolipoprotein
E; APOJ = Apolipoprotein J; SNP = Single Nucleotide Polymorphism; UTR-3 = Three
Prime Untranslated Region.

Chromosom Gen Exon SNP Bedeutung Basen
19 APOE 3 rs769452 missense T/C
19 APOE 4 rs7412 missense CIT
19 APOE 4 rs429358 missense T/C
19 APOE 4 rs374329439 UTR-3 CIT
missense (A)/
8 APOJ 5 rs7982 synoym AICIG
9 ABCA1l 7 rs2230806 missense CIT
rs2066714/ .
9 ABCA1l 18 14149313 missense T/C
9 ABCA1l 35 rs2230808 missense T/C

In Bezug auf APOE ist hervorzuheben, dass das Gen einen Polymorphismus zeigt und
3 verschiedene Allele daraus resultieren: rs7412 und rs429358 préagen dabei den Ge-
notyp durch eine veranderte Aminosaure an Position 112 bzw. 158. Die Bedeutung der
Allele und ihr Einfluss auf das Erkrankungsrisiko werden unter anderem Gegenstand

der folgenden Diskussion sein.

In der statistischen Berechnung wurden als Signifikanz-Tests auf Unabhéngigkeit der
Chi-Quadrat-Test bzw. der Exakte Test nach Fisher angewendet. Da der Erwartungs-

wert zum Teil kleiner 5 betrug, wurde auf den Letztgenannten zuriickgegriffen.
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In diesem Fall wurden keine Voraussetzungen an den Stichprobenumfang gestellt,
wodurch auch fur eine geringe Anzahl an Beobachtungen Aussagen getroffen werden
konnten. In der Zusammenschau der Berechnungen wies keine der Mutationen eine

statistische Signifikanz auf (siehe Tab. 3).

Es sind jedoch 2 Trends erkennbar: rs7982 (APOJ Exon 5) mit einer OR von 1.575
(95% KI=0.680~3,646, p=0.288) sowie rs2066714/ rs4149313 (ABCA1 Exon 18) mit
einer OR von 1,4 (95% KI=0.551~3,554, p=0.478). Um die Haufigkeit und Verteilung
von SNPs in der Allgemeinbevilkerung beurteilen zu kdnnen, wird auRerdem die MAF
(englisch: Minor Allele Frequency) herangezogen. Als MAF ist die Frequenz des selte-
neren Allels definiert. Wenn MAF grol3er 5% werden SNPs als haufig, zwischen 0,5-5%
als niedrig und unter 0,5% als selten bezeichnet.

In Tab. 13 ist die Allelverteilung bei PDD und PDNC im Vergleich zur europaischen
Normalbevdlkerung (EUR) aufgetragen. Bei Gegeniiberstellung der MAF beider Grup-
pen PDD versus PDNC sind erneut rs7982 und rs2066714/ rs4149313 hervorzuheben,

da das seltenere Allel in diesen Féallen haufiger bei PDD vorliegt.
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GGCCAGCGCTGGGAAC|C|GGCA |rs769452; APOE Exon 3 (Nr. 17)
GGCCAGCGCTGGGAAC|T[cGcA |T€: CTG>cCCG
L D B B B B B B a8 & 9§ K 8§ @8 F @ @ %

TGCAGAAG
TGCAGAAG|C

GCCTGGCAGTGT
GCCTGG CAGTGT

rs7412; APOE Exon 4 (Nr. 93)
CIT: CGC > TGC*

AN \aan/\

AGGACGTAG
AGGACGTAG

(@]

rs429358; APOE Exon 4 (Nr. 85)
T/IC: TGC > CGC*

cccGegeccccAGCcCcGgT CC T
cccGegcCccccaAGgCccagT CC

CCTG
CC TG

rs374329439; APOE Exon 4 (Nr. 49)
CIT -> UTR-3*

| R B B AN B ama G ZaEd EEa )

AGCCcCaGgaeCCTT
AGCCCGGCCTT

rs7982; APOJ Exon 5 (Nr. 63)
AIG: CAT - CAC*
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CCAGTTTCTCC
CCAGTTTOCTC (C|C

—

TTGGTAGGC
TTGGTAGGC

rs2230806; ABCA1 Exon 7 (Nr. 22)
CIT: AGG > AAG*

=50 B O R

CAGCACTTACTT
CAGCACTTACTT

AICIATT
AITRTT

rs4149313; ABCA1 Exon 18 (Nr. 30)
TIC : ATA-> ATG*

GACTGGACACCA
GACTGGACACCA

AAATAATG
AAA TAATG

rs2230808; ABCA1 Exon 35 (Nr. 41)
T/C: AAA > AGA*

Abbildung 2: Darstellung der Einzelnukleotid-Polymorphismen bei exemplarischen Se-
quenzen. Die Sequenzierung wurde mit Hilfe der Kettenabbruchmethode nach Sanger
reprasentative Sequenzen, wobei sich je nach
Basenaustausch abweichende Codons ergeben (im Kasten rechts abgebildet). A =
Adenin; C = Cytosin; G = Guanin; T = Thymin; Nr. = Patientennummer des Registers;
UTR-3 = Three Prime Untranslated Region.

durchgefuhrt. Abgebildet sind
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Tabelle 12: Kontingenzanalyse zur Evaluation des Effekts der Einzelnukleotid-
Polymorphismen auf das Vorliegen einer Parkinson-Demenz. Der Effekt ist als signifi-
kant anzunehmen, wenn p<0.05 ist. Zur Berechnung wurden als Signifikanz-Tests auf
Unabhéangigkeit der Chi-Quadrat-Test bzw. der Exakte Test nach Fisher angewendet.
Da der Erwartungswert zum Teil kleiner 5 betrug, wurde auf den Letztgenannten zu-
rickgegriffen. In diesem Fall wurden keine Voraussetzungen an den Stichprobenum-
fang gestellt und somit konnten auch fir eine geringe Anzahl an Beobachtungen Aus-
sagen getroffen werden. In der Zusammenschau der Berechnungen wies keine der
Mutationen eine statistische Signifikanz auf. rs7412* und rs429358* werden in Tabelle
14 erlautert. p<0.05: statistisch signifikant. ABCAL1 = Adenosine Triphosphate-binding
Cassette Transporter Al; APOE = Apolipo-protein E; APOJ = Apolipo-protein J; Ex =
Exon; KI = Konfidenzintervall; OR = Odds ratio; SNP = Single Nucleotide Polymor-
phism.

SNP Gen p-Wert OR 95% KI
X2 Fisher
(5769452 APOE_Ex3 0.508 0.5 0.044-5.717
rs7412% APOE_Ex4 0.339
rs429358* APOE_Ex4 0.373
rs374329439  APOE_Ex4 0.483
(57982 APOJ_Ex5 0.288 1575 0.68-3.646
(s2230806  ABCAL Ex7 0.341 0.667 0.289-1.537
Eiggggg/ ABCAL_Ex18 0.478 1.4 0.551-3.554
(s2230808  ABCAL_Ex35 0.500 0.732 0.154-3.479

Tabelle 13: Allelverteilung PDD versus PDNC. Als MAF (englisch: Minor Allele Fre-
quency) ist die Frequenz des selteneren Allels definiert. Wenn MAF>5% werden SNPs
als haufig, zwischen 0.5-5% als niedrig und unter 0.5% als selten bezeichnet. Im Ver-
gleich zur Allelverteilung bei PDD und PDNC ist die prozentuale Verteilung bei der eu-
ropaischen Normalbevolkerung (EUR) aufgetragen. Bei Gegentberstellung der MAF
beider Gruppen PDD versus PDNC sind rs7982 und rs2066714/ rs4149313 hervorzu-
heben, da das seltenere Allel in diesen Fallen h&ufiger bei PDD vorliegt. rs7412* und
rs429358* werden in Tabelle 14 erlautert. Maj = Major Allele; Min = Minor Allele; PDD
= Parkinson's Disease Dementia; PDNC = Parkinson's Disease with Normal Cognition;
SNP = Single Nucleotide Polymorphism.

SNP Anzahl EUR PDD PDNC
Min  Maj Min Maj Min Maj

PDD PDNC (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs769452 45 46 ) (100) 1(2.22) 44 (97.78) 2 (4.35) 44 (95.65)
rs7412* - - - - - -
rs429358*
rs374329439 43 46 0) (100) 1(2.33) 42 (97.67)  0(0) 46 (100)
rs7982 46 46 (39) (61) 21 (45.65) 25(54.35) 16 (34.78) 30 (65.22)
rs2230806 45 44 (24) (76) 20 (44.44)  25(55.56) 24 (54.55) 20 (45.45)
rs2066714/
rs4149313 44 44 (14) (86) 14 (31.82) 30(68.18) 11 (25.00) 33 (75.00)
rs2230808 44 44 (79) (21) 40(90.91) 4 (9.09) 41(93.18) 3(6.82)
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Tabelle 14: Allelverteilung bei Apolipoprotein E. APOE ist mit 3 Allelen (€2, €3, €4) und
6 Genotypen vertreten. €3 ist mit 70-80% das haufigste Allel und wird als normal be-
trachtet, wahrend €2 und €4 das Ergebnis einer einzelnen Aminosauren-Substitution an
Position 112 (rs429358) oder 158 (rs7412) sind. APOE = Apolipoprotein E; Maj = Major
Allele; Min = Minor Allele; PDD = Parkinson’‘s Disease Dementia; PDNC = Parkinson's
Disease with Normal Cognition; SNP = Single Nucleotide Polymorphism.

APOE-Genotyp Anzahl PDD PDNC

PDD PDNC Min (%) Maj (%) Min (%) Maj (%)
€2 44 46 2 (4.55) 42 (95.45) 4 (8.70) 42 (91.30)
€3 44 46 38 (86.36) 6 (13.64) 40 (86.96) 6 (13.04)
€4 44 46 4 (9.09) 40 (90.91) 2 (4.35) 44 (95.65)

50



4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, genetische Risikofaktoren der Parkinson-Demenz
in Bezug auf den Fettstoffwechsel zu detektieren. Die Familie der Apolipoproteine er-
schien von besonderem Interesse in Bezug auf Initiation, Progression und Prognose
der PD (Mollenhauer et al. 2014; Li et al. 2017).

Die Analyse ihrer kritischen Gene kann eine Vorhersage uber die Wahrscheinlichkeit
der PDD ermoglichen, worin ein Ansatzpunkt der therapeutischen Intervention liegen
konnte (Maarouf et al. 2012). Als Zielsetzung ist dabei ein verlangsamtes Voranschrei-
ten der Erkrankung bis hin zum Ausbleiben des Ausbruchs denkbar.

4.1 Apolipoprotein Al

Das Plasmalevel von APOAL korreliert invers mit dem Risiko fur PD, wobei ebenfalls
ein Einfluss auf das Manifestationsalter und die Auspragung der motorischen Sympto-
me nachgewiesen wurde (Swanson et al. 2015). 2 epidemiologische Studien konnten
ein vermindertes PD-Risiko unter Statin-Medikation nachweisen, wodurch erhohte
APOAL- und HDL-Spiegel bedingt sind (Gao et al. 2012; Lee et al. 2013). Niedrige
APOAL-Spiegel rufen eine verminderte Aktivitdt der Serum-Paraoxonase/Arylesterase
1 (PONZ1) hervor, welche eine der wesentlichen anti-artherosklerotischen Komponen-
ten von HDL darstellt (Qiang et al. 2013). Auf genetischer Ebene ist bekannt, dass die
Plasma-APOA1-Level durch einen SNP an Position -75 bp (rs670) beeinflusst und ge-
steigert werden (Zhang et al. 2012).

Da im Rahmen dieser Arbeit lediglich ein synonymer SNP identifiziert werden konnte
und keine quantitative Analyse der APOA1-Spiegel im Plasma erfolgte, kann diesbe-
zuglich keine Aussage getroffen werden. Fest steht, dass APOAL als potentieller Bio-
marker des PD-Risikos und mdglicher neuroprotektiver Faktor des dopaminergen Sys-

tems diskutiert werden kann.

4.2 Apolipoprotein E

APOE ist mit 3 Allelen (g2, €3, €4) und 6 Genotypen vertreten (Suastegui Roman et al.
2002). €3 ist mit 70-80% das haufigste Allel und wird als normal betrachtet, wahrend €2
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und €4 das Ergebnis einer einzelnen Aminosauren-Substitution an Position 112
(rs429358) oder 158 (rs7412) sind (Weisgraber et al. 1981; Huang und Mahley 2014).

Tabelle 15: Genotypen von Apolipoprotein E. APOE = Apolipoprotein E; C = Cytosin;
T = Thymin.

rs429358 rs7412
APOE €2 T T
APOE €3 T C
APOE ¢4 C C
Nicht beobachtet C T

APOE wird ebenfalls als Biomarker fir PD und PDD diskutiert und kann als Indikator
der kognitiven Beeintrachtigung bei Patienten mit PD und AD herangezogen werden
(Harhangi et al. 2000). Studien konnten nachweisen, dass €2 mit einem hdheren PD-
Risiko vergesellschaftet ist: Eine Meta-Analyse, die 22 weitere Studien beinhaltete,
belegte eine e2-vermittelte erhdhte Wahrscheinlichkeit fir PD (OR=1.23; 95% Ki
1.04~1.46; p=0.8) (Huang et al. 2004). Wahrend auf der einen Seite €4 als ursachlich
fur PD angenommen wird, kommen auf der anderen Seite auch beide Allele, €2 und &4,
als Risikofaktoren in Betracht (Li et al. 2004; Williams-Gray et al. 2009; Gao et al.
2011; Monsell et al. 2014).

Zusammengefasst ist die Studienlage nicht eindeutig, wobei ebenfalls zahlreiche Un-
tersuchungen vorlagen, die keinen signifikanten Unterschied der Allelfrequenz zwi-
schen PD-Patienten und Kontrollen zeigen konnten (Maraganore et al. 2000; Goetz et
al. 2001; Federoff et al. 2012; Multhammer et al. 2014; Nicoletti et al. 2016).

Genetische Risikofaktoren und multiple Umwelteinflisse sind Determinanten der Atio-
logie und Pathogenese der PD. Die Unstimmigkeiten der Studien kdnnen mdglicher-
weise durch die Unterschiede der Patientencharakteristika, darunter ethnischer Hinter-
grund, Manifestationsalter, Zeitpunkt der Diagnosestellung und Schweregrad der Er-
krankung, erklart werden (Li et al. 2017). Ebenfalls beeinflusst eine divergierende Me-

thodik, die zur Identifikation der APOE-Isoformen verwendet wurde, die Ergebnisse.

Der APOE-Genotyp ist der am beste untersuchte genetische Risikofaktor der PDD
(Mollenhauer et al. 2014). Mehrere Querschnitts-Studien haben den Effekt des APOE-
Genotyps auf die Entwicklung einer Demenz evaluiert und schlussfolgerten, dass eine
Korrelation zwischen APOE-Genexpression und einer kognitiven Beeintrachtigung bei
PD besteht (Harhangi et al. 2000; Morley et al. 2012; Tsuang et al. 2013; Monsell et al.
2014; Paul et al. 2016; Rasmussen et al. 2018). Eine grof3e Metaanalyse mit 1145 Fal-
len und 501 Kontrollen postulierte, dass eine Uberreprasentation von e4-Tragern unter

Patienten mit PDD bestand, was sich mit den Ergebnissen einer weiteren Metaanalyse
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mit 458 PD-Fallen (163 mit PDD, 295 mit PDNC) deckte (Huang et al. 2006; Williams-
Gray et al. 2009). Ein schnellerer kognitiver Verfall war unter €e4-Tragern im Rahmen
einer longitudinalen Studie tUber 4 Jahre messbar (Morley et al. 2012). Nichtsdestotrotz
zeigte der APOE-Genotyp keinerlei Relevanz in Bezug auf PDD in diversen anderen
Studien (Marder et al. 1994; Harhangi et al. 2000; Kurz et al. 2009; Ryu und Kwon
2010; Mengel et al. 2016). So konnte beispielsweise in einer longitudinalen Kohorten
Studie mit 107 erstdiagnostizierten PD-Patienten keine Assoziation von APOE-
Genotyp und der Entwicklung einer Demenz gezeigt werden, ein Follow-up wurde Uber
5 Jahre durchgefihrt (Williams-Gray et al. 2009).

Auch Mengel et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen APOE ¢4 und kogniti-
ven Defiziten bei 447 Patienten mit PDNC, PD-MCI und PDD, wobei das Kollektiv
ebenfalls der LANDSCAPE Studie entstammte (2016). In diesem Kontext wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede der Populationscharakteristika zwischen €4-
Tragern und Nicht-Tragern beschrieben. Ebenfalls wurde keine Assoziation von €4 mit
einer kognitiven Beeintrachtigung (PD-MCI oder PDD) beschrieben, sodass im Rah-
men dieser Arbeit keine weitere Auseinandersetzung mit dem APOE-Genotyp statt-
fand.

Die ausbleibende Korrelation zwischen APOE-Genotyp und kognitiven Defizitien kann
durch mehrere Phanomene erklart werden: Zunachst ist es schwierig, einen Bezug
zwischen APOE-Genotyp und der Entwicklung einer PD bei Gruppen mit geringer Fall-
zahl, abweichender Methodik in der Diagnostik einer Demenz und fehlendem Follow-
up herzustellen (Li et al. 2017). Aul3erdem befinden sich PD-Patienten moglicherweise
unter dem Schutz einer genetischen Variante durch Mechanismen, die bisher nicht
verstanden sind (Morley et al. 2012). Zuletzt ist der Einfluss des APOE-Genotyps auf
den kognitiven Status bei PDD nicht identisch mit den spezifischen Effekten auf AD
und DLB, was auf unterschiedliche APOE-Isoformen zurtickgefihrt werden kann
(Tsuang et al. 2013).

4.3 Apolipoprotein J

Die APOJ-Genexpression ist im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankun-
gen deutlich gesteigert, darunter PD, DLB, Multisystematrophie und AD (Sasaki et al.
2002). Clusterin scheint in die Signallbertragung der Neurotoxizitat von AB auf Neuro-
ne involviert zu sein (Killick et al. 2014). AB-Peptide zielen auf das Clusterin-Protein ab,

wobei ihre Komplexe fur pathologische Verdnderungen verantwortlich sind, sodass in
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der Aufhebung des AB-Effekts ein mdglicher therapeutischer Ansatz zu sehen ist. Es
wurde vermutet, dass APOJ die a-Synuklein-Aggregation verhindern kann, indem es
sich mit a-Synuklein in Lewy-Kdrpern als molekulares Chaperon zusammenlagert (Car-
reras et al. 2005).

Vranova et al. konnten héhere Clusterin-Spiegel im Liquor von Patienten mit PD und
PDD im Vergleich zu Gesunden nachweisen (2014). Auf der anderen Seite postulierten
Dijk et al., dass Clusterin-Level nicht mit Erkrankungsdauer, Stadium und Auspragung
der motorischen Symptome korreliert werden kdnnen (2013). Der Zusammenhang zwi-
schen erhdohtem Clusterin und PD war jedoch starker ausgeprégt bei dementen Patien-
ten, analog zur Korrelation zwischen Clusterin-Level und kognitivem Verfall bei AD.
Eine Clusterin-basierte Therapie zeigte bereits positive Effekte in der Behandlung von
Artherosklerose, peripherer Polyneuropathie und AD im Tiermodell (Dati et al. 2007;
Zhang et al. 2010).

Auf genetischer Ebene konnte unabhangig vom APOE-Genotyp und anderen Risiko-
faktoren der PD eine Assoziation von PD mit dem CLU-spezifischen SNP rs11136000
gezeigt werden (Gao et al. 2011). Harold et al. hatten urspriinglich mit dem Ziel, neue
genetische Risikofaktoren fur AD zu identifizieren, insgesamt 19.000 Proben im Rah-
men einer GWAS untersucht, wobei dieser Locus mit Genom-weiter Signifikanz fir AD
beschrieben wurde (2009). rs11136000 befindet sich auf Chromosom 8 und ist in ei-
nem Intron lokalisiert. Auf der Suche nach einer funktionellen Variante wurde analy-
siert, welche Loci durch Kopplungsungleichgewicht (englisch: Linkage Disequilibrium,
LD) mit dem Allel in Verbindung stehen. rs7982 auf Exon 5 befand sich in einem star-
ken Kopplungsungleichgewicht und zeigte eine vergleichbare Assoziation mit AD. Exon
5 beeinflusst insgesamt die Kodierung der Beta-Kette des Clusterin-Proteins und somit

indirekt auch das Splicing (Jun et al. 2010).

Auch Guerreiro et al. verglichen die genetischen Variationen auf Exon 5 bei 849 AD-
Patienten und 1067 gesunden Kontrollen (2010). rs7982 war der einzige SNP mit einer
MAF>0.05 (p=0.6296, OR=0.9429), libereinstimmend mit den Ergebnissen von Harold
et al. (2009). Eine statistische Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen einer Alters-gematchten Fall-Kontroll-Studie konnte ebenfalls eine Asso-
ziation von rs7982 mit einer APOE e4-negativen Gruppe von AD-Patienten gezeigt
werden (Komatsu et al. 2011). Tan et al. konnten eine signifikante Assoziation von
rs7982 mit AB-Aggregation nachweisen, wobei sie Subgruppen von Patienten mit AD,
MCI und unbeeintrachtigter Kognition untersuchten (2016). Sie kamen zu dem Ergeb-

nis, dass sich rs7982 im Falle einer homozygoten Mutation protektiv in der gesunden
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Gruppe auswirkt. In diesem Stadium der unbeeintrachtigten Kognition kommt es zur
AD-Initiation durch abnorme AB-Faltung, die zur Ausbildung von Plaques fihrt (Jack et
al. 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte rs7982 (OR=1.575) mit einer MAF von 0.46 bei PDD
versus 0.35 bei PDNC nachgewiesen werden. In Anlehnung an die Ergebnisse von
Tan et al. liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine pathophysiologische Uber-
schneidung in Bezug auf die AB-assoziierten kognitiven Defizite bei beiden Erkrankun-
gen handelt. Die fehlende Signifikanz ist auch in diesem Fall der geringen Fallzahl ge-
schuldet, der SNP ist jedoch unter den Ergebnissen dieser Arbeit als relevant zu be-

trachten.

4.4 ABCA1

Ebenfalls Gegenstand der AD-Forschung sind genetische Variationen im ABCA1-Gen
und ihre Auswirkungen auf das Erkrankungsrisiko (Wollmer et al. 2003). Wie bereits
unter 1.8.4 erlautert, vereinfacht ABCA1l den unidirektionalen Efflux von freiem
Cholesterol und Phospholipiden und vermittelt die Lipidisierung der meisten
Apolipoproteine, darunter APOAL und APOE, mit dem Ergebnis eines dysfunktionalen
HDL-Molekiils (Yancey et al. 2003).

Studien konnten zeigen, dass eine Defizienz von ABCAL1 im Gehirn zu einem absin-
kenden APOE-Level fuhrt (Hirsch-Reinshagen et al. 2004). In diversen Fall-Kontroll-
Studien der letzten 20 Jahre wurde der Einfluss von 3 missense Mutationen auf die
AD-Entwicklung untersucht: rs2230806 (R219 K), rs4149313 (1883 M) und rs2230808
(R1587 K) (Shibata et al. 2006; Sundar et al. 2007; Wahrle et al. 2007; Rodriguez-
Rodriguez et al. 2010; Koldamova et al. 2014).

Aufgrund der widersprtchlichen Ergebnislage unternahmen Wang et al. eine Metaana-
lyse von insgesamt 13 Studien (6.214 AD-Patienten, 6.034 Kontrollen), wobei letztlich
kein signifikanter Zusammenhang zwischen AD-Préadisposition und oben genannten
ABCAL1-Polymorphismen nachgewiesen werden konnte (2013). Als Limitationen fihr-
ten Wang et al. auch hier eine nicht ausreichende Fallzahl sowie die hohe ethnische
Diversitat an. Die Haufigkeit des 219 K Allels war beispielsweise unter wei3en Ameri-
kanern deutlich erhdht im Vergleich zu Kaukasiern einer anderen Studie (Li et al. 2004;
Shibata et al. 2006). Analog zu dieser Aussage konnte auch im Rahmen dieser Arbeit
keine Korrelation zwischen den SNPs und kognitiven Defiziten bei PD hergestellt wer-

den.
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Tabelle 16: Ergebnisse der Metaanalyse von Wang et al.. Zwischen den ABCA1-
Polymorphismen und der Pradisposition fir eine dementielle Entwicklung bei der Alz-
heimer- und Parkinson-Krankheit kann keine statistisch signifikante Korrelation nach-
gewiesen werden. ABCAL = Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter Al,;
AD = Alzheimer's Disease; OR = Odds Ratio; PDD = Parkinson‘s Disease Dementia.

OR AD OR PDD
rs2230806 (R219 K) 1.01 0.67
rs4149313 (1883 M) 1.10 1.40
rs2230808 (R1587 K) 1.08 0.73

Auch wenn ABCAL in Bezug auf AD eine wichtige Funktion zugesprochen wird (Li et
al. 2004; Wabhrle et al. 2004), bleibt der Einfluss auf PD bislang unklar.

Ya und Lu analysierten zu diesem Zweck ABCA1 R219 K bei chinesischen Patienten
mit AD und PD und bestimmten unter anderem die Serumlevel von ABCA1, APOA1,
APOA2, APOB, HDL und LDL, um die Assoziation dieser Faktoren mit der AD- bzw.
PD-Pradisposition zu erforschen (2017).

Eine Verteilungsanalyse von ABCA1 R219K zeigte signifikante Unterschiede zwischen
Patienten mit AD und PD sowie gesunden Kontrollen: Die ABCA1 R219K R Allel-
frequenz war bei AD deutlich erniedrigt im Vergleich zu PD, wahrend R219K K erhoht
messbar war. Nichtsdestotrotz waren keine signifikanten Unterschiede der R219K
Allelfrequenz von AD- oder PD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen mess-
bar. Diese Ergebnisse legen erstmals die Vermutung nahe, dass eine unterschiedliche
R219K Verteilung bei beiden neurodegenerativen Erkrankungen vorliegt. In einer an-
schlieBenden Genotyp-Analyse (ABCA1l R219K RR+RK versus ABCAl1 R219K KK)
konnten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen beiden Erkrankungen und ge-
sunden Kontrollen, nicht jedoch zwischen AD- und PD-Patienten gefunden werden. In
Bezug auf ABCA1 R219K RR versus ABCA1l R219K RK+KK wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen AD und PD, als auch zwischen PD und Gesunden, beschrieben.
Bei PD-Patienten mit Genotyp R219K RR oder RK war ein raschere Progression fest-
stellbar, wahrend bei R219K RR ein langsameres Voranschreiten messbar war, was
einen moglichen protektiven Effekt des K Allels nahelegt.

Gegensatzliche Phanomene waren bei AD feststellbar, was die unterschiedlichen

Auswirkungen des R219K Genotyps auf beide Erkrankungen belegt.

In den vergangenen Jahren berichteten viele Studien Uber eine deutlich erh6hte Ex-
pression der pro-inflammatorischen Faktoren bei Patienten mit AD und PD, ausgehend
von der Hypothese, dass die Neuroinflammation das AD- bzw. PD-Risiko erhéht (Du et
al. 2000; Wahner et al. 2007; Reale et al. 2009). Ya und Lu konnten bei PD-Patienten
erniedrigte Spiegel von ABCA1 nachweisen, wahrend APOA1, APOB und HDL erhdht
waren (2017).
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Bei AD-Patienten zeigten sich APOA1, APOA2 und APOB sowie HDL bei PD erniedrigt
im Vergleich zu gesunden Kontrollen, wahrend ABCA1 bei PD-Patienten hoher lag. Mit
der Progression der Erkrankungen scheinen demnach abweichende Serumspiegel
einherzugehen. Die Autoren aufRerten daruber hinaus die Vermutung, dass das R219K
R Allel abnorme ABCA1-Level bei PD-Patienten induziert, nachdem sie die Korrelation
zwischen R219K Verteilung und Serumfaktoren untersucht hatten. Es bestand eine
negative Korrelation zwischen Serum-HDL und dem Schweregrad der PD nach H&Y.
Diese Beobachtung lasst die Schlussfolgerung zu, dass mit héheren Schweregraden
die pro-inflammatorischen Faktoren ansteigen, was mit dem Absinken des protektiven
HDL einhergeht. Die Autoren schlieRen sich damit der Meinung an, dass Serum-
ABCALl-Level mit der Progression von AD und PD korreliert werden kénnen (Xiao et al.
2012; Dong et al. 2016). Bei den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte ein Vergleich der
MAF von rs4149313 (OR=1.40) eine deutliche Erhéhung fur PDD=0.32 versus MAF
PDNC=0.25 versus MAF EUR=0.14.

Es handelt sich dabei um den am wenigsten untersuchten SNP unter den publizierten
Studien, sodass auch hier eine spezifische Einflussnahme auf kognitive Defizite bei PD
wenig verstanden ist und weitere Abklarung erfordert.

4.5 Fazit

In der Zusammenschau der Ergebnisse liefert diese Arbeit Informationen Uber magli-
che Risikogene bzw. kritische Einzelnukleotid-Polymorphismen bei der Parkinson-
Demenz. Mit dem Ziel, die genetische Prédisposition der PDD aufzudecken, wurden
unterschiedliche Gruppen von PD-Patienten miteinander verglichen. Der priméare Ver-
suchsansatz der Arbeit beinhaltete verschiedene Apoliproteine, um zunachst moglichst

breit Mutationen zu detektieren.

Im Rahmen des genetischen Screenings wurden 7 missense Mutationen und eine sy-
nonyme Variante, insgesamt bereits bekannte SNPs, identifiziert. Eine statistische Sig-

nifikanz lag fir keinen Einzelnukleotid-Polymorphismus vor.

Folgende mdgliche Limitationen der Arbeit missen in Betracht gezogen werden: In der
geringen Fallzahl ist die fehlende Signifikanz der SNPs rs7982 (APOJ Exon 5) und
rs2066714/ rs4149313 (ABCA1 Exon 18) begrindet. Die initial angenommene grof3e
Effektgrof3e wurde moglicherweise falsch eingeschétzt, retrospektiv ist von einer mittle-
ren bis kleinen Effekigro3e auszugehen. Davon ausgehend ware eine héhere Fallzahl

von 130 bzw. 1.168 Patienten pro Gruppe anzustreben. Die Datenbank der
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LANDSCAPE Studie ermdglicht den Zugriff auf die DNA von PDNC- und PDD-
Patienten, sodass eine gezielte Untersuchung der oben genannten SNPs bei einem
groRReren Kollektiv moglich und kurzfristig realisierbar wére.

Die Betrachtung einer anderen Population wéare ebenfalls von Interesse, da im Kollektiv
der LANDSCAPE Studie primar Europ&er enthalten sind. Lokal bedingt kdnnen sich
grof3e Abweichungen der MAF ergeben.

Durch das Matching anhand von Alter, Geschlecht und Erkrankungsdauer wurde be-
reits eine moglichst hohe Kompatibilitat der beiden Gruppen angestrebt. Der Schwere-
grad der Erkrankung zum Zeitpunkt der Untersuchung bzw. das genaue kognitive Sta-
dium wurden dabei allerdings nicht miteinbezogen. Anhand vorliegender Patientencha-
rakteristika, die ebenfalls im Rahmen der LANDSCAPE Studie erhoben wurden, wére
eine Anpassung des Matchings unter Hinzunahme weiterer Parameter zwecks hdherer

Aussagekraft denkbar.

Die Auswahl der zu untersuchenden Apolipoproteine ergab sich im Wesentlichen durch
bereits identifizierte Risikogene der Alzheimer-Demenz. Die Uberschneidung der bei-
den neurodegenerativen Erkrankungen konnte auf molekularer Ebene bereits nachge-
wiesen werden, wie unter 1.6 erldutert. Als dritte assoziierte Erkrankung bedarf auch
die Demenz mit Lewy-Korpern einer genauen Untersuchung. In diesem Zusammen-

hang ware eine Fall-Kontroll-Studie mit PDD- und DLB-Patienten ergénzend denkbar.

Zusammengefasst ist es anhand der Ergebnisse mdglich, APOJ und ABCAL mit ihren
SNPs aus der Gruppe der untersuchten Apolipoproteine bzw. ihrer assoziierten Trans-
porter hervorzuheben. Die Bedeutung des Cholesterinstoffwechsels in Bezug auf PDD
ist nicht umfassend geklart und bedarf weiterer Untersuchungen, wobei diese Arbeit

einen Anstol3 in Bezug auf die oben genannten Gene liefern kann.

4.6 Ausblick

Im Zuge des demographischen Wandels riicken neurodegenerative Erkrankungen in
den Fokus der biomedizinischen Forschung. Die Bedeutung des Lipidstoffwechsels fur
eine vaskulare Pathogenese ist anerkannt, jedoch auf genetischer Ebene nur in Ansat-
zen verstanden. Neben den neurodegenerativen sind auch die kardiovaskularen Er-
krankungen mit einem &hnlichen Risikoprofil behaftet, sodass genetische Analysen

auch hier Pathomechanismen entschlisseln kdnnen. Als haufigste Todesursache in
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den westlichen Industrienationen zeigen Zweitgenannte die Relevanz des vaskularen

Status auf.

Verschiedene Formen der Hypercholesterinamie erfordern eine konsequente Therapie.
In der Primér- und Sekundarpravention des Myokardinfarkts bzw. Apoplex werden seit
langem Statine verordnet. Ziel ist dabei, eine suffiziente Senkung des LDL-
Cholesterins zu erreichen, um der Atherosklerose entgegenzuwirken. Eine Anpassung
des Lebenswandels zur Reduktion des Cholesterins, insbesondere der Ernahrungsge-
wohnheiten, wird ebenfalls empfohlen.

Neue Substanzen, wie Mipomersen, greifen bereits in die Regulationsebene der
Apolipoproteine ein. Es handelt sich dabei um Oligonukleotide, die an bestimmte Loci
der Messenger Ribonukleinsdure binden und somit die Bildung eines Genprodukts
verhindern (Parhofer 2012). Im Fall von Mipomersen fuhrt dieser Mechanismus dazu,
dass in der Leber weniger Apolipoprotein B gebildet wird. Aufgrund des ausgepragten
Nebenwirkungsprofils ist das Medikament in Deutschland aktuell nicht zugelassen. Ein
hoheres Verstandnis Uber die Funktionsweise der Apolipoproteine und ihrer Transpor-
ter bzw. Rezeptoren kann eine spezifischere medikamenttse Therapie ermdglichen.
Auch eine Antikbper-vermittelte Therapie steht in Aussicht.

Die Identifikation von Risikogenen bzw. Mutationen bei PD ist daher besonders rele-
vant, da eine Genanalyse bereits vor Diagnosestellung eine Vorhersage tber die Er-
krankungswahrscheinlichkeit treffen kann. Demnach konnen besonders geféhrdete

Individuen identifiziert und engmaschig untersucht werden.

In der Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind die determinie-
renden genetischen Faktoren der neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere
der Parkinson-Demenz, weiterhin an grof3eren Fallzahlen und diversen Populationen

Zu untersuchen.
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5. Deutsche und Englische Zusammenfassung
5.1 Deutsche Zusammenfassung

,Die Genetik des Lipidstoffwechsels als Risikofaktor fur kognitive Defizite bei der

Parkinson-Krankheit*

Die Parkinson-Krankheit gehort zu den Basalganglienerkrankungen und ist nach der
Alzheimer-Krankheit die zweith&ufigste neurodegenerative Erkrankung. Von den typi-
schen motorischen Leitsymptomen sind kognitive Defizite, auch Parkinson-Demenz
genannt, abzugrenzen. Etwa 75% der Parkinson-Syndrome sind idiopathisch und tre-
ten sporadisch auf. Bei dieser groRen Mehrheit der Erkrankten gibt es bislang kein

identifizierbares Vererbungsmuster.

Fir eine intakte Hirnfunktion ist der zerebrale Cholesterinmetabolismus von hoher Be-
deutung, sodass kodierende Gene des Cholesterinstoffwechsels in die Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der Alzheimer-Krankheit, involviert
sind. Ausgehend von der bekannten pathophysiologischen Uberschneidung der Alz-
heimer- und Parkinson-Krankheit, dient diese Arbeit einer systematischen Untersu-
chung ausgewahlter Gene des Lipidstoffwechsels im Zusammenhang mit der Parkin-

son-Demenz.

Das Kollektiv aus 94 Parkinson-Erkrankten entstammte der Datenbank der longitudina-
len LANDSCAPE Studie, wobei 2 Gruppen von Parkinson-Patienten mit Demenz und
unbeeintrachtigter Kognition gebildet wurden. Im Vorfeld wurde ein Matching zwecks
hdherer Vergleichbarkeit der Fall- und Kontrollgruppe anhand der Kriterien Geschlecht,
2 6 Jahre Erkrankungsdauer und * 7 Jahre Altersdifferenz durchgefiihrt. Als Aus-
gangsmaterial der laborchemischen Versuche lag isolierte Desoxyribonukleinsaure vor,
wobei mittels Polymerase-Kettenreaktion bestimmte Gen-Loci zwecks weiterer Auf-
schliisselung amplifiziert wurden. Im Sinne eines genetischen Screenings wurden alle
kodierenden Abschnitte der Apolipoproteine E, A1 und J sequenziert, wobei es sich um
etablierte Risikogene der Alzheimer-Krankheit handelt. Zusatzlich wurden ausgewahlte
Exone von Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter A1 (Exon 7, 18, 35)
und Very-Low-Density-Lipoprotein Receptor (Exon 15) untersucht, bei denen bereits im
Vorfeld kritische Mutationen beschrieben wurden. Im Fokus stand dabei die Identifika-
tion von Einzelnukleotid-Polymorphismen, die moglicherweise mit der Auspragung ei-

ner Demenz bei der Parkinson-Krankheit zusammenh&ngen.
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Im Rahmen der Sequenzierung mit Hilfe der Kettenabbruchmethode nach Sanger wur-
den insgesamt 8 Einzelnukleotid-Polymorphismen identifiziert, darunter 7 missense
Mutationen und eine synonyme Variante. Apolipoprotein A1 und Very-Low-Density-
Lipoprotein Receptor wiesen keine Mutation auf.

Eine statistische Signifikanz konnte fur keinen Einzelnukleotid-Polymorphismus gezeigt
werden. Dementsprechend konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein einer Mutation und der Ausbildung einer Parkinson-Demenz in der vor-
liegenden Stichprobe abgeleitet werden. In der Tendenz waren jedoch 2 Mutationen
hervorzuheben: rs7982 (Apolipoprotein J Exon 5) mit einer Odds ratio von 1.575 (95%
Konfidenzintervall=0.680~3.646, p=0.288) sowie rs2066714/ rs4149313 (Adenosine
Triphosphate-binding Cassette Transporter A1 Exon 18) mit einer Odds Ratio von 1.4
(95% Konfidenzintervall=0.551~3.554, p=0.478). Apolipoprotein J und Adenosine
Triphosphate-binding Cassette Transporter Al stellen somit als mogliche Risikogene

der Parkinson-Demenz das Ziel weiterer Analysen dar.

Als Limitation der Arbeit war die geringe Fallzahl bei initial zu hoch geschatzter Effekt-
gréRe zu betrachten, sodass die fokussierte Untersuchung in Bezug auf oben genann-
te Mutationen an weiteren Patienten der LANDSCAPE Studie sinnvoll und in Zukunft

geplant ist.
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5.2 Englische Zusammenfassung (Summary)

»1he role of lipid metabolism as a risk factor for Parkinson’s Disease Dementia”

Parkinson’s Disease is the second most neurodegenerative disorder following Alz-
heimer’s Disease. Among Patients with Parkinson’s Disease cognitive decline is com-
mon and occurs after motor symptoms. The cause of Parkinson’s Disease Dementia is
not understood so far. Therefore, analyzing genetic risk factors is important for identify-
ing individuals at high risk of Parkinson’s Disease Dementia. Cholesterol metabolism
and its regulation play a major role in an operating central nervous system.
Apolipoproteins are associated with a diagnosis of cognitive impairment in Alzheimer’'s

Disease and might influence a cognitive decline among Parkinson’s patients as well.

In this dissertation a total of 94 patients with Parkinson’s Disease (47 patients without
cognitive impairment, 47 patients with dementia) were included from an observational
German multicenter cohort study (LANDSCAPE study). Primarily, a data matching was
held to achieve a higher comparability and a better selection of controls. As criteria
served gender, a period of disease = 6 years and a difference of age + 7 years.

Several studies reported of different genes as being associated with the risk of devel-
oping Parkinson’s Disease Dementia. To further characterize this association sequenc-
ing of the coding region of the Apolipoproteins E, A1 and J and of selected exons of
Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter Al and Very-Low-Density-
Lipoprotein Receptor was performed. A total of 8 variants were found in both cases and
controls. No significant differences were observed in the distribution of these Single
Nucleotide Polymorphisms between Parkinson’s Disease Dementia patients and con-

trols.

Nonetheless, regarding the present results rs7982 (Apolipoprotein J Exon 5; Odds ratio
1.575; 95% confidence interval=0.680~3.646; p=0.288) and rs2066714/ rs4149313
(Adenosine Triphosphate-binding Cassette Transporter A1 Exon 18; Odds Ratio 1.4,
95% confidence interval=0.551~3.554; p=0.478) have been suggested to be risk fac-

tors for dementia in Parkinson’s Disease.

The lack of significance might be based on the small number of cases. As a perspec-
tive more patients of the LANDSCAPE collective could be included and investigated

concerning these 2 variants as above-mentioned.
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