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1 Einleitung, Morbus Parkinson

1. Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen wie der Morbus Parkinson (PD) und der Morbus Alzheimer
(AD) zahlen zu den haufigsten neurologischen Krankheitsbildern. Auch aufgrund der weitrei-
chenden individuellen und sozio6konomischen Konsequenzen des Morbus Parkinson und Mor-
bus Alzheimer riicken diese Erkrankungen, insbesondere vor dem Hintergrund des demogra-
phischen Wandels, in den Fokus. Sowohl beim Morbus Parkinson als auch beim Morbus Alzhei-
mer wird eine multifaktorielle Pathogenese angenommen, welche neben natiirlichen Alte-
rungsprozessen auch umweltbedingte Faktoren und insbesondere genetische Faktoren um-
fasst; bei beiden Erkrankungen wird zudem eine inflammatorische Komponente angenommen

(Shulman und de Jager 2009).

Vor diesem Hintergrund scheinen Kandidatengene der Interleukine, die mit immunologisch ver-
mittelten Mechanismen von neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht wur-
den, von besonderer Bedeutung zu sein. Entsprechend wurden in den vorliegenden Allelasso-
ziationsstudien die vermutliche Beteiligung von Polymorphismen in den Genen der Zytokine
Interleukin-1-alpha und Interleukin-6 am Erkrankungsrisiko fir Morbus Alzheimer und Morbus

Parkinson anhand von molekulargenetischen Untersuchungen erforscht.

1.1. Morbus Parkinson
Epidemiologie, Klinik und Prognose

Das Parkinson-Syndrom ist ein klinisches Syndrom, welches durch den motorischen Symptom-
komplex Rigor, Ruhetremor und Akinese gekennzeichnet ist, weiterhin finden sich Stérungen
der Halte- und Stellreflexe (Oertel et al. 2011). 1817 wurde eine als Paralysis agitans bezeich-
nete Erkrankung von dem Londoner Arzt James Parkinson beschrieben, die lange Zeit im deut-
schen Sprachraum als sogenannte ,Schittellahmung” bekannt war (Parkinson 1817). Der fran-

z0sische Neurologe Charcot fiihrte schliellich den Begriff Morbus Parkinson ein.

10



1 Einleitung, Morbus Parkinson

Bei der Parkinson Erkrankung (auch idiopathisches Parkinson-Syndrom, primarer Parkinson)
lassen sich neben dem oben beschriebenen klinischen Syndrom klassische neuropathologi-
sche Veranderungen nachweisen, die ursachlich auf einen progredienten Untergang dopami-
nerger, melaninhaltiger Zellen der Pars compacta der Substantia nigra und anderer dopami-
nerger Neurone zuriickgeht und mit einem konsekutiven striatalem Dopaminmangel einher-
geht. Wird das idiopathische Parkinson-Syndrom manifest, sind bereits bis zu 80% der nigralen
dopaminergen Neurone untergegangen, die fortschreitende Degeneration ist bisher durch
eine Therapie nicht aufzuhalten (Shapira 1999). Die Atiologie und Pathogenese sind allerdings

derzeit nicht komplett entschlisselt.

Vom sogenannten primaren Parkinson-Syndrom wird das sogenannte sekundare Parkinson-
Syndrom abgegrenzt, welches z.B. Neuroleptika-induziert oder postencephalitisch auftreten
kann. Auch Intoxikationen, Traumata oder Tumoren kdnnen ein Parkinson-Syndrom ausldsen.
Es tritt auch bei seltenen Stoffwechselerkrankungen, wie der Wilson-Erkrankung, oder auch

bei Multi-Systematrophien auf.

Das idiopathische Parkinson-Syndrom ist neben der Alzheimer-Erkrankung die zweithaufigste
der neurodegenerativen Erkrankungen des fortgeschrittenen Lebensalters. Hinsichtlich der
Pravalenzraten der Erkrankung gibt es weltweit eine deutliche Schwankung, die sich auch auf
Grund eines Mangels an validen diagnostischen Tests und Markern begriindet. In den Indust-
rienationen wird eine Pravalenz von ca. 100 bis 200 pro 100.000 Einwohner angegeben, bei
Personen zwischen der 8. und 9. Dekade steigt die Rate auf bis zu 4% an (de Lau und Breteler
2006a, Tanner et al. 1999a). Der Erkrankungsgipfel der Parkinson-Demenz liegt zwischen dem
50. und 60. Lebensjahr. Manner sind dabei etwas haufiger betroffen als Frauen. Das primare
Parkinson-Syndrom wird basierend auf dem Erkrankungsalter in 3 Gruppen eingeteilt: 1. die
juvenile Form (Erkrankungsalter unter 20 Jahre), 2. die ,friih beginnende Form“ (Early-Onset
PD, EOPD, Erkrankungsalter zwischen 21. und 50. Lebensjahr) und die spat beginnende Form
(Late Onset PD, LOPD, Erkrankungsalter Gber 50 Jahre).

11



1 Einleitung, Morbus Parkinson

Klinisch unterscheiden sich die verschiedenen Subgruppen durch eine unterschiedliche Pro-
gredienz sowie Inzidenz von motorischen Komplikationen. Letztere scheinen vor allem bei Pa-

tienten mit frithem Erkrankungsbeginn haufiger zu sein (Foltynie et al. 2002).

1.1.1. Klinik: motorische und nicht-motorische Symptome
Die klinische Symptomatik des Morbus Parkinson ldsst sich in zwei Kategorien einteilen

- motorische Symptome

- nicht-motorische Symptome

Viele nicht-motorische Symptome, wie Depressivitdt, zwanghafte Personlichkeitsakzentuie-
rungen und Stérungen der Sensibilitdt werden vom Patienten oft vor Manifestation von mo-
torischen Symptomen berichtet. Oft werden diffuse Schmerzen oder Missempfindungen der
Extremitdten beklagt, die die klinische Diagnose auf Grund der unspezifischen Beschwerden
erschweren. Hierbei sind auch eine leichte Ermidbarkeit, ein verandertes Schriftbild oder
leichte Veranderungen des Gangbildes zu nennen. Dieser Symptomkomplex ist sehr unspezi-
fisch und kann nur schwer vom natirlichen Alterungsprozess abgegrenzt werden. Allerdings
konnen derartige Prodromalsymptome den typischen motorischen Auffalligkeiten um Jahre

vorausgehen (Meissner et al. 2012).

Die motorischen Kardinalsymptome Ruhetremor, Rigor und Akinese beschreiben das Vollbild
der Manifestation einer Parkinson-Erkrankung. Der Tremor ist ein Ruhetremor der Frequenz
von 4 bis 6 Hertz (sogenannter ,Pillendreher”“-Tremor) und entsteht durch alternierende Ak-

tivierung von antagonistischen Muskeln (Gelb et al. 1999).

Rigor beschreibt einen erhohten Muskeltonus, der in Flexoren und Extensoren gleichermalen
ausgepragt ist und klassischerweise mit dem sogenannten Zahnradphanomen bei der klini-

schen Untersuchung imponieren kann.
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1 Einleitung, Morbus Parkinson

Die Akinese betrifft sowohl willkirliche als auch unwillkiirliche Bewegungen. Hierbei fallt bei
Parkinson-Patienten insbesondere auf, dass es zu einer verlangsamten Initiation und Exeku-
tion von Bewegungen kommt (Gerlach et al. 2007), was als Bradykinese bezeichnet wird. Ty-
pische Begleitbewegungen z.B. das Mitschwingen der Arme sowie weitere spontane bzw. au-
tomatische Bewegungen sind zudem verarmt (Hypokinese), es kommt klassischerweise zu ei-
ner leichten Ermudbarkeit bei repetitiven Bewegungen. Manifestationsformen des Morbus
Parkinsons wie Haltungsinstabilitdt oder Ganganomalie treten oft erst im spateren Verlauf der
Erkrankung hinzu. Die motorische Symptomatik beginnt charakteristisch unilateral, die Gegen-

seite ist oft erst im Verlauf betroffen.

Bei den nicht-motorischen Symptomen, die wie oben erwahnt auch im Rahmen einer prodro-
malen Symptomatik imponieren kénnen, sind vor allem psychiatrische Symptome bzw. Syn-
drome zu nennen. Bei bis zu 40% der betroffenen Patienten lasst sich im Verlauf eine depres-
sive Symptomatik nachweisen (Haltenhof et al. 1994, McDonald et al. 2003). Weitere psychi-
atrische Symptome wie psychotische Symptome, Angst, Schlafstérungen in Form von Durch-
schlafstérungen, vegetative Stérungen oder kognitive Stérungen lassen sich ebenso nachwei-
sen. Dabei ist insgesamt weiterhin unklar, ob z.B. die hadufige depressive Symptomatik Aus-
druck des neurodegenerativen Prozesses ist oder sekundar zu sehen ist (McDonald et al.
2003). Im Vergleich zu gleichaltrigen Menschen ist fir Parkinson-Patienten die Wahrschein-
lichkeit, an einer Demenz zu erkranken, fast sechsfach so hoch (Aarsland et al. 2001). Die
Arbeitsgruppe von Aarsland ermittelte in einer Ubersichtsarbeit sogar eine Hiufigkeit zwi-
schen 24% und 31% (Aarsland et al. 2005). Auch in aktuelleren prospektiven Studien ergeben
sich inkonsistente Befunde, so schwankte die Prdvalenz eines dementielles Syndromes bei PD
zwischen 5% vier Jahre nach Diagnosestellung bis zu 15-20% nach fiinf Jahren sowie bis zu 46%
nach zehn Jahren. Die unterschiedlichen Ergebnisse kénnten unterschiedlichen Patientenpo-
pulationen, unterschiedlichen Beobachtungsszeitrdumen entweder abhangig von ersten auf-
getretenen Symptomen oder Diagnosestellung, unterschiedlichen Diagnosekritierien oder
fehlenden Folgeuntersuchungen bei einigen Studien geschuldet sein (Williams-Gray et al.

2013, Santangelo et al. 2015)
13



1 Einleitung, Morbus Parkinson

1.1.2. Epidemiologische Daten

Analog zur Alzheimer-Erkrankung (vergleiche Kapitel 1.3.1) steigt auch beim Morbus Parkin-
son das Risiko einer Erkrankung mit dem Alter (Langston 1998). Im Alter kommt es zu einer
naturlichen Abnahme von Dopamin im Striatum, was beim Morbus Parkinson beschleunigt
erscheint. Nikotinkonsum konnte in verschiedenen Studien negativ mit dem Auftreten eines
Morbus Parkinsons assoziiert werden, in weiteren Metaanalysen konnten diese Befunde be-
statigt werden, ohne dass ein eindeutiger Pathomechanismus beschrieben werden konnte
(Hernan et al. 2002, Ritz et al. 2007, Li et al. 2015). In einer Ubersichtsarbeit von Wood wird

dieser mogliche Zusammenhang eher kritisch bewertet (Wood 2017).

Powers konnte nachweisen, dass interessanterweise auch nicht-steroidale Antiphlogistika
(NSAR) das Risiko, an Morbus Parkinson zu erkranken, reduzieren (Powers et al. 2008). Auch
exogene Faktoren standen oder stehen im Verdacht, bei der Pathogenese des Morbus Parkin-
son eine Rolle zu spielen. Seit der Entdeckung des MPTP (1-Methyl-Phenyl-1,2,3,6 Tetrahyd-
ropyridin) induzierten Parkinsonismus durch Degeneration von Neuronen in der Substantia
nigra durch die Arbeitsgruppe von Tolwani (1999) lag die Vermutung nahe, dass Umweltgifte
mit MPTP-ahnlicher Struktur eine Ursache fiir Morbus Parkinson sein kénnten (Tolwani et al.
1999). Vergleichbare Substanzen finden sich z.B. in Form von Pestiziden, Herbiziden oder Fun-
giziden (Le Couteur et al. 1999). Allerdings kam das erwdhnte Toxin MPDP neben 6 Hydroxy-
dopamin (6 OHDA) in verschiedenen Tiermodellen zum Einsatz und diese stellen noch heute
das wichtigste (pharamakologische) Modell zur Erforschung der Pathogenese des Morbus Par-

kinson dar (Langston 2017).

Zu erwahnen bleiben weitere mogliche exogene Faktoren, die einen Parkinsonismus verursa-
chen konnen, wie Schadelhirntraumata, Infektionen, Stoffe wie Zyanid, Karbondisulfid und
Mangan (Goldman 2014). Letztlich kann es auch durch die Einnahme von Neuroleptika zum
sogenannten Parkinsonoid kommen, der auf eine Dopaminblockade an Dopaminrezeptoren
(D2-, D3-Rezeptoren) zuriickzufiihren ist und als sogenannte extrapyramidalmotorische Ne-

benwirkung von Medikamenten zu sehen ist.
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1 Einleitung, Morbus Parkinson

1.1.3 Neuropathologie

Der progrediente Zelluntergang durch Degeneration dopaminerger Neurone der Pars com-
pacta der Substantia nigra wurde bereits im Jahr 1919 erstmals durch den jungen Mediziner
Tretjakoff in seiner Doktorarbeit beschrieben (zitiert nach Andrade et al. 2009). Neuere Er-
kenntnisse scheinen allerdings zu belegen, dass bei der Parkinson-Erkrankung mehrere neu-
ronale Systeme betroffen sind. Neben dem dopaminergen System sind dies z.B. auch das no-
radrenerge System (Locus Coeruleus und dorsaler Vaguskern), das serotonerge (Raphe Kerne)
als auch das cholinerge System (Nucleus basalis Meynert) (Jellinger et al. 1987, 1989,
Hornykiewicz und Kish 1987) sowie die peripheren Ganglien des autonomen Nervensystems.
SchlieBlich scheint auch das glutamaterge System z.B. bei der Entstehung von Dyskinesien mit-

beteiligt zu sein (Soghomonian et al. 1997).

Abb.1: Neuropathologische Lasionen PD: Im Endstadium des M. Parkin-
son verstarken sich die kortikalen Veranderungen erheblich. Dabei blei-
ben Dichteunterschiede zwischen den mesokortikalen und neokortikalen
Veranderungen erhalten (immunozytochemische Reaktion gegen a-
Synuklein ohne Gegenfarbung) (modifiziert nach Braak et al 2003).

Analog zur Alzheimer-Erkrankung gibt es auch beim Morbus Parkinson charakteristische neu-
ropathologische Korrelate, die sogenannten Lewy-Kérperchen, welche sich in den betroffenen
Hirnregionen als zytosolische Einschliisse zeigen (Baba et al. 1998). Die charakteristischen
Lewy-Korper sind eosinophile Proteinaggregate bestehend aus Proteinen wie Alpha-Synu-

clein, Ubiquitin und Neurofilamenten. Deren Rolle bei der Entstehung des Morbus Parkinson
15



1 Einleitung, Morbus Parkinson

ist bisher noch weitgehend unklar. Aus Untersuchungen des Dopaminstoffwechsels, der do-
paminergen nigrostriatalen Projektionen und des Zelluntergangs in bei Signalkaskaden be-
troffenen Regelkreisen der Basalganglien, Striatum und Putamen konnte zumindest ein Teil
der klinischen Symptomatik des Morbus Parkinson ursachlich erklart werden. Aus der Pars
compacta der Substantia nigra projizieren dopaminerge Neurone (iber das mediane Vorder-
hornbiindel in das Striatum und vermitteln Signale, welche Giber Inhibition/Disinhibition mo-
dulierend auf Bewegungsimpulse und Bewegungsablaufe wirken. Untersuchungen hinsicht-
lich der Zusammensetzung der beschriebenen Proteinablagerung lassen jedoch weitere Riick-
schlisse und somit neuere Ansatzpunkte fiir die Suche nach genetisch pradisponierenden Fak-
toren zu (Hurtig et al. 2000). Beim Abtransport von Proteinen ist das histochemisch in Lewy
Koérperchen nachweisbare Ubiquitin von groBer Bedeutung. Inwieweit es hier zu einem ge-
storten Abbau (Love et al. 1988) oder moglicherweise Zellfunktionen durch Lewy-Korper di-
rekt gestort werden (Rockwell et al. 2000), ist weiterhin ungeklart. Die Ablagerung von Lewy-
Korperchen ist dabei nicht pathognomonisch flir den Morbus Parkinson, weitere Synucleino-
pathien (Lewy Body Demenz) zeigen ebenso Alpha-Synuclein-Aggregate in speziellen Neuro-
nenpopulationen (Marti et al. 2003). Bei der Multisystematrophie finden sich oligodendrogli-

ale Einschlusskorperchen (Papp et al. 1989).

~

T

Abb. 2: Immunhistochemie. a-Synuclein-Farbung eines Lewy-Korperchens (spharische, eosinophile,
neuronale zytoplasmatische Einschlisse (Pfeil), die aus Aggregaten von a-Synuklein, einem synapti-
schen Protein, gebildet werden) in der Substantia nigra bei Parkinson-Krankheit (aus Feany 2010).
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1 Einleitung, Morbus Parkinson

1.1.4 Diagnose

Die Diagnose eines Morbus Parkinson erfolgt in der Regel durch eine klinisch neurologische
Untersuchung. Es stehen heutzutage neben einer Magnetresonanztomografie und geneti-
schen Untersuchung auch spezielle bildgebende Verfahren wie z.B. die FP-CIT SPECT-Untersu-
chung zur Verfligung, durch die das Ausmal} des Zellverlustes beurteilt werden kann. Dabei
fungieren sogenannte FP-CIT-Tracer als hochspezifische Liganden der prasynaptischen Dopa-
mintransporter. Im Rahmen der Anamneseerhebung sollte neben dem Beginn und der Dyna-
mik der Entstehung auch auf vegetative Symptome (Wasserlassen, Stuhlgang und orthostati-
sche Hypotonie) geachtet werden. Riechstorungen sind haufig das erste Symptom einer de-
generativen Hirnerkrankung, beim Morbus Parkinson kann eine Anosmie als Frithsymptom
imponieren (Chen et al. 2017). Neben der klinisch neurologischen Untersuchung kommen
auch orientierende testpsychologische Verfahren, wie Mini Mental State Examination (MMSE)

und eine Untersuchung der Depressivitat (Beck Depressions Inventar, BDI) zum Einsatz.
1.1.5 Therapie

Bei eindeutigem klinischem Verdacht auf das Vorliegen eines Morbus Parkinson ist eine The-
rapie mit L-Dopa angezeigt. Ziel ist dabei, den Mangel an Dopamin bzw. das Ungleichgewicht
der Neurotransmitter auszugleichen. Oft wird L-Dopa mit Decarboxylasehemmern kombi-
niert, um eine nebenwirkungsarmere Therapie zu ermoglichen (die Dopa-Decarboxylase wan-
delt L-Dopa in Dopamin um). Weiterhin stehen mit Dopaminagonisten (Stimulation postsy-
naptischer Dopaminrezeptoren) weitere medikamentdse Behandlungsoptionen zur Verfi-
gung. Weiter kommen auch MAO- (Monoaminoxidase) und COMT- (Catechol-O-methyltrans-
ferase) Inhibitoren zum Einsatz, welche den Abbau von Dopamin und Vorldufermolekilen
hemmen. Schliellich sind noch NMDA-Rezeptor Antagonisten als Therapieoption zu nennen.
NMDA-Antagonisten (auch Glutamat-Rezeptor-Antagonisten genannt) wirken dabei dem Un-
gleichgewicht der Botenstoffe Dopamin und Glutamat entgegen und helfen unter anderem,
Uberbewegungen zu verringern und erhéhen dariiber hinaus erhéhen die Menge von aktivem

Dopamin im Gehirn.
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Bei therapieresistenten Verlaufen ist ggf. eine nichtmedikamentdse Behandlung indiziert,
diese steht durch die sogenannte Tiefenhirnstimulation zur Verfiigung. Hierbei wird eine Mik-
roelektrode in bestimmte Areale der basalen Ganglien stereotaktisch implantiert, um die mo-

torische Kernsymptomatik positiv zu beeinflussen (Beitz 2014).

1.2 Genetik des Morbus Parkinson

Ein kleiner Teil der unterschiedlichen Erkrankungsformen (5-10 %) ist monogen, d. h. durch
Mutationen in einzelnen Genen, bedingt. Es sind bis heute drei Gene fir autosomal domi-
nante familiare Formen des Morbus Parkinson identifiziert worden, PARK-SNCA (PARK1),
PARK-LRRK2 (PARK8) sowie PARK-VPS35, welche bei der Entstehung der LOPD eine Rolle spie-
len (Polymeropoulos et al. 1997, Paisan-Ruiz et al. 2004, Zimprich et al. 2004, Lill et al. 2016).
Weiterhin konnten weitere , Loss-of-function-Mutationen” entdeckt werden, die einem auto-
somal rezessiven Erbgang folgen: PARK-PARKIN (PARK2), PARK-PINK1 (PARK6) und PARK-DJ1
(PARK7). Es konnte eine weitere autosomal rezessiv vererbte Mutation DNAJC6 mit dem juve-
nilen, aber auch mit typischen Morbus Parkinson in Verbindung gebracht werden (Edvardson
et al. 2012). Es gab aber auch Studien, die keine Verbindung des Polymorphismus mit dem

Morbus Parkinson nachweisen konnten (Shi et al. 2016).

Im Rahmen von sogenannten Multicase-Studien sowie durch Studien mit Populationen mit
grofReren Stammbadumen konnten neben diesen krankheitsassoziierten Genen weitere 12
Genloci identifiziert werden. Nach der ,Hugo Gene Nomenclature Comitee” wurden alle
nach dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung in PARK 1 bis PARK 18 klassifiziert (Bonifati et al.
200343, Farrer et al. 1999b, Funayama et al. 2002, Gasser et al. 1998, Hicks et al. 2002, Kitada
et al. 1998, Le et al. 2003, Leroy et al. 1998, Pankratz et al. 2003, Polymeropoulos et al. 1997,
Ramirez et al. 2006, Valente et al. 2001; siehe hierzu Tabelle 1.). Im Folgenden wird auf diese
frihere Nomenklatur verzichtet und die aktuell gebrauchlichen Konsensusempfehlung der
,,MDS Task Force for Nomenclature of Genetic Movement Disorders” verwendet. In dieser No-

menklatur werden unter anderem die numerischen Bezeichnungen durch Gennamen ersetzt
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(z. B. PARK-SNCA statt PARK1) und nur noch Gene eingeschlossen, die unabhangig validiert
werden konnten (siehe hierzu Marras et al. 2016).

Insbesondere bei den monogenen Early Onset Parkinson-Syndromen, die auf Mutationen im
PARK-PARKIN oder PARK-PINK1-Gen zuriickzufiihren sind, konnten die Ergebnisse in ver-
schiedenen Studien repliziert werden (Valente et al. 2004), sodass von einer groRen klini-
schen Relevanz ausgegangen werden kann. Gleiches gilt fir Mutationen im PARK-LRRK2 und
im PARK-VPS35 Gen bei LOPD. Epidemiologisch bedeutsamer ist hingegen der typische, spo-
radische M. Parkinson, der mehr als 90% der Erkrankungen ausmacht. Die Mehrzahl der Er-
krankungen an Morbus Parkinson kdnnen somit vorgenannte Ergebnisse, die grolRe Riick-
schliisse auf die Atiopathogenese des Morbus Parkinson zulassen, nicht erklaren.

Eine groRe Bedeutung kommt daher auch beim Morbus Parkinson sogenannten genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) potentieller Kandidatengene zu. Von besonderem Interesse sind
dabei Polymorphismen, die auch von funktioneller Bedeutung sind, im Sinne z.B. einer veran-
derten Proteinexpression oder Enzymaktivitat. Beim Morbus Parkinson sind hier z.B. Polymor-
phismen in der Promoterregion des a-Synucleins (Chiba-Falek et al. 2003b) oder der N-Ace-
thyltransferase 2 (NAT-2) (Cascorbi et al. 1995) zu nennen. 2009 gelang es der Arbeitsgruppe
von Gasser, in einer grolen GWAS die Gene von a-Synuclein (SNCA) und MAPT (Microtubule-
Associated Protein Tau) als Risikofaktoren flr den sporadischen Morbus Parkinson zu identifi-
zieren (Simdn-Sanchez et al. 2009), erstere Assoziation konnte durch eine Arbeitsgruppe von
Mata bestatigt werden (Mata et al. 2011). Der bereits bekannte Zusammenhang zwischen
SNCA und seltenen familidaren Formen von Morbus Parkinson konnte somit erstmals mit der
sporadischen Form des Morbus Parkinson nachgewiesen werden. Weiterhin wurde eine wei-
tere Risikovariante in der Nahe des LRRK2 Gens als haufigste Ursache fiir die familidare Form
der Erkrankung identifiziert und als PARK16 klassifiziert. Assoziationsstudien unter Dopamin-
rezeptoren sind neben Morbus Parkinson auch fiir verschiedene andere Erkrankungen durch-
gefuhrt worden, beim Morbus Parkinson zeigt nur der D2-Rezeptor eine signifikante Assozia-
tion (Plante-Bordeneuve et al. 1997). Insgesamt sind heute bis zu 26 Kandidatengene bekannt,
die im Zusammenhang mit der Entstehung des Morbus Parkinson untersucht werden (Lill et

al. 2016).
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Proteinfunktion/

Genort Gen Chromosom  Vererbung Referenz
Vorkommen
PARK1 SNCA 4921 AD Prasynaptisches Protein (Polymeropoulos et al.
1997, Singelton et al.
2003)
PARK2 PARKIN 6q25-2-27 AR Ubiquitin-E3-Ligase (Kitada et al. 1998)
PARK3 unbekannt 2p13 AD unbekannt (Gasser 1998)
PARK4 a-Synuclein 4921—q23 AD Lewy-Korperchen-Bestandteil ~ (Singleton et al. 2003)
PARK5 UCH-L1 4pl4 AD Ubiquitin-Hydrolase (Leroy et al. 1998)
PARK6 PINK1 1p35-36 AR Mitochondriale Kinase (Valente et al. 2004)
PARK7 DJ-1 1p36 AR Chaperon, Antioxidant (Bonifati et al. 2003a)
PARK8 LRRK2 12p11.2 AD Kinase (Paisan-Ruiz et al.
2004, Zimprich et al.
2004)
PARK9 ATP13A2 1p36 AR ATPase (Ramirez et al. 2006)
PARK10 unbekannt 1p32 AD unbekannt (Hicks et al. 2002)
PARK11 GIGYF2 2q36-37 AD Regulation von Tyrosinkinase- (Lautier et al. 2008)
Rezeptorsignalwegen
PARK12 unbekannt Xq21-p25 unbekannt unbekannt (Pankratz et al. 2003)
PARK13 HTRA2 2p12 unbekannt Mitochondriale Serin-Pro- (Strauss et al. 2005)
tease
PARK14 PLA2G6 22qg13.1 AR PhospholipaseA2 (Paisan-Ruiz et al.
2009)
PARK15 FBX07 22g12-q13 AR F-Box Protein, Untereinheit (DiFonzo et al. 2009)
einer Ubiquitin Protein Ligase
PARK16  unbekannt 1932 unbekannt unbekannt (Satake et al. 2009)
PARK17 VPS35 16g11.2 AD VPS35 retromer complex (Zimprich et al. 2004)
component
PARK18 EIF4G1 3027.1 unbekannt unbekannt (Chartier-Harlin 2004)

Tab. 1 Polymorphismen bei PD: Historische Einteilung von PARK1-PARK18
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1.3 Morbus Alzheimer

1.3.1 Epidemiologie

Bei dem nach Alois Alzheimer (1864 bis 1916) benannten Krankheitsbild handelt es sich um
eine neurodegenerative Erkrankung, deren Ursache und Pathogenese weitgehend ungeklart
ist. Der Morbus Alzheimer ist durch die Ausbildung von sogenannten Amyloid-Plagues sowie
umschriebenen Degenerationen von Neuronen im Hippocampus sowie dem basalem Vorder-
hirn gekennzeichnet. Das histologische Bild des Morbus Alzheimer ist dabei neben den Amy-
loid-Plaques insbesondere durch Neurofibrillenblindel gekennzeichnet, die von einer Entziin-
dungsreaktion umgeben sind. Hierbei spielen aktivierte Mikroglia sowie eine Vielzahl von Ent-

zindungsmediatoren eine Rolle (Mrak and Griffin 1996).
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Abb.3: B-Amyloid-Plaque und Neurofibrillare Tangles (NFT) bei Morbus Alzheimer (de la Torre:
»Alzheimers turnig point“: Springer 2016)

Die weltweite Pravalenz des Morbus Alzheimer lag 2006 bei 26,6 Millionen Menschen (Brook-
meyer et al. 2007). In neueren Studien wird eine Verdopplung alle 20 Jahre prognostiziert
(Mayeux et al. 2012) — eine Entwicklung, die fiir alle Gesundheitssysteme eine grolRe Heraus-
forderung darstellt. Schatzungen von Weltgesundheitsorganisation und Alzheimer's Disease
International zufolge litten im Jahr 2015 weltweit 46,8 Millionen Menschen an einer Demenz.
In Europa waren 2011 bereits 6,5 Millionen Menschen an Morbus Alzheimer erkrankt (Alcove
= Alzheimer Cooperative Valuation in Europe). In Deutschland litten nach Angaben des Berlin-
Instituts fur Bevolkerung und Entwicklung 2012 ca. 1,4 Millionen Menschen an einer demen-

tiellen Erkrankung (EuroCoDe Daten von Alzheimer Europe 2012). Legt
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man die europaischen Pravalenzraten einer Schatzung der Krankenzahl zugrunde, litten Ende
2016 bereits tUber 1,6 Millionen Menschen in Deutschland an einer dementiellen Erkrankung.
Aktuell leben in Deutschland ca. 1,7 Millionen Demenzerkrankte in Deutschland, nach Voraus-
berechnungen der Bevolkerungsentwicklung wird sich die Krankenzahl bis zum Jahr 2050 auf
rund 3 Millionen erhoéhen, sollte es keinen Durchbruch bei Therapie und Pravention der Er-

krankungen geben.

In einer Studie der Arbeitsgruppe von Lobo sind 6,4% aller Gber 65-Jahrigen und 28,5% der
Uber 90-Jdhrigen an einer Demenz erkrankt (Lobo et al. 2000). Die Inzidenzrate steigt mit dem
Alter, in der Gruppe der liber 65-Jahrigen liegt sie bei 1,5 % pro Jahr (Bickel und Cooper, 1994).
Insgesamt stellt das Alter einen wichtigen Risikofaktor fiir den Morbus Alzheimer dar, diese
Annahme konnte in einer Studie von Lautenschlager et al. (1996) bestatigt werden. Bei 85-
Jahrigen liegt das Risiko zu erkranken bei 38%. Der Beginn der ersten Krankheitssymptome
der auch als early-onset AD bezeichneten familidaren Form setzt typischerweise vor dem 65.,

mitunter bereits zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr ein (Weyerer et al. 2005).

In mehreren Studien konnte der natiirliche Alterungsprozess als ein wesentlicher Risikofaktor
flir Morbus Alzheimer nachgewiesen werden, die Inzidenzrate steigt dabei exponentiell mit
dem Alter, insbesondere wahrend der 7. und 8. Lebensdekade (Mayeux und Stern 2012). De-
mentielle Erkrankungen kénnen verschiedene Atiologien zugrunde liegen, jedoch ist der Mor-
bus Alzheimer mit 60 bis 70% die hdufigste Demenzform (Fratiglioni et al. 2000). Dabei wird
zwischen zwei Verlaufsformen differenziert: Der Morbus Alzheimer mit spatem Beginn und
langsamen Verlauf wird von dem Morbus Alzheimer mit frihem Beginn (<65 Jahre) und rasch

progredientem Verlauf unterschieden. Letztere Verlaufsform ist dabei weniger haufig.

Als pradisponierende Risikofaktoren sind sowohl genetische als auch individuelle Lebensbe-
dingungen und Umweltfaktoren zu nennen, die neben dem unvermeidbaren Alterungsprozess
das Erkrankungsrisiko bedingen. So konnte beispielsweise ein erhohtes Erkrankungsrisiko
nachgewiesen werden, wenn ein Schadelhirntrauma in der Vorgeschichte vorlag (Mortimer et
al. 1991). Ebenso sind einige Erkrankungen wie Diabetes mellitus (Adolfsson et al. 1980, Leib-
son et al. 1997) oder Hypothyreose (Breteler et al. 1991) mit einem erhéhten Erkrankungsri-

siko assoziiert. In einer Meta-Analyse wurde das Alter der Mutter bei Geburt im Hinblick auf
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das Risiko, an Alzheimer zu erkranken, untersucht. Uberraschenderweise zeigte sich sowohl
flr ein Alter von Uber 40 Jahren bei Geburt als auch bei niedrigem Alter (15-19 Jahre) eine
positive Assoziation und somit ein erhéhtes Risiko, an einer Alzheimer-Demenz zu erkranken
(Rocca et al. 1991). Fir den Morbus Alzheimer konnte ein negativer Effekt eines Nikotinkon-
sums nachgewiesen werden (Oddo et al. 2005). Ein Zusammenhang zwischen einem metabo-
lischen Syndrom (Adipositas, arterieller Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus)

wird ebenso diskutiert.
1.3.2 Klinik

Das klinische Bild des Morbus Alzheimer ist initial durch Kurzzeitgedachtnisstérungen sowie
Orientierungsstorungen gepragt. Im weiteren Verlauf treten Beeintrachtigungen des Denkens
und der Auffassung, kognitive Sprachstérungen, Antriebsstorungen und Personlichkeitsveran-
derungen hinzu. Oft ist das psychopathologische Syndrom mit motorischen Stérungen und
Koordinationsstérungen vergesellschaftet. Der Morbus Alzheimer fiihrt in allen Altersgruppen
und bei beiden Geschlechtern zu einer verminderten Lebenserwartung. Nach Diagnosestel-
lung betrigt die mittlere Uberlebenszeit zwischen ca. vier (Manner) und sechs Jahren (Frauen)
(Larson et al. 2004). Die Personlichkeit des Patienten kann dabei lange erhalten bleiben, in
den Endstadien der Erkrankung ist das Bild jedoch durch weitere Symptome wie Sprachverar-
mung, Verlust des Sprachverstandnisses und psychologische und Verhaltenssymptome ge-
kennzeichnet (Chobor und Brown 1990). In grof3 angelegten Studien wurde in letzter Zeit ver-
mehrt die Bedeutung der Friherkennung und Erfassung von Beeintrachtigungen des taglichen
Lebens bei Morbus Alzheimer mittels Informations- und Kommunikationstechnologien (ICT)
herausgestellt (Sacco et al. 2012). Entsprechende Biomarker sind bisher nicht verfligbar. Hier-
durch kénnte in Zukunft moglicherweise das Fortschreiten der Erkrankung tGberwacht und

mogliche Effekte eines Medikamentes Uberpriift werden.

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik zu Beginn muss die Diagnose unter Zuhilfenahme
von testpsychologischen Untersuchungen (z.B. CERAD) klinisch gestellt werden. Differential-

diagnostisch ist dabei grundsatzlich die Abgrenzung der Alzheimer-Demenz von z.B.
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depressiven Syndromen, chronischem Alkoholabusus bzw. Folgekrankheiten, Medikamenten-
abhangigkeiten sowie anderen organischen Syndromen wie Vaskulitiden, cerebrale Ischamien
oder entziindlichen Erkrankungen des ZNS (z.B. Neurolues) erforderlich. Die Diagnose eines
Morbus Alzheimer bleibt somit Gberwiegend eine Ausschlussdiagnose. Der ,Goldstandard”
bleibt somit die neuropathologische Diagnose mit Zeichen der Hirnatrophie, Erweiterung des
Ventrikelsystems sowie die bereits erwdhnten histologischen Befunde wie Amyloid-Plaques
und neurofibrillare ,tangles”. Zum Tode der betroffenen Patienten kommt es dabei haufig im

Verlauf der Erkrankung durch interkurrente Infekte.
1.3.3 Therapie

Heutzutage ist es durch Einsatz von z.B. zentral wirksamen Acethylcholinesterasehemmern
wie Rivastigmin und Galantamin oder Donezepil moglich, symptomatisch die Erkrankung zu
behandeln. Hierbei kommt ebenso der NMDA-Modulator Memantine zum Einsatz, das eine
Zulassung im fortgeschrittenen Bereich der Erkrankung hat. Im weiteren Verlauf der Erkran-
kung fordern haufig die akzessorischen Symptome wie Verhaltensstorungen oder delirante
Syndrome eine stationare und medikamenttdse Behandlung, bei der oftmals Neuroleptika ein-
gesetzt werden. Nicht zuletzt spielt die psychosoziale Betreuung unter Einbeziehung von Er-
gotherapeuten, Bewegungstherapeuten und Psychotherapeuten sowie andere soziale Hilfs-
dienste eine besondere Rolle. Unter diesem Therapieregime und Einbeziehung der Angehori-
gen der Betroffenen kann ein Erhalt von Lebensqualitat tGber einen langeren Zeitraum erreicht

werden (Berlit 2007).

Ziel der aktuellen Forschung kann daher nur sein, Methoden der Fritherkennung inklusive va-
lider biologischer Marker zu etablieren, um den Morbus Alzheimer auch in Friihstadien zu er-
kennen und positiv zu beeinflussen. Die Anzahl von therapeutischen Optionen ist zum heuti-
gen Zeitpunkt als unbefriedigend einzustufen, aktuell stehen weiterhin keine kausalen Thera-
pieoptionen zur Vefligung. Zurzeit befinden sich zahlreiche neue Substanzen in klinischen Stu-
dien oder sind noch in der praklinischen Entwicklungsphase (Mangialasche et al. 2010, Cum-

mings 2018).
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Abb. 4: Substanzen in klinischer Erprobung zur Behandlung des M. Alzheimer (aus clinicaltrials.gov 2018, Cum-

mings et al. 2018)

Basierend auf der B-Amyloid-Hypothese beschaftigen sich viele neuere Therapieansdtze mit
der Moglichkeit, die als ursachlich fir die Entstehung der Erkrankung angenommenen Oligo-
merisierung von B-Amloid zu verhindern (Pimplikar 2009) oder den Abbau von B-Amyloid zu
fordern (z.B. Gilman et al. 2005). Weiterhin werden in Studien Substanzen erprobt, die an mi-
tochondrialen Strukturen ansetzen (Doody et al. 2008) sowie vermittelt durch Wachstumsfak-

toren wirken (Cattaneo et al. 2008).

Basierend auf den bereits verfligbaren und klinisch erprobten cholinergen Substanzen sind

muscarinerge und nikotinerge Rezeptor-Antagonisten untersucht worden (Hock et al. 2003).
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Bei zahlreichen, initial vielversprechenden Ansatzen einer ,Anti-Amyloid-Therapie” fiihrten
die untersuchten Substanzen zwar zum Teil zum gewlinschten Effekt hinsichtlich der Elimina-
tion von B-Amyloid-Plaques, der dementielle Prozess konnte jedoch leider nicht entscheidend
beeinflusst werden (Holmes et al. 2008). Die Rolle von AR bei der Pathogenese des Morbus
Alzheimer bleibt somit weiterhin unklar (Hardy 2009). Der aus der Diabetesbehandlung be-
kannte Wirkstoff Rosiglitazone wirkt als B-Sekretase-Inhibitor, in einer Phase-Ill-Studie konn-
ten keine positiven Effekte auf Kognition oder das globale Funktionsniveau erreicht werden
(Gold et al. 2010). Substanzen, die eine modulatorische Wirkung auf die y-Sekretase haben
(z.B. Ibuprofenderivate, s.u.) zeigten in einer Phase-llI-Studie ebenfalls keine klinisch signifi-

kanten Effekte (Green et al. 2009).

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die aktive und passive Immunisierung gegen [3-
Amyloid (Schenk et al. 1999). Einige monoklonale und polyklonale Antikorper gegen AB befan-
den sich in klinischer Erprobung (Dodel et al. 2004, Taguchi et al. 2008, Dodel et al. 2010), zum
Teil im Rahmen von Phase llI-Studien (Relkin et al. 2009). Ingesamt konnte in keiner der Stu-
dien ein signifikant positiver Effekt nachgewiesen werden. In weiteren Phase IlI- Studien
konnte durch den Einsatz eines monoklonalen Antikdrpers (Solanezumab) gegen AR ein gerin-
ger Effekt auf den Abbau von kognitiven Funktionen bei leicht beeintrachtigten Morbus Alz-
heimer-Patienten gezeigt werden, eine Beobachtung, die die Bedeutung von Amyloid-B und
neuroimmunologischen Kaskaden unterstreicht. Insgesamt blieben die Ergebnisse allerdings
deutlich unter den Erwartungen zurtick, die primaren Endpunkte der Studie konnten nicht er-
reicht werden (Tayeb et al. 2013), zum Teil kam es zu erheblichen Nebenwirkungen bei der
Immunisierung (AN1792, Meningoenzephalitis) (Gilman et al. 2005) Im Rahmen einer Follow-
up-Studie konnte hierbei ebenso kein wesentlicher Effekt hinsichtlich Verbesserung der Kern-
symptomatik des Morbus Alzheimer erreicht werden (Holmes et al. 2008). In Studien mit gros-
seren Fallzahlen zur Untersuchung der Wirksamkeit von intravends verabreichten Immunglo-
bulinen zur Behandlung des Morbus Alzheimer konnten keine positiven Ergebnisse erzielt wer-

den (Tsakanikas et al. 2008). Unter Berticksichtigung
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der aktuellen Ergebnisse mit positiven Wirkungen von Antikorpern gegen R-Amyloid scheint
eine abgewandelte ,,Amyloid-Hypothese” auch lber 25 Jahre nach ihrer Formulierung bei der
Enstehung des Morbus Alzheimer weiterhin aktuell (Selkoe und Hardy 2016). Die untersuch-
ten Antikorper finden dabei allerdings in Studien aktuell eher bei leichten und mittelschweren

Auspragungen der Erkrankungen zum Einsatz.

Substanzen, die einer Aggregation von Tau-Protein entgegen wirken sollen, zeigten enttau-
schende Ergebnisse (Wischik et al. 2014). Alternative Ansatze verlassen die Ebene der Beein-
flussung auf Proteinebene und setzen z.B. bei der Modulation der mitochondrialen Funktio-
nen an (Doody et al. 2008). Ebenso befinden sich momentan nasale Applikationsformen der
sogenannten Neurotrophine (nerve growth factor, NGF), die in Studien zu einer Verbesserung
von kognitiven Funktionen fiihrten, in der klinischen Erprobung (Cattaneo et al. 2008, Eriks-
dotter et al. 2010). Aktuell befinden sich weitere Substanzen, die die einer Aggregation von

Tau entgegen wirken sollen, in der klinischen Erprobung (Abb.5, Cummings et al. 2018).
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Abb. 5: Therapieansatze Anti-Tau-Aggregation (modifiziert nach Cummings et al. 2018)
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Die entziindliche Komponente scheint bei der Entstehung des Morbus Alzheimer eine ent-
scheidende Rolle zu spielen. B-Amyloid-Plaques sind von einer Entziindungsreaktion umgeben
(Town et al. 2005). Hier spielen aktivierte Mikroglia und eine Vielzahl von Entziindungsmedi-
atoren eine Rolle (Mrak et al. 2005b). Fir die pro-inflammatorischen Interleukine IL-1 und IL-
6 konnten erhéhte Expressionen im Gewebe von Patienten mit Alzheimer- Demenz gezeigt
werden (Akiyama et al. 2000). Ob antientziindliche Arzneimittel, insbesondere nicht-steroi-
dale Antirheumatika (NSAR), die Entstehung einer Alzheimer-Erkrankung hinauszégern oder
sogar verhindern konnen, ist aufgrund der bisherigen Studienlage unklar. Einige Beobach-
tungsstudien wiesen auf eine schiitzende Wirkung der NSAR hin, andere zeigten keinen Zu-
sammenhang (Jenkinson et al. 1989, Mc Geer et al. 1990). Die langfristige Einnahme des nicht-
steroidalen Antiphlogistikums Ibuprofen war in einer Fall-Kohorten-Studie von amerikani-
schen Veteranen mit einem signifikant vermindertem Risiko an Morbus Alzheimer zu erkran-
ken assoziiert (Vlad et al. 2008). Fiir andere NSAR (z.B. Coxibe) konnte keine praventive Wir-
kung nachgewiesen werden. Im Rahmen von prospektiven Kohortenstudien konnte eine Re-
duktion der Erkrankungszahlen von bis zu 80% beobachtet werden (in't Veld et al. 2001), was
zur Durchfiihrung der Alzheimers'disease Anti-Inflammatory Prevention Trial (ADAPT) flihrte.
An Uber 2500 Teilnehmern wurde der Effekt von NSAR gegenliber Placebo untersucht, die
Haufigkeit von Demenzerkrankungen konnte gegeniiber Placebo nicht gesenkt werden. Ibu-
profen wurde in dieser Studie allerdings nicht eingesetzt. Vielmehr wurde die Studie 2004 ab-
gebrochen, nachdem es unter der Einnahme von Naproxen zu vermehrten kardiovaskuldren

Nebenwirkungen gekommen war.

Im Hinblick auf die gewlinschten Verbesserungen fiir Patienten mit Morbus Alzheimer sind die
Ergebnisse der unterschiedlichen Therapieansdtze insgesamt wenig befriedigend. Aufgrund
der zum Teil frustranen Ergebnisse zielt die aktuelle Forschungsarbeit eher auf Praventions-
studien ab, um Substanzen zu entdecken, welche den Ausbruch der Erkrankung verzégern o-

der gar verhindern kénnen. Ein weiterer vielversprechender Ansatz
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ist in diesem Zusammenhang der Anti-Amyloid-Antikdrper Aducanumab, der seit Sommer
2016 in einer Phase-lll-Studie untersucht wird und auf die Reduktion der Amyloid-Ablagerun-

gen abzielt.

Disease Hallmarks Drugs or Targets

Cholinesterase
inhibitors

Influence on

Acetylcholine | serotonin transmission

Influence on
histamine transmission

Acetylcholine
response 1

NMDA blockers or
Glutamate 1 - glutamate release
inhibitors
Alzheimer’s disease i
(AD) BACE inhibitors
Amyloid plaques 1 Ap clearance |
y-Secretase inhibitors

Tau stabilization {
Neurofidrillary tangles { Taul :m&:ﬂon
p-Tau clearance |

Neuroinflammation t —— Mlcroﬁ‘l:::,:gi:auon

Abb. 6 Aktuelle Therapieansatze zur Behandlung des M. Alzheimer (modifiziert nach Hung et al. 2017)

1.3.4 Neuropathologische Lasionen bei Morbus Alzheimer
a) Amyloid Plaques

Die Bildung von unl6slichen, multizellularen B-Amyloid-Plaques gilt als ein zentraler Pathome-
chanismus bei der Entstehung der Alzheimer-Demenz. B-Amyloid besteht aus 38-42 Amino-
sauren in Beta-Faltblattstruktur mit einem Molekulargewicht von ca. 4 kD, welches bei der
Spaltung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) entsteht. Die klassische, senile Plaque besteht
aus einer kompakten Ablagerung mit zentralem Kern und einem Ring neuritischer Fasern, die
von aktivierter Mikroglia, Astrozyten und Makrophagen umlagert wird. In Gehirnregionen von
Patienten mit Alzheimer-Demenz findet man vermehrt sogenannte diffuse Plaques, die durch
einen hohen Anteil an Amyloid (AB1-42) gekennzeichnet sind (Yamaguchi et al. 1989). Nach der

APP-Synthese als Transmembranprotein wird dieses durch
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sogenannte Sekretasen proteolytisch gespalten (a-, B- und y-Sekretasen). Das langere n-ter-
minale Ende des APP verbleibt zellmembrangebunden, die freiwerdenden AB-Fragmente (38-
42 Aminosduren lang) werden freigesetzt (Masters et al. 1985). Bestimmte Unterformen des
Beta-Amyloids (Amyloid-Pi-a2) aggregieren im Anschluss irreversibel zu den charakteristischen

Plaques.
b) Neurofibrilldre Ldsionen

Als neurofibrillare Lasionen werden knaduelformige Verdichtungen bezeichnet, die u.a. das
neuropathologische Bild des Morbus Alzheimer pragen. Sie sind paarig angeordnete Helices,
die aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen bestehen. Das Tau-Protein bindet an stit-
zende Zytoskelett-Proteine (Mikrotubuli) und reguliert deren Zusammenbau. Eine abnorme
Hyperphosphorylierung der gepaarten Helices fihrt zu einem nicht mehr funktionellen Pro-
tein, welches nicht mehr mit den Mikrotubuli interagieren kann. Die entstehenden intrazellu-
laren Aggregate konnen in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten beobachtet werden. Die
sich im Verlauf des Morbus Alzheimer entwickelnden neurofibrilldren Lasionen sind nach
Braak in einem stereotypen Muster im Gehirn angeordnet (Braak und Braak 1991).
Interessanterweise galt lange Zeit, dass die neurofibrillaren Lasionen enger mit den kognitiven
Stérungen im Sinne der Schwere der Erkrankung bei der Alzheimer-Demenz korrelieren, als
dies bei Amyloid-Plaques der Fall gewesen war (Gomez-Isla et al. 1996).

Cummings konnte in seiner Ubersichtsabeit jedoch aufzeigen, dass auch die Amyloiddeposi-
tion (wenngleich auch nicht in gleichem Ausmale wie Tau-Aggregation) signifikant mit kogni-
tiven Stérungen korreliert (Cummings 2000). Die Frage, inwieweit die beschriebenen Amyloi-
dablagerungen die Ursache fiir die Bildung von neurofibrillaren Lasionen sind oder diese ei-
nem unabhdngigen Pathomechanismus unterliegen, ist bisher noch ungeklart (Hardy et al.
1998). Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe Wischik legen den Verdacht nahe, dass durch
neue Substanzen (Leukomethylthioniumchlorid) sowohl Tau-Fibrillen als auch deren Vorstu-
fen, die sogenannten Tau-Oligomeren, aufgeldst werden kdnnen, was in einer Phase-IlI-Studie
gezeigt werden konnte (Wilcock et al. 2018). Insgesamt scheint eher ein komplexes Zusam-

menspiel aus hyperphosphoreliertem tau und 3-Amyloid
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fiir die neurodegenerativen Verdanderungen und kognitiven Storungen verantwortlich zu sein

(Canter et al. 2016).

1.4 Genetik des Morbus Alzheimer

Es gibt eine klare genetische Komponente bei der Pathogenese des Morbus Alzheimer. Dabei
unterscheidet man eine familiar gehduft auftretende Form (FAD), die einem autosomal-domi-
nanten Erbgang folgt und eine spat auftretende Form (Late-Onset AD, LOAD), letztere betrifft
die Mehrzahl der Patienten. Die friihe monogene Form geht oft auf Mutationen in den Genen
Presenilin 1 (Ps1), Presenilin 2 (Ps2) und APP zuriick, betrifft jedoch nur ca. 1 bis 5% der Pati-
enten (WHO, Dilling et al. 2008).

Bisher sind Gber 600 verschiedene Mutationen bekannt, deren gemeinsame funktionale Be-
deutung in einer gemeinsamen Endstrecke liegt, namlich zur Erhéhung des APP Spaltproduk-
tes Amyloid-B (insbesondere AB1-42-Fragmente), das langere ABa2-Fragment weist dabei eine
hohere Tendenz zur Aggregation auf (Bentahir et al. 2006). Zurzeit sind etwa 32 pathologische
Mutationen im APP-Gen, 178 im PSEN1-Gen und 14 im PSEN2-Gen bekannt (Morbus Alzhei-
mer und FTD Mutation Database, Bertram und Tanzi 2012).

Mutationen in den Presenilin-Genen flihren zu einer veranderten enzymatischen Spaltung von
APP Uber die y-Sekretasen, ebenfalls mit der Folge einer verstarkten Bildung von APi.42 Frag-

menten, den neurotoxischen Spaltprodukten des APP.

Anekdotisch ist hierbei zu erwahnen, dass die Arbeitsgruppe Miiller retrospektiv bei der ,,ers-
ten” Patientin Auguste D. von Alois Alzheimer eine Presenilin-1 Mutation ursachlich identifi-

zieren konnte (Miller et al. 2013).

Bei der spat beginnenden Form der Alzheimer-Erkrankung sind es vor allem Suszeptibilitats-
gene, die zwar das Risiko fur die Manifestation der Krankheit erhéhen, nicht jedoch hinrei-
chend notwendig hierfiir sind. Das Apolipoprotein E-€4-Allel konnte 1993 als Risikofaktor fiir
die LOAD identifiziert werden (Strittmatter et al. 1993). Seither besteht Evidenz dafiir, dass
genetische Risikofaktoren der Alzheimer-Demenz nicht nur autosomal-dominanten Erbgan-

gen folgen miissen. Das ApoE e4-Allel steigert das Risiko flir Morbus Alzheimer um
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den Faktor drei, bei homozygoten Allelen sogar um den Faktor acht (Rubinsztein und Easton
1999). Das ApoE-€4- Allel flhrt zur Ausbildung einer differenten Isoform des Proteins ApoE.
Der ApoE-Genotyp scheint dabei mit dem Zeitpunkt der Erkrankung zu korrelieren, nicht je-
doch mit der Entstehung liberhaupt (Meyer et al. 1998). In welcher Weise das ApoE-g4-Allel
den Pathomechanismus der Alzheimer-Demenz beeinflusst, bleibt bisher unklar. Weiterhin
kann durch den ApoE-g4-Polymorphismus nur ein Teil der genetischen Varianz erklart werden.
Zahlreiche Kandidatengenstudien wurden folglich in den vergangenen Jahren durchgefiihrt,
um weitere Gene zu identifizieren. Hierzu kamen insbesondere genomweite Assoziationsstu-
dien zum Einsatz. Ergebnisse koénnen in einer Online-Datenbank eingesehen werden
(www.alzgene.org). In einer dieser Studien konnten Harold et al. 2009 zwei weitere signifi-
kante Gene identifizieren, die eng mit der Alzheimer-Demenz assoziiert sind: Das CLU- und
das PICALM-Gen. Das PICALM-Gen liegt auf Chromosom 11 und kodiert das ,,Phosphatidylino-
sitol-binding clathrin assembly protein“. Dieses Protein kommt in verschiedenen Geweben
vor, insbesondere jedoch in Neuronen. Hier scheint es die Ausschiittung von Neurotransmit-
tern pra- und postsynaptisch zu modulieren (Harel und Zhou 2007) sowie die Zellproliferation
zu beeinflussen (Scotland et al. 2012). Das CLU-Gen liegt auf Chromosom 8 und kodiert Clus-
terin, welches ubiquitar als sogenanntes Apolipoprotein J im Gehirn vorkommt und vor allem
bei Verletzung des Gehirns oder chronischen Entziindungen erhoht sein soll. Bei Alzheimer-

Patienten lasst es sich vermehrt in Amyloid-Plaques nachweisen (Calero et al. 2000).

Im Rahmen weiterer genomweiter Allelassoziationsstudien konnten sieben weitere Genloci
mit der spat beginnenden Alzheimer-Demenz assoziiert werden, u.a. BIN1, MS4A4/MS4AG6E,
CD2AP, CD33 und ABLA7 (Seshadri et al. 2010, Hollingworth et al. 2011b, Naj et al. 2011). In
einer weiteren Studie konnten Thambisetty et al. das Gen CR1 als Risikogen fiir LOAD nach-
weisen (Thambisetty et al. 2012), einem Polymorphismus des Komplementfaktors 3b/4b Re-
zeptor 1 (CR1), welches als ein immunmodulierender Faktor angesehen wird. Interessanter-
weise ist dieser Zusammenhang mit einer niedrigen Amyloid-Deposition bei den betroffenen
Patienten assoziiert. Somit liegt der Verdacht nahe, dass diese Genvariante das Risiko fiir Mor-
bus Alzheimer auf andere Weise erhoht. Der Polymorphismus korreliert zudem positiv mit

dem ApoE-g4-Polymorphismus. Bei den alternativen Pathomechanismen werden mogliche
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entziindliche Komponenten im Gehirn in Betracht gezogen. In der sogenannten Framingham-

Studie konnte ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten Produktion von Interleukin-1 und

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) und ein zweifach erhdhtes Risiko fiir Morbus Alzhei-

mer aufgezeigt werden. Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung inflammatorischer ne-

ben genetischen Prozessen bei der LOAD (Tan und Seshardi 2010). In den vergangenen Jahren

wurde darlberhinaus einerseits ein Polymorphismus im PLD3-Gen als Risikofaktor fiir M. Alz-

heimer identifiziert und mit der Mutation im TREM2-Gen eine Assoziation vergleichbar mit

der Starke des APOE-e4-Allels gefunden (Cruchaga et al. 2014, Guerreiro et al. 2013).

Gen Chromosom  Polymorphismus Etnizitat OR (95%Cl)

1 APOE-e2/3/4 19 APOE- e2/3/4 alle 3.685 (3.30-4.12)
2 BIN1 2 rs744373 alle 1.166 (1.13-1.20)
3 CLU 8 rs11136000 kaukasisch 0.879 (0.86-0.90)
4 ABCA7 19 rs3764650 alle 1.229(1.18-1.28)
5 CR1 1 rs3818361 kaukasisch 1.174 (1.14-1.21)
6 PICALM 11 rs3851179 kaukasisch 0.879 (0.86-0.9)

7 MS4A6A 11 re610932 alle 0.904 (0.88-0.93)
8 CD33 19 re3865444 alle 0.893 (0.86-0.93)
9 MS4A4E 11 rs670139 alle 1.079 (1.05-1.11)
10 CD2AP 6 re9349407 alle 1.117 (1.08-1.16)
11 TREM2 6 p.H157Y kaukasisch ~ 11.01 (1.38-88.05)
12 PLD3 19 V232M alle 2.10(1.47-2.99)

Tabelle 2: Kandidatengene Morbus Alzheimer (modifiziert nach Piaceri et al. 2013)
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1.5 Zytokine und ihre Bedeutung bei neurodegenerativen Erkrankungen

Bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen spielen chronische entziindliche
Prozesse eine entscheidende Rolle, daher sollen diese chronischen Prozesse und die Beteili-
gung von Zytokinen vorab von akut enziindlichem Geschehen abgegrenzt werden. Die Bedeu-
tung von Zytokinen sowohl bei der Immunantwort bei akuten Entziindungen des Kérpers als
auch im Rahmen von chronisch-entziindlichen Erkrankungen (wie z.B. von Interleukin-1 bei
der rheumatoiden Arthritis) ist bekannt. Interleukine vermitteln die Kommunikation zwischen
Leukozyten und anderen an der Immunantwort beteiligten Zellen (z.B. Makrophagen) und
werden von T-Helferzellen, Monozyten, aber auch von Zellen des Endothels gebildet. Das
Immunsystem spielt eine essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homdostase von
Geweben und der akuten und chronischen Entziindungsreaktion. Interleukine stellen dabei
eine heterogene Gruppe von Polypeptiden dar, die unterschiedliche Funktionen bei der
Immunantwort Gbernehmen. So aktivieren sie Entziindungszellen, bewirken die Aktivierung,
Differenzierung und Ausreifung von Lymphozyten und kénnen sowohl die Hamatopoese
beeinflussen als auch die Apoptose induzieren. Im Gehirn scheinen mikrogliale Zellen einer
der wichtigsten Protagonisten bei der Immunantwort zu sein. Sie produzieren Faktoren wie
Interleukine, die wiederum umgebende neuronale Zellen, insbesondere Astrozyten aktivieren.
Unter physiologischen Bedingungen sind dies eher entziindungshemmende oder neurotrophe
Faktoren (Streit 2002). Die unter physiologischen Bedingungen deaktivierte Mikroglia
"switcht" bei entsprechenden Reizen zum "aktivierten" Status, sobald es zu einer akuten
Infektion oder Gewebeschadigung gekommen ist. Insgesamt ist dieser Prozess

selbstlimitierend.

Zytokine konnen prinzipiell von jeder Zelle des Kdrpers produziert werden. Sie Giben vielfiltige
regulatorische Effekte auf das hamatopoetische System aus. Sie wirken zudem auf Zellen der
Immunantwort und Zellerneuerung (Hanisch 2002). Zytokine haben charakteristische Eigen-
schaften (eine Ubersicht bietet Thomsonund Lotze 2003). Sie sind Polypeptide oder Glycopro-
teine von geringem Gesamtgewichtes < 30 kD. Sie wirken para- oder autokrin und binden

hochspezifisch an Zellrezeptoren, wo sie vereinfacht gesagt eine veranderte Genexpression
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der Zielzelle induzieren. Im ZNS fiihrt eine vermehrte Zytokinausschittung oft zu einer Akti-
vierung von glialen Zellen und spielt bei Traumen, cerebralen Infarkten, Infektionen und de-
generativen Prozessen eine Rolle (Hopkins und Rothwell 1995, Rothwell und Hopkins 1995,
Becher et al. 2000, Hanisch 2002). Bei neurodegenerativen Erkrankungen - wie dem Morbus
Alzheimer - scheinen neuroimmunologische Prozesse neben den bekannten neuropathologi-
schen Verdanderungen (Amyloid-Plaques und Neurofibrillen) eine entscheidende Rolle zu spie-
len (Akiyama et al. 2000). Diese neuroinflammatorischen Prozesse werden dabei oft durch
Zytokine vermittelt. Bei der Alzheimer-Erkrankung kommt es offenbar im Verlauf einer Signal-
kaskade zu einer chronisch-entziindlichen Reaktion. Nach dieser Hypothese resultiert der neu-
ronale Zelluntergang beim Morbus Alzheimer einerseits aus direkten Effekten von inflamma-
torischen Zytokinen und aktiviertem Komplement, andererseits aus Zytokin-vermittelter ver-
mehrter Produktion von neurotoxischem B-Amyloid (Giulian 1999). Zahlreiche weitere Be-
funde stiitzen diese Hypothese: Pro-inflammatorische Zytokine - wie Interleukin-1 und Inter-
leukin-6 - sind dabei Mediatoren der sogenannten Akut-Phase-Reaktion, in welcher reaktiv
z.B. a2-Makroglobulin, CRP, al-Antichymotrypsin und Fibrinogen als Antwort auf pathologi-
sche Prozesse gebildet werden (Eikelenboom und Verhuis 1996). Zytokine, wie Interleukin-1a,
Interleukin-1PB, Interleukin-6, TNF-a oder Proteine wie a2-Macroglubulin und al-Antichymo-
trypsin finden sich vermehrt im Hirngewebe von Alzheimer-Patienten (McGeer und McGeer.
2002b, Akiyama et al. 2000). Im Gewebe von Patienten mit Morbus Alzheimer konnten er-
hohte Expressionen von IL-1 und IL-6 in aktivierter Mikroglia und Astrozyten nachgewiesen
werden, die die Bedeutung dieser pro-inflammatorischen Zytokine bei der Pathogenese des

Morbus Alzheimer unterstreicht (Akiyama et al. 2000).

Fir IL-1a konnte bereits ein Zusammenhang zwischen der erhéhten Expression in durch akti-
vierter Mikroglia vermittelter Uberexpression von ApoE nachgewiesen werden (Liu et al.
2005). Fur IL-6 werden sowohl neuroprotektive als auch neurotrophe Eigenschaften ange-
nommen, zudem wirkt es durch eine TNF-a Hemmung antiinflammatorisch. Untersuchungen
konnten zeigen, dass die temporale IL-6 mRNA-Expression bei Demenzpatienten signifikant
erhoht ist (Luterman et al. 2000). In anderen Studien konnte auch ein protektiver Effekt fiir

Trager von bestimmten IL-6-Allelen gezeigt werden (Qi et al. 2012). Weiterhin konnte in tier-
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experimentellen Studien gezeigt werden, dass das Zytokin IL- 6 die Mikroglia zum Abbau von
Plaques veranlassen kann (Chakrabarty et al. 2010). Diese Befunde stehen im Einklang mit
der Entziindungshypothese des Morbus Alzheimer. Welche Bedeutung tatsachlich den Inter-
leukinen beim Morbus Alzheimer zukommt, bleibt aktuell weiter unklar.

Bei Patienten mit Morbus Parkinson konnte in Post-mortem Untersuchungen ebenso eine er-
hohte Konzentration von aktivierter Mikroglia als Ausdruck eines entzilindlichen Prozesses in-
klusive erhohter Werte von Interleukin-1a und Interleukin-6 im Bereich der Substantia nigra
festgestellt werden (Hirsch und Hunot 2009). Insgesamt stiitzen diese Befunde die Hypothese,
dass die Zytokine IL-1 und IL-6 eine wichtige Rolle im Rahmen der Pathogenese des Morbus

Parkinson spielen kénnten.

Bei anderen Erkrankungen (Down-Syndrom, AlDS-assoziierte Demenz, Epilepsie, Trauma)
konnten neuropathologische Gemeinsamkeiten mit der Alzheimer Demenz gefunden werden,
die sich auch im Nachweis von Uberexpression von Interleukin-1a zeigten (Griffin et al. 2006b,

Stanley et al. 2000, Esiri et al. 1998).

Interleukine wiederum kénnen die Regulation von Neurotransmittern beeinflussen, z.B. Ace-
tylcholin (Li et al. 2000) und Glutamat (Barger et al. 2001). Bezogen auf den Morbus Alzheimer
fuhren diese und weitere Effekte zu einer erhohten Produktion von APP, welches seinerseits
erneut die Kaskade aus Mikrogliaaktivierung und Interleukin-1-Synthese triggert, was einen
initialen inflammatorischen Prozess bei der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankun-
gen wahrscheinlich machen kénnte. Dabei scheinen die beschriebenen neuro-inflammatori-
schen Prozesse nicht auf die Alzheimer-Demenz beschrankt. Griffin und Mitarbeiter konnten
sowohl in vitro als auch in vivo zeigen, dass aktivierte Mikroglia sowohl eine vermehrte Ex-
pression von neuropathologischen Markerproteinen der Alzheimer Demenz (B-Amyloid) als

auch der Parkinson Erkrankung (a-Synuclein) tGber Interleukin-1 induziert (Griffin et al. 2006b).
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Abb. 7: Zytokine und Neurodegeneration (modifiziert nach Eikelenboom und Veerhuis 1996):
ausgehend von einem fehlerhaften APP-Metabolismus (1) kommt es Gber eine immunvermit-
telten Plaquebildung (7) zur Neurodegeneration, bei der Zytokine (10) Mediatoren der sog.
Akutphase-Reaktion darstellen

Diese Befunde sind vor dem Hintergrund der groBen Uberlappung der klinischen Symptomatik
von Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson sehr interessant, so kommt es beispielsweise
im Rahmen der Parkinson-Erkrankung haufig zu dementiellen Symptomen im weiteren Ver-
lauf. Dementielle Syndrome mit charakteristischen Lewy-Korperchen in spezifischen Regionen
(Lewy-Body-Demenz, LBD) sowie haufig in der Nahe von B-Amyloidplaques und neurofibrilla-
ren Lasionen nachweisbare Lewy-Korperchen zeigen die groBe neuropathologische Schnitt-

menge dieser beiden neurodegenerativen Erkrankungen.

Auch bei der Parkinson-Erkrankung wird eine neuro-inflammatorische Komponente bei der
Degeneration von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra angenommen. Hierbei sind

neben oxidativem Stress auch Zytokin-vermittelte Apoptose nachweisbar (Pimentel et
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al. 2012). Der Mechanismus scheint neben der postulierten Mikrogliaaktivierung auch Gber

periphere Immunzellen vermittelt zu werden.

Lange Zeit lag der Fokus der Alzheimer-Forschung auf der Untersuchung der Aktivitat von neu-
ronalen Zellen. Die Neurodegeneration bei der Alzheimer-Demenz und der Parkinson-Erkran-
kung scheint jedoch eher aus einem gestérten Zusammenspiel aus Neuronen und vor allem
glialen Zellen zu entstehen. Hierbei scheinen extrazelluldre Prozesse durch die Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen durch Astrozyten und Mikroglia getriggert (Rojo et al. 2008).
Weiterhin triggern sie die Produktion von APP, welches seinerseits die Expression von Inter-
leuklin-13, TNF-a und Interleukin-6 im Zellkulturmodell induzieren kann (Gitter et al. 1995).
Hinsichtlich des komplexen Zusammenspiels aus initial fehlerhaften APP- Metabolismus und
Neurotoxizitat spielen auch weitere Faktoren, wie das Komplementsystem oder freie Radikale

(siehe Abb. 7), eine Rolle.

Da die Zytokine Interleukin-1 und Interleukin-6 im Mittelpunkt dieser Dissertation stehen,
wird im Folgenden deren Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus

Alzheimer und Morbus Parkinson, naher ausgefiihrt.

1.5.1 Interleukin-1:

Abb. 8: Proteinstruktur von Interleukin-1a (Badndermodell der IL-1A-Helices aus Protein Data Base)

Interleukine (IL) sind eine Gruppe von Peptidhormonen, die vor allem von Leukozyten und
Makrophagen sezerniert werden und der Regulierung bzw. Modulation des Immunsystems
dienen. Die Wirkung der verschiedenen Interleukine ist dabei sehr unterschiedlich. Wahrend

z.B. anti-inflammatorische Zytokine wie z. B. IL-10 von regulatorischen T-Zellen sezerniert wer-
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den und die Wirkung z.B. aktivierter T-Zellen hemmen, ist Interleukin-1 wie Interleukin-6 und

TNF-a ein endogenes Pyrogen, d.h. ein potentes pro-inflammatorisches Zytokin.

Die Interleukin-1-Familie besteht aus 3 Gruppen: Interleukin-1a (Abb.8), Interleukin-1 und
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA). Interleukin-1a und Interleukin-1B werden vor al-
lem von aktivierten Makrophagen, Keratinozyten, aktivierten B-Lymphozyten und Fibroblas-
ten sezerniert. Interleukin-1a wirkt als autokriner Botenstoff intrazelluldr oder an der Zell-
oberflache. Im Gegensatz dazu wirkt Interleukin-1B parakrin, d. h. es entfaltet seine Wirkung
auf andere Zellen (Dinarello 1996). IL-1RA bt seine modulierende Wirkung durch Bindung an
den Interleukin-1- Rezeptor (IL-1R) aus und hemmt hierdurch die Bindung von Interleukin-1a
und Interleukin-1f an den Rezeptor (Arend et al. 1991). Im ZNS wird Interleukin-1 (IL-1) Gber-
wiegend von Astrozyten und aktivierter Mikroglia sezerniert, jedoch auch aktiv durch die Blut-
Hirn-Schranke transportiert. IL-1 zahlt dabei zu den wichtigsten aktivierenden Zytokinen, wel-
ches seinerseits Zellen zur Produktion anderer Zytokine anregen kann. IL-1 wirkt dabei im ZNS
pro-inflammatorisch, die mogliche Bedeutung von entziindlichen Prozessen bei der Pathoge-
nese von neurodegenerativen Erkrankungen wurde in Kap. 1.5 ausfiihrlich thematisiert wor-
den. Es liegen zahlreiche Befunde vor, die einen Zusammenhang zwischen Interleukin-1a bei

der Alzheimer-Erkrankung und der Parkinson-Erkrankung nahelegen:
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Abb. 9: ,Tauopathien“= Hinweise auf gemeinsame Pathophysiologien verschiedener neurodegenera-

tiver Erkrankungen (Shulman und De Jager, 2009)
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Wie bereits in Kap. 1.5 erwahnt, konnte fir Interleukin-1a ein Zusammenhang mit der erhoh-
ten Expression in durch aktivierter Mikroglia vermittelten Uberexpression von ApoE nachge-
wiesen werden (Liu et al. 2005). Das pro-inflammatorische Interleukin-1a induziert wiederum
eine Aktivierung von Mikroglia (Mrak und Griffin 2005b). Eine Aktivierung von Mikroglia ist
jedoch nicht gleichzusetzen mit einer erh6hten Expression von Zytokinen bei neurodegenera-
tiven Erkrankungen (Perry et al. 2002, Depino et al. 2003), daher wird angenommen, dass es
durch alternative Signalkaskaden zu eben einer solchen erhéhten Expression von Zytokinen
bei neurodegenerativen Erkrankungen kommen kann. Der ,Status der Mikroglia“ scheint hier-
bei eine besondere Rolle einzunehmen (Depino et al. 2003). Im Gewebe von Patienten mit
Alzheimer-Demenz konnten Akiyama mit seiner Arbeitsgruppe bereits 2006 eine erhdhte Ex-
pression sowohl von IL-1a als auch IL-6 in aktivierter Mikroglia und Astrozyten nachweisen
(Akiyama et al. 2006). Bei Patienten mit Parkinson Erkrankung konnten in post-mortem Un-
tersuchungen ebenso erhohte Konzentrationen von aktivierter Mikroglia im Bereich der Sub-
stantia nigra als auch erhohter Werte von Interleukin-1a, Interleukin-1R8 und Interleukin-6 als
Ausdruck eines neuro-inflammatorischen Prozesses festgestellt werden (McGeer et al. 2002a,
Nagatsu et al. 2000a). Diese Befunde stiitzen insgesamt die Hypothese, dass die pro-inflamm-
atorischen Zytokine Interleukin-1a und Interleukin-6 eine wichtige Rolle im Rahmen der Pa-

thogenese von neurodegenerativen Erkrankungen spielen kénnten.

Der bei dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus IL-1a-(-889) liegt in der Promotorregion
von IL-1-alpha. Flir homozygote Trager des T-Allels konnte dabei ein erhéhtes Risiko, an Alz-
heimer zu erkranken, nachgewiesen werden (Grimaldi et al. 2000, Nicoll et al. 2000, Rebeck
2000). In einer aus 27 Allelassoziationsstudien bestehenden Meta-Analyse konnten diese Er-
gebnisse insbesondere fir kaukasische Patientenpopulationen, nicht jedoch fiir Patienten aus
dem asiatischen Raum, bestatigt werden. Eine starke Assoziation konnte insbesondere fiir die
Alzheimer-Demenz mit spdatem Beginn und dem IL-1a (-889)-Polymorphismus nachgewiesen
werden (Hua et al. 2012). Der Interleukin-1B (-511)-Polymorphismus ist zudem positiv mit dem
Erkrankungsalter fiir eine Parkinson-Erkrankung assoziiert (Nishimura et al. 2000). In einer fin-
nischen Population konnte fiir diesen Polymorphismus ein erhohtes Risiko an Parkinson zu

erkranken nachgewiesen werden (Mattila et al. 2002). Diese Ergebnisse wurden von anderen
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Arbeitsgruppen bestatigt (McGeer und McGeer 2002b). Zwei Polymorphismen des Interleu-
kin-1B- Gens konnten ebenso mit der Alzheimer-Demenz assoziiert nachgewiesen werden, je
einen flr den SNP an der Stelle -511 im Promotor des IL-13-Gens (Grimaldi et al. 2000) sowie

an Position +3953 (Nicoll et al. 2000).

1.5.2 Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, dessen Gen auf dem kurzen Arm von
Chromosom 7 (7p21) lokalisiert ist. Es ist ein 26kD schweres Glykoprotein (Abb.7), welches
als Botenstoff zwischen den verschiedenen Zellen des Immunsystems wirkt und dem insbe-
sondere bei der Differenzierung der Zellen des Immunsytems eine entscheidene Rolle zu-
kommt (Jones 2005). Es gilt als potenter Induktor bei der Expression von Akut-Phase-Protei-
nen in der Leber (Morrone et al. 1988). Es wurde urspringlich als B-Zell-Differenzierungsfak-
tor oder Interferon-B2 bezeichnet und wirkt als Differenzierungsfaktor und Wachstumsfaktor
von Zellen des hamatopoetischen Systems. Die biologische Wirkung von Interleukin-6 erfolgt
analog zu IL-1 Uber ein Rezeptorsystem. Dieses besteht aus zwei Rezeptoren, einem IL-6-Re-
zeptor (IL-6R, gp80, a-chain, 80KDa) und einem weiteren 130 kDa langen Glykoprotein, das
lediglich gp130 genannt wird. Nach Bindung von IL-6 an IL-6R ist fiir die eigentliche Signal-
transduktion das gp130 verantwortlich, wenn es membrangebunden vorliegt. Im ZNS wirkt
es sowohl neurotroph als auch neuroprotektiv (Marz et al. 1998). Im Gehirn wirkt es zudem

Uber eine TNF-a-Hemmung antiinflammatorisch (Oh et al. 1998).

Abb.10: 3D-Bdndermodell der Proteinstruktur von Interleukin-6 (Protein Data Base)
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IL-6 ist demnach ein multifunktionales Zytokin, welches bei einer Vielzahl von immunologi-
schen Prozessen eine Rolle spielt (Ishihara und Hirano 2002). Im Gehirn kann es von Astrozy-
ten, Oligodendrozyten oder Mikroglia sezerniert oder aktiviert werden (Gruol und Nelson
1997). In Gehirnen von Patienten mit Alzheimer-Demenz konnte gezeigt werden, dass das
Vorhandensein von Interleukin-6 moglicherweise zu einer friihen Ablagerung und Aggregation

von B-Amyloid fihrt (Hull et al. 1996b).

Sowohl Interleukin-6 als auch Interleukin-1 scheinen beim Metabolismus des Amyloid-Precur-
sor-Proteins (APP) eine Rolle zu spielen, Interleukin-6 induziert dabei eine erhohte APP-Syn-
these (Altstiel und Sperber 1991). In der Umgebung von Amyloid-Plaques konnten erhdhte
Konzentrationen von Interleukin-1 und Interleukin-6 nachgewiesen werden (Akiyama et al.
2000). Fir Interleukin-6 konnten in Studien sowohl neuroprotektive als auch neurotrophe Ei-
genschaften nachgewiesen werden, durch eine TNF-a-Hemmung kann es auch anti-inflamm-
atorisch wirken. Untersuchungen konnten zeigen, dass die temporale mRNA- Expression bei
Demenzpatienten im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erh6ht ist. Bei Ersteren be-
steht zudem eine Korrelation zwischen Interleukin-6-mRNA-Erhéhung und Ablagerung von
Neurofibrillenblindeln (Luterman et al. 2000). In den anderen Studien zeigte sich auch ein pro-
tektiver Effekt von bestimmten Interleukin-6-Polymorphismen bzw. Allelen (Qi et al. 2012).
Bei Patienten mit Parkinson-Erkrankung wurden in Post-mortem- Untersuchungen ebenfalls
erhohte Konzentrationen von aktiver Mikroglia inklusive der Werte von Interleukin-1a und
Interleukin-6 im Bereich der Substantia nigra als Ausdruck eines entziindlichen Prozesses fest-
gestellt (Hirsch und Hunot 2009). Auch fanden sich peripher erhohte Zytokinkonzentrationen
im Serum von Patienten mit Morbus Parkinson (Brodacki et al. 2008, Scalzo et al. 2010). Kon-
zentrationsveranderungen fanden sich auch im Liquor, wobei Interleukin-6-Konzentrationen

negativ mit der Schwere der Parkinson-Erkrankung korrelierten (Miiller et al. 1998).

Bei Patienten mit Morbus Alzheimer ist die IL-6 mRNA-Expression signifikant im Vergleich zu
gesunden Probanden erhéht. Zudem besteht bei AD-Patienten eine Korrelation zwischen IL-
6- mMRNA-Erhohung und Ablagerung von Neurofibrillenbiindeln. Weiterhin konnten in Studien

erhohte IL-6-Serumwerte bestatigt werden (z.B. Kalman et al. 1997), wenngleich auch hier
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inkonsistente Befunde in der Literatur zu finden sind. So ergab die Studie von Richartz sogar
erniedrigte IL-6-Werte im Blut fiir AD-Patienten (Richartz et al. 2005). Ahnlich inkonsistente
Befunde liegen hinsichtlich Messung der Interleukin-6-Konzentration im Liquor bei Alzheimer-

Patienten vor (Blum-Degen et al. 1995, Yamada et al. 1995, Martinez et al. 2000).

Bei der genetischen Variante des Interleukin-6-Gens im Promotor an Position -174 konnte ein
funktioneller Zusammenhang hinsichtlich Expression dieses Zytokins nachgewiesen werden.
Es handelt sich um einen G=>C-Polymorphismus. Wegen einer reduzierten Haufigkeit des C-
Allels beim Morbus Alzheimer-Erkrankten wird diesem ein moglicherweise protektiver Effekt
zugeschrieben (Bagli et al. 2000). In anderen Studien wurde hingegen ein gegenteiliges Ergeb-
nis gefunden (z.B. Arosio et al. 2004). In einer 2012 veroffentlichten Metaanalyse der vorlie-
genden Allelassoziationsstudien zu Interleukin-6 und Morbus Alzheimer konnte die positive
Assoziation des IL-6-(-174)-Polymorphismus mit Morbus Alzheimer bestatigt werden, ebenso
wurde ein Zusammenhang zwischen dem IL-6-(-572) C->G-Polymorphismus ebenfalls im Pro-
motor fir Interleukin-6 gezeigt (Qi et al. 2012). Zudem konnten fiir andere Allel-Konstellatio-
nen dieser beiden Polymorphismen ein jeweils protektiver Effekt aufgezeigt werden. Beson-
ders starke Assoziationen zeigten sich in Studienpopulationen, bei denen gleichzeitig Polymor-
phismen anderer Gene untersucht wurden. So konnte fiir das gleichzeitige Vorliegen des In-
terleukin-6-(-174) und eines Interleukins-10-Polymorphismus (in der Promotorregion an Stelle
(-1082) ein 11-fach erhohtes Risiko an Alzheimer zu erkranken, berechnet werden (Arosio et
al. 2004). Ahnliches gilt fiir das gleichzeitige Vorkommen des Interleukin-6 (-174) C-Allels und
des TNF-a (-308)-Polymorphismus (Vural et al. 2009). Insgesamt vermuteten die Autoren ei-
nen modulierenden Effekt hinsichtlich der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung bzw. einen
Effekt bei Vorliegen verschiedener Polymorphismen, was die zum Teil inhomogenen Befunde

erkldren konnte.

Auch beim Morbus Parkinson lassen sich Zusammenhange mit peripher erhéhtem IL-6 nach-
weisen. Lindgvist und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass bei Patienten mit Morbus Par-
kinson signifikant erh6hte IL-6-Werte mit starkeren nicht-motorischen Symptomen wie De-

pressivitat, Angst oder Fatigue-Symptomatik korrelierten (Lindgvist et al. 2012). Die Autoren
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vermuten neben einem direkten Zusammenhang von erhéhten IL-6-Werten als Ausdruck ei-
nes entzlindlichen Prozesses mit der Pathogenese des Morbus Parkinson einen Einfluss auf
die Ausbildung von nicht-motorischen Symptomen. Analog zum Morbus Alzheimer wurde, wie
erwdhnt, auch beim Morbus Parkinson aktivierte Mikroglia im Bereich der neuropathologi-
schen Lasionen (Substantia nigra) nachgewiesen (McGeer und McGeer 2008). Ebenso wurden
erhohte IL-6 Werte sowohl in striatalem Gewebe (Brodacki et al. 2008), Liquor (z.B. Miiller et
al. 1998) und im Serum von Morbus Parkinson-Patienten (Scalzo et al. 2010) belegt. Hinsicht-
lich des Interleukin 6 (-174)-Gen-Polymorphismus konnte in einer Studie gezeigt werden, dass
das G-Allel ein genetischer Risikofaktor fiir den Morbus Parkinson mit friihem Beginn sein
konnte (Hakannson et al. 2005a). Dieser Trend wurde in einer Studie (mit allerdings geringen

Fallzahlen) bestatigt (San Luciano et al. 2012).

In einer Metaanalyse von Chu et al. fanden sich keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwi-
schen dem IlI-1a (-889)-Polymorphismus und der Parkinson-Erkrankung. Allerdings konnte in
der Untersuchung die mogliche Assoziation von IL-6 (-174) und Morbus Parkinson bestatigt

werden (Chu et al. 2012).

Insgesamt stiitzen diese Befunde die Hypothese, dass die Zytokine Interleukin-1 und Interleu-
kin-6 eine wichtige und vielfdltige Rolle im Rahmen der Pathogenese von neurodegenerativen

Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson, spielen kénnten.
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1.6 Zielsetzung der eigenen Untersuchungen

Ein Ziel der Forschung von neurodegenerativen Erkrankungen ist es, mégliche diagnostische
Parameter zu finden, welche die Diagnosestellung und Verlaufskontrolle vereinfachen. Fiir
eine Friherkennung und zur Entwicklung spezifischer Therapien von Morbus Alzheimer und
Morbus Parkinson ist somit die Untersuchung von sogenannten Kandidatengenen im Rahmen

von Allelassoziationsstudien von grofRer Bedeutung.

Die pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-1a und Interleukin-6 gelten im Zusammen-
hang mit diesen neurodegenerativen Erkrankungen als bedeutsam. Ziel dieser Arbeit ist daher,
die Hypothese einer multifaktoriellen Genese inklusive des Einflusses von neuroimmunologi-
schen Faktoren bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen zu Uberprifen.
Im Rahmen von vier Allelassoziationsstudien an Alzheimer-Patienten und Parkinson-Patienten
sollte im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersucht werden, ob der Interleukin 1a (-889)-
Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko an Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer zu

erkranken, assoziiert ist.

Weiterhin sollte in einer Subgruppenuntersuchung das Risiko fokussiert betrachtet werden,
ob der Interleukin 1a (-889)-Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko an einem Morbus

Parkinson mit frihem Beginn (EOPD) zu erkranken, assoziiert ist.

SchlieBlich sollte untersucht werden, ob ein moglicher Zusammenhang des Interleukin-6 (-

174)-Polymorphismus und ein erhdhtes Risiko fiir Morbus Alzheimer besteht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits publiziert (Du et al. 2000, Dodel et al. 2001,
Depboylu et al. 2004, Méller et al. 2004, Depboylu et al. 2006).
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2. Materalien, Methoden und Patienten

2.1 Gerate

Gelkammer

Gel-Elektrophorese

Laborwaage

PCR Thermocycler

Fotodokumentation

Tischzentrifuge

Zentrifuge

2.2 Puffer und Reagenzien

PCR SuperMix HF®

Agarose A4718
TBE-Puffer (10x)

White Mini-Sub-Cell GT® von Bio-Rad Laboratories, California,
USA

PowerPac 3000® von Bio-Rad Lab., California, USA

von Heraeus Sepatech von Heraeus Instruments GmbH, Dissel-

dorf, Deutschland

PTC-200 Peletier-Thermal Cycler® von MJ Research, Global Med-

ical Instrumentation Inc., St. Paul, Minnesota, USA
Hero Lab.-Transilluminator

Modell 5415R von Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, K&lin,

Deutschland

Minifuge 3,0 R® von Heraeus Sepatech von Heraeus Instruments

GmbH, Diisseldorf, Deutschland

Gibco Life Technologies, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

(22mM Tris-HCL, 55mM-KCL, 1,65mM-Mg Cl,, 220uM-dGTP,
220uM-dATP, 220uM-dTTP, 220uM-dCTP, 22 U recombinant

Tag-DNA-Polymerase)

Firma Sigma
Firma Sigma

(0,89 M Tris-Base 0,025 M EDTA ad 1l)

46



2 Materialien

Ethidiumbromid 1:10000
Gold Stain SYBR®
DMSO

Restriktionsenzyme

(Hhal, Nco I, Nla 111)
Primer
QlAamp ®DNA Kit

Blue Juice® DNA

Proben Ladepuffer

2.3 Primer

Firma Sigma
Molecular Probes, Inc., Invitrogen Darmstadt, Deutschland
Firma Sigma

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

Firma MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
(Glycerin 80%, EDTA 100mM, Bromphenolblau 0,025%,
Xylenxyanol F0,025%)

Nachfolgend sind die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotiden aufgelistet, welche im-

mer in 5°=> 3" Richtung angegeben sind. Mit F (forward) und R (reverse) wurden die in 5" =

3" bzw. 3’ 5’ gerichteten Primer gekennzeichnet.

Verwendete Oligonukleotide

IL-1a- 889: F5AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GGC3°

R5'TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG 3

IL-6-174: F5'TTG TCA AGA CAT GCC AAA GTG 3’

R5TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA3

APOE-€4: F5TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA 3’

R5TG GCA GTG TAC CAG GCC GGG GCG AAT TCT GT3'
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2.4 Agarosegelelektrophorese

a) 4g Agarose in 200ml TBE Puffer (1x) aufkochen lassen, Mischen auf einem Magnetrihrer

b) Abkilhlen lassen unter dem Abzug, 20ul Etidiumbromid (alternativ 4ul SYBR Gold Stain®

der Firma Invitrogen) hinzugeben. GieRen des Gels in eine Gelform mit einem Probenkamm

c) Die Taschen (wells) des Gels mit TBE-Puffer (1x) bedecken und mit 5 bis 20ul DNA ver-
mischt mit 1/10 BlueJuice®-DNA Ladepuffer beschicken. Zur Bestimmung des Molekularge-

wichtes wird parallel ein Molekulargewichtsstandard aufgetragen.

d) Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgt in einem elektrischen Feld mit einer Spannung
zwischen 70 und 120 Volt (4 V/cm) flr ca. 1-2 Stunden. Die DNA wird im Agarosegel durch

das Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht fotografiert.
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2.5 Patientengruppen
2.5.1 Probanden und Kontrollen AD

Alle durchgefiihrten Studien wurden der zustandigen Ethikkommission vorgelegt und geneh-

migt.

Kohorte 1: Morbus Alzheimer und IL-1A (-889)

In die Studie wurden insgesamt 451 Probanden und Kontrollen des Indiana AD Center, Indiana
University School of Medicine, Indianapolis, USA (IU) und der Klinik fiir Psychiatrie und Psy-

chotherapie, Technische Universitat Miinchen, Deutschland (MU) eingeschlossen.

Die IU-Gruppe bestand aus 78 Patienten mit gesicherter Morbus Alzheimer-Diagnose (Durch-
schnittsalter 72,5 + 9,6 Jahre, Spanne: 50-94 Jahre, 43 Frauen und 35 Manner) und 71 Kon-
trollen (Durchschnittsalter 72,5 Jahre + 9,1 Jahre; 51 bis 94 Jahre alt, 38 Frauen und 33 Man-
ner). Die MU-Gruppe bestand aus 181 Patienten mit gesicherter Morbus Alzheimer-Diagnose
(Durchschnittsalter 70,9 + 9,8 Jahre; Spanne: 50 bis 95 Jahre, 112 Frauen und 69 Manner) und
121 Kontrollen (Durchschnittsalter 69,0 + 10,8 Jahre, Spanne: 50 bis 95 Jahre, 84 Frauen und
37 Ménner).

Einschlusskriterien:

Probanden und Kontrollen, bei denen eine positive Familienanamnese hinsichtlich autosomal-
dominanter Demenzen bekannt war, wurden nicht in die Studie eingeschlossen. Die Kontrol-
len der IU-Gruppe wurden korperlich und klinisch-neurologisch untersucht, es erfolgte zudem
eine neuropsychologische Testung mittels der CERAD (Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer's Disease)-Batterie (Morris et al. 1989, Welsh et al. 1994). In die MU-Gruppe wur-
den nur Kontrollen mit einem Mini-Mental Status Test-(MMST, Folstein et al. 1975) Score lber
28 (von 30) eingeschlossen. Bei allen Kontrollen wurden neurologische Erkrankungen, die mit
einer Storung der kognitiven Funktion einhergehen kénnen, ausgeschlossen. Samtliche Pro-
banden mit einer Alzheimer-Erkrankung erfiillten sowohl die ICD-10 Kriterien (International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems, World Health Organisation

WHO 2012) als auch die NINCDS-ADRDA-Kriterien (Mc Khann et
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al. 1984) fiir einen moglichen bzw. wahrscheinlichen Morbus Alzheimer. Sie wurden sowohl
internistisch als auch klinisch-neurologisch untersucht und erhielten eine neuropsychologi-

sche Testung (mittels CERAD).

Es wurden nur Patienten und Kontrollen ab einem Alter von 50 Jahren in die Studie einge-
schlossen. Alle Studienteilnehmer wurden lber die Verwendung ihrer Blutproben aufgeklart
und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Bei fehlender Einwilligungsfahigkeit bei z.B. kogni-
tiv schwer beeintrachtigen Probanden erfolgte die Einverstandniserklarung durch gesetzlich

bevollmachtigte Personen.

Kohorte 2: Morbus Alzheimer und IL-6

Die Studie wurde an 221 Probanden durchgefihrt, die sowohl in der Klinik flr Psychiatrie und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilian-Universitdat Minchen (MU) als auch in der Klinik fir
Neurologie der Philipps-Universitat Marburg (MR) eingeschlossen wurden. Die Gruppe der
Alzheimer-Patienten bestand aus 113 Patienten mit Morbus Alzheimer (Durchschnittsalter
69,8 + 9,1 Jahre, Spanne: 51 bis 90 Jahre), die Kontrollgruppe aus 108 Kontrollen (Durch-
schnittsalter 68,4 + 10,4 Jahre, Spanne: 50 bis 93 Jahre).

2.5.2 Probanden und Kontrollen PD

Kohorte 3: Morbus Parkinson und IL-1A (-889)

Es wurden 398 Probanden der Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen in die Studie einge-
schlossen, 201 Patienten mit einer Parkinson Erkrankung (Durchschnittsalter 62,7 + 12,6 Jah-
re) und 197 Kontrollen (Durchschnittsalter 60,5 + 12,6 Jahre). In einer Subgruppenanalyse von
Parkinson-Patienten mit friihem Erkrankungsbeginn < 50 Jahre wurden 83 Probanden geson-
dert untersucht (Durchschnittsalter 55,6 + 8,5 Jahre, Erkrankungsbeginn 42,8 + 5,1 Jahre). Die
entsprechend gematchte Kontrollgruppe betrug 149 Personen (Durchschnittsalter 57,9 Jahre
+ 6,7 Jahre).
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Alle Probanden wurden ausfihrlich internistisch und neurologisch untersucht, inklusive Un-
tersuchung der Parkinson-spezifischen Symptome. Die Diagnose erfolgte nach den Kriterien
der ,,UK PD Society Brain Bank“ (Hughes et al. 1992). Die medikamentdse Behandlung der Par-

kinson-Patienten erfolgte den Leitlinien nach Oertel und Quinn (2006).

Die Kontroll-Probanden wurden fiir Alter und Geschlecht gematcht, es lagen keine positiven
Familienanamnesen fiir Parkinson-Erkrankungen oder andere neurologische Erkrankungen
vor. Die Teilnahme an der Studie erfolgte ausschlieRlich nach ausfiihrlicher Aufklarung und

nach schriftlicher Einverstandniserklarung.

Kohorte 4: Early Onset PD (EOPD) und IL-1A (-889)

In einer groReren Fallkontrollstudie von Patienten mit einer Parkinson-Erkrankung mit friihem
Erkrankungsbeginn (<50 Jahre) wurden insgesamt 346 Individuen eingeschlossen. Dabei wur-
den 176 Patienten mit EOPD der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen und der Phillips-
Universitat Marburg (Durchschnittsalter 42,1 + 6,4 Jahre, 42,4% mannliche Patienten) und 170
Kontrollprobanden (Durchschnittsalter 40,4 + 8,7 Jahre, 57,6 mannliche Probanden) unter-
sucht. Alle Patienten wurden analog zur vorigen Studie internistisch und klinisch neurologisch
untersucht, die Erfassung der Parkinson Symptomatik erfolgte anhand der UPDRS (Unified
Parkinson Disease Rating Scale, Fahn et al. 1987), die Diagnosestellung erfolgte nach den Di-
agnosekriterien der UK PD Society Brain Bank (Hughes et al. 1992). Alle Probanden erfillten
die Kriterien nach ICD-10.

Alle Kontrollprobanden waren alters- und geschlechtsgematcht, vor Einschluss in die Studie
wurden neurologische Erkrankungen oder eine positive Familienanamnese fiir Parkinson-Er-
krankungen ausgeschlossen, zuvor erfolgte jeweils nach ausfihrlicher Aufklarung eine schrift-

liche Einverstandniserklarung.
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3. Methoden
3.1 Extraktion der Desoxyribonukleinsdure (DNA)
3.1.1 Isolierung der genomischen DNA aus dem Blut

Die genomische DNA wurde unter Zuhilfenahme des QlAamp ®DNA Kits der Firma Qiagen™
nach Herstellerangaben aus 10ml EDTA-BIut isoliert, es wurde jeweils EDTA Vollblut verwen-

det. Nach Isolation der DNA wurde diese in TE-Puffer gelost und bei 4°C gelagert.
3.1.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA-Probe erfolgte nach Verdiinnung der Proben 1:50 in
Agua dest. und anschlieRenden Messung der optischen Dichte (OD) bei 260nm und 280nm
mit einem Spektralphotometer. Die Soll-Konzentration von 1 pg/ul wurde durch Verdinnung

mit TE-Puffer (1x) eingestellt.

3.2 Polymerase - Ketten- Reaktion (PCR)

3.2.1 Einleitung

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Mullis et al. 1986) dient der selektiven Amplifikation von
definierten DNA-Fragmenten mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase und spezifischen
Oligonukleotiden. Mit Hilfe von spezifischen Primern wird der zu amplifizierende Abschnitt

eingegrenzt und amplifiziert.

Die hitzestabile Tag-Polymerase ist eine DNA-Polymerase aus thermophilen Bakterien (Ther-
mophilus aquaticus), welche auch unter Denaturierungsbedingungen tGber 94°C ihre biologi-
sche Aktivitat behalt. Die PCR dient in der vorliegenden Untersuchung der Amplifikation der

genomischen DNA vor sich anschlieBendem Restriktionsenzymverdau.
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3.2.2 Grundlagen

Fiir eine PCR werden eine zu untersuchende DNA-Probe sowie zwei synthetisch hergestellte
Oligonukleotide, die sogenannten Primer, bendétigt. Die Primer lagern sich an jeweils einen der
beiden Strange der Ursprungs-DNA (Template) an. Sie hybridisieren am 3°-Ende des Stranges,
die Tag-Polymerase liest die Einzelstrang-DNA vom 5°-Ende in Richtung 3*-Ende komplemen-
tierend. Die entstehenden Kopien (ca. 1 Million bei 30 bis 35 Zyklen, Saiki et al. 1988) dienen

als Matrize flr weitere Kopien.

3.2.3 Primerdesign

In der Regel sind die Primer zwischen 20 und 30 Nukleotide lang, die Spezifitat der Primer
nimmt dabei beim Hybridisierungsprozess nicht weiter zu, wenn die Primer aus mehr als 30
Nukleotiden bestehen. Der Primer sollte weder Bereiche mit ungewoéhnlichen Sequenzab-
schnitten wie z.B. sich wiederholende Sequenzen noch am Ende komplementare Strukturen
aufweisen, da sich ansonsten Primerdimere bilden konnen. Weiterhin sind beim Design der
Primer T's am 3°-Ende zu vermeiden, um eine unspezifische Anlagerung (Annealing) zu ver-

meiden (Loffert et al. 1997).

Die Primer werden in der PCR meist in einer Konzentration von 10uM (Stock) bis 100uM ein-
gesetzt (Loffert et al. 1997). Das Design der Primer erfolgt iblicherweise durch ein entspre-
chendes Programm (NCBI-Primer Blast). Die Sequenzspezifitat der Primer wurde an Online-
Gendatenbanken Gberprift (Altschul et al. 1997). Die Primer wurden von der Firma MWG Bi-

otech, Ebersberg synthetisiert.

3.2.4 Ablauf der PCR

Zu Beginn der PCR wird die DNA bei einer Temperatur von 92° bis 95°C denaturiert, um opti-
male Anlagerungsbedingungen fiir die Primer zu schaffen, die sich an die nun denaturierten
DNA-Einzelstrange anlagern kénnen. Die PCR lauft nun in einem Zyklus ab, der daraufhin ca.

25 bis 30mal wiederholt wird.
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Zu Beginn des Zyklus erfolgt ein erneuter Denaturierungsschritt, um die hybridisierten Einzel-
strange zu trennen. Im zweiten Schritt erfolgt die Anlagerung der Primer, das sogenannte ,an-
nealing”, was im Falle der vorliegenden Studien bei der Temperatur zwischen 55° und 63°C
erfolgte. Im Rahmen einer Etablierungsphase wurden die PCR-Bedingungen anhand von
schrittweiser Temperaturerhohung um 1° C bzw. Veranderung der Anlagerungszeit beispiels-
weise um jeweils 10s optimiert, um die groBtmogliche Menge an gewilinschtem Amplifikat bei

moglichst wenigen unerwiinschten Nebenprodukten bzw. Artefakten zu erhalten.

Im 3. Abschnitt des Zyklus erfolgt schliellich die Elongation der Primer durch den Einbau von
Nukleotiden durch die thermostabile Tag-Polymerase, die ein Temperaturoptimum von 72°C
aufweist. Diese ist im Puffergemisch ,PCR Supermix®“ bereits enthalten, im Probenansatz
muss lediglich die zu amplifizierende DNA zugefiigt und mit Ladepuffer aufgetragen werden.
Am Ende des Vorgangs erfolgt eine sogenannte Endelongation, um eine grofRtmogliche Aus-

beute an amplifizierter DNA zu gewahrleisten, bevor eine Abkihlung auf 4°C erfolgt.

Die PCR Bedingungen der vorliegenden Studien sind nachfolgend zusammengefasst:

APO E-€4: 95° 5 min; (95° >20s; 55° fuir 30s; 72° fir 40s) x 30 Zyklen; 72° fir 7min. Verdau mit

Hha I. Auftrennen durch 4%iges Agarosegel. Protokoll nach Hixson et al. (1990).

IL-1a-889: 95° flir 2min.30s; (95° fur 60s; 60° fur 60s; 72° fiir 60s) x 40 Zyklen. 72° fir 10 min.
Verdau mit Nco | Gber Nacht. Auftrennen durch 2%iges Agarosegel. Protokoll nach Kornman

et al. (1997).

IL-6-174: 95° fiir 2 min.; (95° fur 60s; 63° flir 60s; 72° fir 60s) x 35 Zyklen. 72° fiir 7min. Verdau

mit Nla-Ill. Auftrennung auf 2%igem Agarosegel. Protokoll nach Fishman et al. (1998)
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3.2.5 PCR und Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

Zahlreichen Polymorphismen liegt lediglich der Austausch eines Nukleotids zugrunde. Dieses
macht man sich bei der PCR-basierten RFLP zunutze, in dem man das DNA-Amplifikat der PCR
im Hinblick auf eine bestimmte Mutation bzw. Polymorphismus untersucht. Genauer gesagt
wurden die Primer im Vorfeld der PCR so ,,designed”, dass das Amplifikat eine genau definierte

DNA-Sequenz mit dem identifizierten Polymorphismus beinhaltet.

Restriktionsenzyme erkennen bestimmte Nukleotid-Sequenzen und schneiden die DNA an ei-
ner definierten Stelle. Liegt z.B. eine entsprechende Punktmutation vor, die dieses Restrikti-
onsenzym anhand der Sequenz ,erkennt”, besteht die Moglichkeit, die DNA an genau dieser

Stelle zu schneiden.

Die amplifizierte DNA wurde mit Restriktionsenzymen inkubiert (im Rahmen dieser Arbeit je-
weis 2ul Restriktionsenzym, 3ul NE Buffer 4® +16ul Aqua Dest +30ul DNA-Amplifikat) und bei

37°C fur mindestens 10 Stunden verdaut.

Tabelle 3: Restriktionsenzyme und Schnittprodukte

Gen SNP | Restriktions- | Ldnge des Erkennungssequenz | Lange der Schnittpro-

verdau Amplifikations- | und dukte (bp)
Produkts (bp) | Schnittstelle

IL-la | -889 Nco-I 99 5°-CACA-3" Allel 1: 83+16 bp
Cc/T 3°-GTGT-5" Allel 2: 99 bp
IL-6 -174 Nla-lll 296 5°-GCATC (N)5*-3" | G-Allel 296 bp
G/C 3°-CGTAG(N)9*-5" | C-Allel 127+169 bp
APOE | £€2,3,4 Hha-l 228 5'-GCG*C-3° jedes Allel: 16 + 18 + 38

€2-Allel: 81 +91
€3-Allel: 33 +48 + 91
€4-Allel: 20 +33 +48 + 71

3’-C* GCG-5°
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Je nach Vorliegen von bestimmten Polymorphismen bzw. je nach Sequenz liegt nun nach
Restiktionsverdau ein ungeschnittenes DNA-Fragment oder geschnittene Teilfragmente vor
(siehe Tabelle 3). In Abhadngigkeit der Lange der , Spaltprodukte” ergibt sich bei der elektro-
phoretischen Auswertung (siehe 3.2.6) ein unterschiedliches Laufverhalten mit entsprechend
charakteristischen Bandenmustern, welche nachfolgend anhand der untersuchten Polymor-

phismen in Abb.11 - Abb.13 dargestellt sind:

Abb. 11: RFLP-Bandenmuster APOE (Hhal-Restriktionsverdau, Mitter et. al 2012): Spalte 1: 50-Basen-
paar DNA Leiter; Spalte 4: APOE2,3 Genotyp; Spalte 5: APOE3,3 Genotyp; Spalte 6: APOE3,4 Genotyp;
Spalte 7: APOE4,4 Genotyp; Spalte 8: 100-Basenpaar-DNA Leiter.

Abb. 12: RFLP-Bandenmuster IL-1A -889 (Nco-I-Restriktionsverdau, Kiani et. al 2009): Spalte L: 50-Ba-
senpaar DNA Leiter; Spalte 1,2,3: heterozygot, Spalte4,7: homozygot Allel 2, Spalte 5, UC: homozygot
Allel 1.
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A - e | TN [ b B T

Abb. 13: Beispielhaftes RFLP-Bandenmuster IL-6 -174 (Nla-lll-Restriktionsverdau, Ibrahim et al. 2017,
Abb: Akbas et al. 2012): Spalte M: 50-Basenpaar DNA Leiter; Spalte 5, 6: G- Allel, Spalte 3, 10: C-Allel.

3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

In den Untersuchungen wurde die Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

In einer Elektrophorese werden geladene Teilchen in einem elektrischen Feld durch unter-
schiedliche Molekulargewichte und Wechselwirkungen mit dem Trennmedium (z.B. Agarose)
aufgetrennt. Bei einer Spannung von 50 bis 160 Volt ,wandern” die negativ geladenen DNA-
Fragmente aufgrund ihrer polyanionischen Ladung umgekehrt proportional zu ihrem Moleku-
largewicht zur Anode. Zur Identifizierung der DNA-Fragmente wird ein DNA-Langenstandard
(z.B. von der Firma Molecular Probes) ebenfalls als Marker aufgetrennt. Je nach aufzutrennen-
der FragmentgroBe werden aufgrund der notwendigen Netzstrukturen des Agarosegels 2%ige
oder 4%ige Gele eingesetzt.

Die Agarose-Gelelektrophoresen wurden bei Zimmertemperatur durchgefihrt fir ca. 1 bis 2
Stunden bei 160 Volt. Im Anschluss wurden die Gele unter UV-Licht mittels eines UV-Transil-

luminators ausgewertet (Abb. 11 - 13).
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3.3. Statistische Verfahren
3.3.1 Allelassoziationsstudien

Mittels Allelassoziationsstudien lassen sich Merkmalstrager z.B. einer Erkrankung mit nicht
verwandten Kontrollen innerhalb einer Studienpopulation vergleichen. Die Haufigkeit eines
bestimmten Allels beschreibt dabei eine mdgliche positive Assoziation eines Allels und eines
Merkmals bzw. Erkrankung.

Im Rahmen von Allelassoziationsstudien lassen sich zum einen Assoziationen nachweisen, d.h.
es besteht ein Zusammenhang zwischen Allel und Merkmal (Erkrankung). Haufig besteht je-
doch lediglich eine sehr enge Kopplung, d. h. das untersuchte Gen ist nicht merkmals- oder
krankheitsauslosend, wird aber mit den Genen zusammen vererbt (linkage dysequilibrium)
(Strachan und Read 2010). Allelassoziationsstudien werden heutzutage Ublicherweise im gro-
Ren Rahmen in sogenannten genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) durchgefiihrt. Im
Rahmen der durchgefiihrten GWAS konnten in den vergangenen Jahren eine Vielzahl von
neuen Kandidatengenen auch fiir den Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson identifiziert
werden (siehe hierzu Genetik des Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson Kap. 1.3). Fir die
Untersuchungen gelten die von Cohen vorgeschlagenen — per Konvention festgelegten — Kri-
terien von Alpha- (=0,05) und Beta-Risiko (1-8 = 0,80) sowie einer mittleren Effektstarke (siehe
Bortz und Déring 2009). Dabei konnte auf bisherige Untersuchungen zurtickgegriffen werden,
die eine GruppengrofRe von 170 Teilnehmern zur Bestatigung der Null-Hypothese nahelegten.
Diese Annahme konnte bei Morbus Parkinson-Teilnehmern umgesetzt werden, bei Morbus
Alzheimer-Teilnehmern gelang es sogar aufgrund der Zusammenarbeit der Technischen Uni-
versitdat Miinchen und der Universitdt Marburg eine groRe Stichprobe zu rekrutieren, dabei
gilt die Morbus Alzheimer-Kontrollgruppe als reprasentative Kohorte. Die Vergleichsgruppen

wurden dariber hinaus jeweils nach Alter und Geschlecht gematchet.
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3.3.2 Statistische Auswertung

Fur die statistischen Berechnungen wurden das SAS/STAT-Programm und die Statistik-soft-
ware IBM SPSS Statistics (IBM Statistical Package for Social Sciences, Armonk, USA) eingesetzt

sowie unter Verwendung von Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, USA) erstellt.

Zur Analyse der soziodemografischen Variablen Alter und Geschlecht wurden zwischen den
Gruppen (Erkrankte vs. Nicht-Erkrankten) t-Tests und Chi-Quadrat-Tests durchgefiihrt. Fir die
Untersuchung des Genotyps wurden Varianzanalysen (analysis of variance) berechnet, dabei

galt das Alter bzw. Geschlecht als unabhangige Variable.

Zur Schatzung und zum Vergleich von Odds Ratios wurde der Mantel-Haenszel-Test einge-
setzt, dabei wurden stratifizierten Altersgruppen verwendet, um das Erkrankungsrisiko zu er-
mitteln. Zusatzlich wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests die Verteilung der Genotypfrequen-
zen mit den erwarteten Frequenzen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes verglichen. Das
Hardy-Weinberg-Gewicht beschreibt die Genotyphaufigkeiten aus den Anteilen der Allele ei-
nes Genes in einer Population. Zur Ermittlung eines Zusammenhanges zwischen dem Erkran-

kungsalter und dem Genotyp wurde die Kaplan-Meier-Methode angewandt.

Bei allen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,05 als Signifikanzniveau festge-

legt.

Die statistischen Auswertungen wurden vom Referenten gemeinsam mit seinem Betreuer

durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Interleukin-1a (-889)-Polymorphismus und Morbus Alzheimer

Es wurde eine Genotypisierung des Interleukin-1a und des APO E-Genes durchgefiihrt. Die
vorliegenden Daten stiitzen die bekannte Assoziation des APO E-€4 Allels und der Alzheimer
Erkrankung (Farrer et al. 1997). Die Verteilung der Interleukin-1a (-889)- Allele und der APO
E-e4-Allele in der kombinierten Patienten- und Kontrollgruppe (IU + MU) sind in Tabelle 4 dar-

gestellt.

Kontrollen (n=191) AD ( n=259)
IL-1a(-889) 1/1 | 1/2 | 2/2 1/1 1/2 | 2/2
n 126 62 3 141 97 21
Genotypfrequenz (%) | 65.6 | 32.8 | 1.6 54.4 37.5 8.1
APOE /2 /3 /4 /2 /3 /4
€2 0.5 | 188 | 1.6 0 8.9 1.5
€3 18.8 | 59.9 | 17.2 8.9 344 | 44.0
€4 1.6 | 17.2 | 2.1 1.5 44.0 | 11.2

Daten aus Du et al. 2000

Tabelle 4: Anzahl und Frequenz (in Prozent) des IL-1a(-889)-Polymorphismus sowie APO E-Allelfre-
guenzen (in Prozent) in der gepoolten Gruppe von AD-Patienten und Kontrollen. In der Tabelle steht 1
fir den Wildtyp (C an der Stelle -889 des IL-1a-Gens, 2 steht fiir den Polymorphismus (T an der Stelle -
889 des IL-1a-Gens; €2, €3 und €4 stehen fiir die drei Apolipoprotein E-Allele E2, E3 und E4, die sich
lediglich durch einen Polymorphismus an der Stelle 112 bzw. 158 unterscheiden; IL= Interleukin). Bei
den Kontrollen war eine Probe nicht auswertbar (191 statt 192 eingeschlossenen Kontrollen).
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Die Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen homozygoten Tragern des Allels 2 (T>C
Polymorphismus an Position -889 im Promoter von IL-1a) und Morbus Alzheimer hin. Es
konnte eine Mantel-Haenszel Odds ratio (OR) von 7,2 (95% Cl 2.0 bis 24,5, p=0,003) errechnet
werden. Die OR fur heterozygote Trager des Allels 2 in der Gesamtpopulation betrug 1,68 (95%
Cl: 1,1 bis 2,6, p=0,022). Bei der Untersuchung von Patienten iber 60 Jahre zeigten sich in der
statistischen Auswertung ahnliche Ergebnisse, hier konnte eine OR von 1,75 (95% CI 1,1 bis
2,6, p=0,02) fur die Gesamtpopulation und einer OR von 8,7 (95% Cl 1,8 bis 42,5, p=0,007) fiir
homozygote Trager des Allels 2 errechnet werden. Es zeigten sich keine alters- (p=0,48) oder
geschlechtsspezifischen (p=0,030) Zusammenhange mit dem IL-1a-Allel 2 oder von diesem zu
Apo E-g4 (p=0,64). Die berechneten Mantel- Haenszel Odds ratios (OR) sind in Tabelle 5 dar-

gestellt.

Faktor Odds ratio 95% CI p-Wert
IL-1a(-889) he- 1.68 1.1-2.6 0.02
terozygot
IL-1a(-889) ho- 7.2 1.9-27.6 0.004
mozygot
APOE €4 5.1 3.3-7.9 0.001

Daten aus Du et al. 2000

Tabelle 5: Nach Mantel-Haenszel geschatzte Odds ratio fiir betroffene heterozygote und homozygote
IL.1a (-889)-Gentrager sowie APOE €4 und das Risiko an AD zu erkranken.

Mittels logistischer Regression wurde schlieRlich die gemeinsame Verteilung von IL-1 alpha -
889 Allel 2 und APO E-g4 in der gesamten Kohorte untersucht. Neben der bekannten positiven
Assoziation von APO E-g4 und Morbus Alzheimer fanden sich keine Hinweise auf einen signi-

fikanten Zusammenhang zwischen Interleukin-1a (-889)- Allel 2 und APO E-€4 (p=0,584).
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4.2 Interleukin-6(-174) Polymorphismus und Morbus Alzheimer

Die Genotyp-Verteilungen der Alzheimer-Patienten und Kontrollen aus der Klinik fiir Psychiat-
rie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen als auch aus der Klinik fiir
Neurologie der Philipps-Universitat Marburg (Kohorte 2) lagen im Hardy-Weinberg-Equilib-
rium. Bei der Untersuchung des Interleukin-6-Promoter-Polymorphismus an Stelle -174
konnte kein erhohtes Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken festgestellt werden. Die Allel

und Genotypfrequenzen sind in Tabelle 6 dargestellt.

IL-6(-174) Kontrollen AD
Allel 1 2 1 2
n 116 100 131 95
Allelfrequenz 0.54 | 0.46 0.58 0.42
Genotyp 1/1 1/2 2/2 1/1 1/2 2/2
n 26 64 18 33 65 15
Genotypfrequenz | 0.24 | 0.59 | 0.17 0.29 0.58 0.13

Daten aus Depboylu et al. 2004

Tabelle 6: Anzahl und Frequenz (in Prozent) des IL-6(-174)-Polymorphismus (in Prozent) in der gepool-
ten Gruppe von AD-Patienten und Kontrollen. In der Tabelle steht 1 fiir den Wildtyp (G an der Stelle -
174 des IL-6-Gens, 2 steht fiir den Polymorphismus (C an der Stelle -174 des IL-6-Gens)

Es konnte eine OR fiir heterozygote Trager eines G-Allels an Stelle -174 des Interleukin-6- Pro-
motors von 0,98 in der Gesamtpopulation und fiir homozygote konnte eine OR von 0,77 er-
rechnet werden. Es zeigten sich dariber hinaus keine alters- (p=0,48) oder geschlechtsspezi-

fischen Zusammenhange (p=0,30).
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Analog zur Untersuchung fur IL-1a-889 hinsichtlich einer Interaktion mit APO E-£4 als bekann-
tem Risikofaktor fir Morbus Alzheimer erfolgte eine Untersuchung hinsichtlich einer Interak-

tion mit Interleukin-6 -174 Allel C, die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Obwohl unsere Daten die bekannte Assoziation von APO E-g4 und Morbus Alzheimer (Meyer
et al. 1998) stiitzen, konnte keine signifikante Interaktion zwischen APO E-€4 und IL-6 (-174)-

Allel C nachgewiesen werden.

Genotyp Kontrollen AD
APOE €2/2 | €2/3 | €2/4 | £3/3 | 3/4 | <4/4 €2/2 | €2/3 | €2/4 | €3/3 | £3/4 | e4/a
IL-6 (-174)
1/1 0 3.7 0 16,7 | 1.9 1.9 0 0.9 0 80 | 159 4.4
1/2 09 | 120 | 09 | 361 | 9.3 (] (] 6.2 (] 18.6 | 27.4 5.3
2/2 (] 3.7 (] 102 | 2.8 (] (] 0.9 (] 6.2 4.4 1.8

Daten aus Depboylu et al. 2004

Tabelle 7: Frequenz der verschiedenen APOE-Genotypen und IL-6 (-174) Genotypen in der Gruppe von
AD-Patienten und Kontrollen. IL-6 (-174): 1= G an Position -174 des IL-6-Gens (Wildtyp); 2 = C an Posi-
tion -174 des Interleukin-6-Gens; APOE= Apolipoprotein E Allel €2,3 und 4; IL = Interleukin.

4.3 Interleukin-1a -889 bei Morbus Parkinson sowie EO-PD

Bei der Untersuchung des Interleukin-1a(-889)-Polymorphismus in einer Gruppe von 201 Pa-
tienten mit Parkinson Erkrankung im Vergleich zu 197 Kontrollprobanden (Kohorte 3) zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Allelfrequenzen, die in Tabelle 8 dar-

gestellt sind.
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Kontrollen PD
IL-1a(-889) 1/1 1/2 2/2 1/1 1/2 2/2
n 115 77 5 108 86 7
Genotypfrequenz 58.4 39.1 2.5 53.7 42.8 3.5
Kontrollen EOPD
IL-1a(-889) 1/1 1/2 2/2 1/1 1/2 2/2
n 92 54 3 a4 34 5
Genotypfrequenz 61.8 36.2 2.0 53.0 41.0 6.0

Daten aus Dodel et al. 2001

Tabelle 8: Anzahl und Frequenz des IL-1A (-889)-Polymorphismus in der gepoolten Gruppe von
PD Patienten und Kontrollen. In der Tabelle steht 1 fiir den Wildtyp (C an der Stelle -889 des
IL-1a-Gens, 2 steht fiir den Polymorphismus (T an der Stelle -889 des IL-1a-Gens IL = Interleu-
kin). In der unteren Tabellenhélfte sind die Daten einer Subgruppenanalyse fir Parkinson-Pa-

tienten mit frihem Erkrankungsbeginn (EOPD) und gematchten Kontrollen zu sehen.

Anhand der logistischen Regression liel sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen dem In-

terleukin-1a(-889)-Polymorphismus und dem Risiko, an Morbus Parkinson zu erkranken fest-

stellen. Die Wahrscheinlichkeit zu erkranken liegt bei einer Odds Ratio (OR) von 1,2 (95% ClI:

0,85 bis 1,8, p=0,377) und 1,42 (95% Cl: 0,5 bis 4,1, p=0,523) fir ein oder zwei T-Allele im

Vergleich zu keinem T-Allel. Es konnte zudem kein Zusammenhang zwischen Interleukin-1a-

889 und dem Alter der Patienten festgestellt werden. Bestatigt werden konnte allerdings, dass

das Alter ein wichtiger
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Risikofaktor fiir die Enstehung eines Morbus Parkinsons darstellt. In einer Analyse der Patien-
ten mit friihem Erkrankungsbeginn (EOPD) (siehe Tabelle 7) konnte eine OR von 3,1 (95% Cl:
0,8 bis 11,5, p=0,092) fiir homozygote Trager des IL-10-889 T-Allels errechnet werden. Das
Ergebnis war aber hier auch vor dem Hintergrund der zu kleinen Fallzahl (n=83) nicht signifi-
kant. Fiir heterozygote Trager des T-Allels konnte eine Odds Ratio von 1,4 (95% Cl: 0,8 bis 2,3;
p=0,234) im Vergleich zu gesunden Kontrollen errechnet werden. Zur genauen Einordnung der
zuletzt genannten Ergebnisse erfolgte eine Subgruppenuntersuchung von Patienten mit E-

OPD.

In einer Fallkontrollstudie mit groBerer Fallzahl (n=346) mit 176 Parkinson-Patienten mit fru-
hem Erkrankungsbeginn (EOPD; <50 Jahre) und 170 Kontrollprobanden (Kohorte 4) konnte
kein signifikant erhohtes Risiko an Morbus Parkinson zu erkranken fiir Trager des IL-1a(-889)-
Polymorphismus und Morbus Parkinson gezeigt werden. In der logistischen Regression konnte
keine Assoziation des IL-1a(-889)-Polymorphismus und Morbus Parkinson gezeigt werden (x?

=1,07, df =2, p=0,586). Die Genotyp- und Allelfrequenzen sind in Tabelle 9 dargestellt.

IL-1a(-889)
1/1 1/2 2/2 1 2
Kontrollen

n 79 86 5 244 96

Genotypfrequenz 46.5 50.6 2.9 71.8 28.2
PD

n 83 84 9 250 102
Genotypfrequenz 47.2 47.7 5.1 71.0 29.0

Daten aus Méller et al. 2004

Tabelle 9: Anzahl und Frequenz des IL-1a (-889)-Polymorphismus in der Gruppe von EOPD Patienten
und Kontrollen. In der Tabelle steht 1 fiir den Wildtyp (C an der Stelle -889 des IL-1a-Gens, 2 steht fir
den Polymorphismus (T an der Stelle -889 des IL-1a-Gens IL = Interleukin)

65



4 Ergebnisse

Die Wahrscheinlichkeit, an einer PD zu erkranken, lag bei einer Odds Ratio von 1,0 (95% Cl:
0,65 bis 15) fiir heterozygote und bei 1,8 (95% Cl: 0,58 bis 55) fiir homozygote Trager der IL-
la(- 889)- T-Allels. Gezeigt werden konnte hingegen, dass das Alter und das Geschlecht mit
einer PD im Zusammenhang stehen (Alter: x2=4,87, df=1, p=0,031; Geschlecht: x>=7,65, df=1;
p=0,006). Unter Zuhilfenahme der Kaplan-Meier Methode konnte kein Zusammenhang zwi-
schen dem Interleukin-1a-889-Polymorphismus und dem Erkrankungsalter aufgezeigt werden

(log rank = 0,42; df= 2, p=0,81).
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5. Diskussion

Vor dem Hintergrund der aktuellen demographischen Entwicklung der immer alter werden-
den Bevolkerung und somit zu erwartender vermehrter Inzidenz von neurogenerativen Er-
krankungen des Alters, wie z.B. Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer riickt die Erfor-

schung der Pathogenese dieser Erkrankungen vermehrt in den Fokus.

Ziel der Erforschung von neurodegenerativen Erkrankungen ist es, mogliche diagnostische Pa-
rameter zu finden, welche einerseits eine friihzeitige Diagnosestellung erméglichen und an-
dererseits eine Verlaufskontrolle durch prognostische Marker erlauben. Langfristig soll sie die
Erstellung von Therapieplanen, inklusive Entwicklung von neuen Therapieansatzen vorantrei-

ben.

Sowohl beim Morbus Parkinson als auch dem Morbus Alzheimer wird eine multifaktorielle
Pathogenese angenommen, welche neben natirlichen Alterungsprozessen auch umweltbe-
dingte Faktoren und insbesondere genetische Faktoren umfasst. Bei beiden Erkrankungen
wird dabei eine neuro-inflammatorische Komponente angenommen (Shulman und De Jager
2009). Entsprechend wurden in den vorliegenden Allelassoziationsstudien die Bedeutung der
Polymorphismen von IL-1A und IL-6 bei der Pathogenese des Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson anhand von molekulargenetischen Untersuchungen erforscht. Ziel der Studien war
es, zu untersuchen, ob die genannten Polymorphismen mit einem erhdhten Risiko einer

neurodegenerativen Erkrankung wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson einhergehen.

Die vorliegenden molekulargenetischen Untersuchungen zeigen, dass homozygote Trager des
IL-1a (-889)-Allels ein erhohtes Risiko aufweisen, an einem Morbus Alzheimer zu erkranken.
Der bekannte Zusammenhang zwischen dem APOE-g4-Allel und einem Morbus Alzheimer
konnte somit in den eigenen Untersuchungen bestatigt werden. Fiir einen IL-6 (-174)-
Polymorphismus hingegen konnte kein erhthtes Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken

belegt werden.
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Im Rahmen der Untersuchung der Parkinsonpatienten konnte kein erhdhtes Risiko fir Trager

des IL-1a (-889)-Polymorphismus errechnet werden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Hinweisen aus Studien der vergangenen Jahren,
dass insbesondere in der Pathogenese des Morbus Alzheimers neuroinflammatorische
Prozesse moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese spielen kdonnten
(Parihar und Hemnani 2004, Giunta et al. 2008, Heneka et al. 2013).

Bei der Differenzierung von akutem entziindlichen Geschehen und chronisch inflammatori-
schen Prozessen und deren Mediatoren ist von groRer Bedeutung, dass es bei der chronischen
Entziindung offenbar entweder zu chronischer Aktivierung oder zu fehlender Limitierung von

pro-inflammatorischen Prozessen bis hin zur Entkopplung von exogenen oder endogenen Sti-

muli kommt.
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Abb. 14: Signalkaskade einer akuten Infektion (Basic Pathology 7E, Kumar et al. 2003)

Unter den Zytokinen, die an neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und
Morbus Parkinson beteiligt sind, wurde fiir TNF-a, IL-1 und IL-6 bereits gezeigt, dass sie eine
Schliusselrolle bei vielen chronischen Krankheiten spielen, zu denen auch die rheumatoide
Arthritis gehort. Aus der Neuropsychoimmunologie gibt es Hinweise auf einen Zusammen-
hang zwischen proinflammatorischen Interleukinen (IL-6) und der Depression (Valkanova et

al. 2013).
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In Abb. 15 sind die verschiedenen Mediatoren (vasoaktive Amine, Neuropeptide, Plasmapro-
teasen, Arachnoidonsdure-Metaboliten, Zytokine, Chemokine, NO und Sauerstoffradikale so-
wie lysosomale Enzyme) und mogliche Interaktionen bei einer peripheren Infektion beim Mor-

bus Alzheimer dargestellt (modifiziert nach Thal et al. 2006)
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Abb.15: Signalkaskade M. Alzheimer (modifiziert nach Thal et al. 2006)

5.1 Morbus Alzheimer und Neuroinflammation

Die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit ist nicht auf das neuronale Kompartiment be-
schrankt. Vielmehr interagieren fehlgefaltete und aggregierte Proteine wie R-Amyloid oder
Tau Uber bisher nicht geklarte Weise mit Mikro- und Astroglia und I6sen eine Immunantwort
aus, die durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie z.B. Zytokinen wie IL-1A, IL-1
und IL-6 gekennzeichnet ist. Der neuro-inflammatorische Prozess scheint dabei zum Fort-
schreiten der Krankheit und zur Schwere der Erkrankung beizutragen. Eine genomweite Ana-

lyse lasst vermuten, dass mehrere Gene, die das Risiko fiir sporadische
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Alzheimer-Krankheit erhéhen, fir Faktoren kodieren, die die Glia-Clearance von R-Amyloid
und die Entziindungsreaktion regulieren. Bei der Alzheimer-Krankheit (AD) trégt die Neuroin-
flammation, die durch senile Plaques und NFT aktiviert bzw. aufrechterhalten wird, moglich-
erweise mehr zur Pathogenese bei als die Proteine selbst. Kirzlich gefunde Assoziationen von
Polymorphismen in den Genen von CD33 und TREM?2, also Immunrezeptoren, bestatigen diese

Hypothese (eine Ubersicht bietet Zhao 2019).

Seltene Mutation in APP und in den Presenilinen sind Ursache von familiar gehauften Formen
der Alzheimer-Demenz, ein Geschehen, das die Hypothese der Beiteiligung von B-Amyloid bei
der Pathogenese unterstreicht. Analog zum Morbus Parkinson, bei der von einem 30%igem
Risiko durch genetischen Faktoren ausgegangen wird und monogenetische familiare Formen
nur <5% eine Erkrankung belegen, liefern auch genetische Untersuchungen der
Kandidatengene der Alzheimer-Demenz haufig nur Hinweise auf eine Beteiligung von Genen
an der Erkrankung, ohne hiermit die Pathogenese der Erkrankung selbst zu erklaren (Thomas
und Beal 2007).

Fiir die Expressionsraten von Genen haben moglicherweise Faktoren wie Gen-Gen, Protein-
Protein und chromosomale Interaktionen sowie exogene Faktoren (chronischer Stress, Noxen
oder andere physikalische Einfliisse) groReren Einfluss, als das alleinige Vorhandensein eines
polymorphen Allels. Dies verdeutlicht auch die Grenzen von Allelassoziationsstudien. Eine der
starksten genetischen Assoziationen mit Morbus Alzheimer ist fiir APOEg4 beschrieben. Stu-
dien deuten daraufhin, dass die Expression des Proteins APO E4 zu Defekten in der B-Amyloid-
Clearence und somit zu einer vermehrten Disposition von AB fliihren konnte (Licastro et al.
2007, Vitek et al. 2009). Diese bekannte Assoziation konnte in den eigenen Untersuchungen

als starker Risikofaktor fiir Morbus Alzheimer bestatigt werden.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte ein Zusammenhang des IL-1a-889 Polymorphis-
mus und Morbus Alzheimer festgestellt werden, insbesondere das Allel 2 zeigt eine starke
Assoziation (OR 7,2) mit Morbus Alzheimer (vergleiche Tabelle 4). Der Polymorphismus befin-

det sich in der Promotorregion des Interleukin-1-Gens, was somit
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einen moglichen Einfluss auf die Expression des Interleukin-1-Proteins nahelegt. Shirodaria
und Mitarbeiter konnte in vivo an einer Kohorte von Patienten mit Parodontitis nachweisen,
dass Trager des IL-1a (-889)- Polymorphismus 4-fach erhohte IL-1a-Werte aufwiesen (Shiro-
daria et al. 2000). Zur weiteren Klarung der funktionellen Bedeutung des untersuchten Poly-
morphismus sind weitere Untersuchungen wie z.B. Messung der Proteinkonzentration von In-

terleukin-1a im Liquor sowie im peripheren Kreislauf, notwendig.

Interessant kdnnte sein, inwieweit eine Gendosis-abhangige Hochregulation bzw. Aktivierung
der neuroinflammatorischen Kaskade in entsprechenden Subpopulationen nachzuweisen ist.
Die beschriebene Assoziation konnte in mehreren Studien bestatigt werden (Grimaldi et al.
2000, Nicoll et al. 2000, Rebeck 2000), allerdings zeigen sich im Verlauf in anderen Studien
auch divergente Ergebnisse. In einer asiatischen Population war eine deutlich geringere Pra-
valenz des T-Allels, insbesondere der homozygoten Form, nachweisbar (Kuo et al. 2003); ein
Befund, der die fehlende Assoziation erklaren kdnnte. In einer Metaanalyse aus dem Jahre
2004 konnte die Arbeitsgruppe von Rainero einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Allel 2 des Interleukin-1a Gens und der Alzheimer Demenz ebenso bestatigen (Rainero et al.
2004). Diese Befunde belegen insgesamt, dass der IL-1a(-889)-Polymorphismus als starker Ri-

sikofaktor fur Morbus Alzheimer anzusehen ist.

Hinsichtlich des IL-6 (-174)-Polymorphismus konnte kein signifikanter Zusammenhang mit
dem Morbus Alzheimer in unserem untersuchten Kollektiv nachgewiesen werden. Die Tatsa-
che, dass andere Arbeiten sowohl vergleichbare als auch unterschiedliche Ergebnisse ermit-
telten, konnte in einer voneinander abweichenden Methodik liegen, hierbei kénnte unter-
schiedliche EinschluBkriterien oder Fallzahlen zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt ha-
ben. Dariiber hinaus kénnen Faktoren wie genetische und soziodemografische Heterogenitat
der unterschiedichen Studien divergente Ergebnisse bedingen. Carpurso und Mitarbeiter be-
schreiben beispielsweise einen regionalen europaischen Unterschied in der IL-6 (-174)-Geno-
typ- und Allelverteilung als mogliche Ursache fiir die inkonsistenten Befunde (Carpurso et al.
2004). Fir den Interleukin-6 (-174)-Polymorphismus in der Promotorregion des Gens von In-
terleukin-6 wurde eine reduzierte IL-6-Expression und reduzierte IL-6 Level im Blut und im

Gehirn von Alzheimer-Patienten nachgewiesen (Jellinger 2010, Carpurso
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et al. 2004). Zudem wurde fiir einen weiteren Polymorphismus im Promotor des Interleukin-
6-Gens an der Stelle -572 ebenfalls mit einer reduzierten Interleukin-6-Genexpression assozi-
iert. In der Literatur haufen sich die Erkenntnisse, dass durch Interaktionen dieser beiden Po-
lymorphismen im Promotor des Interleukin-6-Gens moglicherweise das Risiko an Alzheimer-
Demenz zu erkranken, reduziert ist. In einer Metaanalyse von Qi und Mitarbeiter konnte dies

bestatigt werden (Qi et al. 2012).

Die Heterogenitat der Ergebnisse in den verschiedenen durchgefiihrten Allelassoziationsstu-
dien lasst sich neben den oben genannten Griinden auch auf vorhandene soziodemografische
Unterschiede sowie experimentelle Faktoren zurickfiihren. So bestehen die unterschiedli-
chen Populationen aus verschiedenen Ethnitaten. Es konnten zudem Unterschiede bei der kli-
nischen Untersuchung der Patienten vorgelegen haben, die zu unterschiedlich gut charakteri-

sierten Populationen fiihren wiirden.

Die Auswahl der Studiendesigns und die Probenaufbereitung kdnnen unterschiedliche Ergeb-
nisse erklaren. Weiterhin kénnen Sensitivitatsunterschiede der verwendeten Untersuchungs-
kits die Ergebnisse beeinflussen. Hinsichtlich des Studiendesigns miissen beziiglich der Aus-
wertung einige limitierende Faktoren bedacht werden. Die Fallzahl war vor allem in der Sub-
gruppenanalyse sehr klein, d. h. die Power damit schwach. Dariber hinaus sind die MelRme-
thoden aus aktueller Sicht verhaltnismalig grob, heute wiirden sicherlich genomweise gene-

tische Untersuchungen angewandt werden (Moreno-Grau et al. 2019).

Die Bedeutung des pro-inflammatorischen Interleukins bei der Pathogenese des Morbus Alz-
heimer ist dabei unbestritten und gut untersucht: fiir Interleukin-6 konnte nachgewiesen wer-
den, dass es Uber eine Mikroglia-Aktivierung zu einer vermehrten Akkumulation der Akutpha-
senproteine in senilen Plagues kommt. (Wang et al. 2015). Eine ,fehlerhafte” Immunreaktion
wird fiir die Pathogenese des Morbus Alzheimer vielseitig diskutiert. (Heneka et al. 2015)
Mikrogliaaktivierung und Aktivierung von Interleukin-1 und Interleukin-6 vermittelten neuro-
immunologischen Reaktionen werden als Teil eines , Teufelskreises” angesehen, der in einer
Degeneration von Neuronen endet (Stamouli et al. 2016). Viele der in den vergangenen Jahren
als sehr vielversprechend eingeschatzen Ansatze konnten die Erwartung aus heutiger Sicht

jedoch zusammengefasst nicht bestatigen. Heute gilt
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insbesondere die Untersuchung des Antikorpers Adacanumab als sehr vielversprechend, die-
ser wird aktuell in klinischen Studien intensiv erforscht und eine mogliche positive Wirkung
fur Patienten mit Morbus Alzheimer untersucht. Insgesamt stehen aktuell eher praventive
Forschungsansatze als Therapiestudien im Vordergrund. Hierbei werden allerdings sowohl die

aktive als auch die passive Immunisierung und AR weiter untersucht.

Insgesamt stehen die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit im Einklang mit den
Forschungsergebnissen, die sich auf den Zusammenhang zwischen Neuroinflammation und
Morbus Alzheimer konzentrieren. So konnte die Arbeitsgruppe von Heneka nachweisen, dass
das sogenannte NLRP3-Inflammasom eine mdglicherweise entscheidende Rolle bei der Patho-
genese des Morbus Alzheimer spielen kdnnte. Der Proteinkomplex mit der Bezeichnung
NRLP3-Inflammasom ist ein aus mehreren Proteinen zusammengesetztes Ensemble mit akti-
vierender Schlisselfunktion fir das Immunsystem. In einer Caspase-1 vermittelten Signal-
kaskade kommt es unter anderem zu einer vermehrten Freisetzung von Interleukin-1f. Im
Zellkulturmodell konnte bereits nachgewiesen werden, dass B-Amyloidablagerungen diese
NLRP3-Inflammasome aktivieren kdnnen. Im Rahmen von tierexperimentellen Untersuchun-
gen an Mausen, die flr Alzheimer typische Verhaltensstérungen zeigten, wurde eine aktivierte

Form des NLRP3-Inflammasoms festgestellt (Heneka et al. 2013).

In einer weiteren Gruppe von NLRP3-knock-out-Mausen wurde untersucht, ob sich oben be-
schriebene Entzlindungsreaktionen unterdriicken lassen. Es zeigte sich tatsachlich, dass die
Tiere nur relativ milde Krankheitssymptome entwickelten. Weiterhin konnte ein deutlicher
Riickgang der typischen B-Amyloid-Plaques beobachtet werden, es wurde zudem weniger In-
terleukin-1B nachgewiesen. Angesichts dieser Befunde erscheint es vielversprechend, die Ak-
tivitat des Inflammasoms zu blockieren. Dazu geeignete Substanzen sind nach Angaben des
Autors bereits zugelassen und werden zurzeit in klinischen Studien getestet (Daniels et al.
2016). Auch beim Morbus Parkinson wird ein moglicher Zusammenhang zwischen Inflamma-
som und Interleukin-1R und Caspase-1 vermittelter Prozesse im Zusammenhang mit a-synu-

clein diskutiert (Lang et al. 2018).
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Es wurden seit 2001 zahlreiche vielversprechende Untersuchungen zu antiinflammatorischen
Therapien bei Morbus Alzheimer durchgefiihrt (in't Veld et al. 2001). Hierbei riickten insbeson-
dere die nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAR) und Glukokortikoide in den Fokus. Aus epi-
demiologischen Studien ist bekannt, dass die nichtsteroidalen Antiphlogistika das Risiko fir
Morbus Alzheimer reduzieren kdnnen (Hoozemans et al. 2008, In‘t-Veld et al. 2002, Pasinetti
und Pompl 2002). Auch fiir Patienten mit einer langfristigen Einnahme von nichtsteroidalen
Antiphlogistika konnte ein vermindertes Risiko, an Alzheimer zu erkranken, nachgewiesen
werden (In‘t-Veld 2001). In Post-mortem-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass NSAR
die fur den Morbus Alzheimer typischen inflammatorischen Prozesse in menschlichen Gehir-
nen reduzieren kdnnen. Weiterhin konnte in Zellkulturmodellen gezeigt werden, dass entspre-
chende Substanzen (Naproxen, Celecoxib oder Aspirin) direkt die B-Amyloid-42-Peptide bis zu
80% minimieren kénnen. Die Wirkung von NSAR kdnnte ebenso Uber eine Aktivierung der
PPAR, eine Gruppe von nuklearen Hormonrezeptoren, welche die Transkription von proin-
flammatorischen Genen inhibieren, vermittelt sein. PPARa-Agonisten hemmen sowohl Inter-
leukin-6, TNF-a und eine COX-2 Expression in Zellkulturen (Combs et al. 2001). Allerdings
konnten diese Forschungsergebnisse in randomisierten, Placebokontrollierten Phase-3-Stu-
dien nicht repliziert werden (Aisen et al. 2002). In einer randomisierten doppelblinden Place-
bokontrollierten Studie wurde der Effekt von dem COX-2 Inhibitor Rofecoxib und den COX-1
und COX-2 Inhibitor Naproxen gegen Placebo getestet, wobei kein signifikanter Unterschied

gegeniber Placebo festgestellt wurde (Aisen 2008).

In einer anderen randomisierten doppelblinden Placebokontrollierten Studie mit dem COX-2
Inhibitor Rofecoxib konnte ebenso kein signifikanter Effekt nachgewiesen werden (Reines et
al. 2004). Moglicherweise sind nur die NSAR, die in der Lage sind, spezifisch B-Amyloid zu re-
duzieren oder die Deposition zu hemmen geeignet, den Ausbruch der Erkrankung zu verhin-

dern oder zu verzogern.

Insgesamt muss unter Berlicksichtigung der Forschungsergebnisse davon ausgegangen wer-
den, dass NSAR eher im Sinne eines protektiven Effektes einzusetzen sind. Bei bereits ausge-
brochener Erkrankung scheinen sie bisher keinen glinstigen Effekt auf den Verlauf der Erkran-

kung zu nehmen. Unter Beriicksichtigung all dieser Ergebnisse und in Kenntnis der

74



5 Diskussion

postulierten Entziindungskaskade, die in direktem Zusammenhang mit der Entstehung von
Morbus Alzheimer zu stehen scheint, ist es offenbar von besonderer Bedeutung, die Kaskade
an geeigneter Stelle zu beeinflussen. Eine mogliche geeignete Stelle konnte der Proteinkom-
plex ,Inflammasom® sein. Forschungsergebnisse legen zudem nahe, dass eine Immunisierung
mit Abeta-42 langfristig zu einer verminderten Aktvierung von Mikroglia und Ablagerung von
RB-Amyloid und Tau-Fibrillen flhrt. Hier sind weitere Studien notwendig, um die funktionelle

Bedeutung dieser Ergebnisse besser einordnen zu konnen (Zotova et al. 2013).
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Abb.16: Pathophysiologische Kaskade der Alzheimer-Demenz (aus Sperling et al. 2011)

Heute steht mit der Messung der Konzentration von Amyloid-beta (1-42) (bzw. die Ratio von
Amyloid-beta (1-42) zu Amyloid-beta (1-40)) im Liquor bereits ein sehr hilfreicher Biomarker
bei der Diagnosestellung der Alzheimer-Erkrankung zur Verfiigung (in Kombination mit ande-
ren Biomarkern wie Tau und Phospho-Tau). Die typische Alzheimer-Erkrankung ist offenbar
schon vom friihen Stadium an mit einer Amyloidstoffwechselstorung im Gehirn assoziiert (Jack
et al. 2010). Die Ursachen der Amyloidablagerungen sind dabei unverdandert ungeklart. Es
konnte bisher nicht gezeigt werden, dass das Entfernen der Amyloid-Ablagerungen durch ak-
tive oder passive Immunisierung gegen AB-Proteine die Erkrankung positiv beinflusst, was zu

Zweifel an der Amyloid-Hypothese gefiihrt hat. Vielmehr geht man
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davon aus, dass der Morbus Alzheimer sowohl mit einer Amyloid- als auch Tau- assoziierten
Pathologie beginnen kann. (Jack et al. 2013). Interessanterweise ist bekannt, dass Mutationen
im Tau-Gen nicht zur AD fiihren, sondern zu einer anderen Form demenzieller Erkrankungen,
den Fronto-Temporalen Demenzen (FTD), die ebenfalls, wie AD durch die Bildung von Neuro-
fibrillenblndeln gekennzeichnet ist (Yasuda et al. 2000). Allerdings finden sich keine Plaques.
Dieser Befund unterstreicht die Bedeutung der Amyloid-Hypothese bei der Pathogenese der

AD.
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Abb. 17: Bedeutung der Mikroglia bei Morbus Alzheimer (aus Katsumoto et al. 2018)
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Auf der Basis der zuvor erwdhnten Ergebnisse in transgenen Mausmodellen sowie neueren
Erkenntnissen aus Zellkultur-Experimenten und Post-mortem-Analysen, geht man davon aus,
dass intrazellulare Akkumulationen von AB-Peptiden neben extrazelluldarer Plague-Ablage-
rung, eine zentrale Rolle in der pathologischen Kaskade einnehmen (Wirths et al. 2004). Diese
aktuellen Befunde werfen die Frage auf, ob die alleinige Reduzierung extrazellularer Plaques,
z. B. durch Immunisierung, ausreichen wird, um die neurodegenerativen Veranderungen im
Gehirn von Alzheimer-Patienten nachhaltig zu beeinflussen. In der Zusammenschau scheint es
nicht eine alleinige Ursache des Morbus Alzheimer zu geben, sondern es bedarf viel mehr des
Zusammentreffens verschiedener Pathomechanismen, die einen neurodegenerativen Prozess

in Gang setzen und aufrechterhalten (siehe Abb.17).
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Abb.18: Hypothese eines mehrstufigen Mechanismus der AB Plague—vermittelten Tau-Pathogenese
bei AD (und Ausbildung von neurofibrillaren Tangles (NFT), aus He et al. 2018)
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Ob und in welchem Ausmal? extrazelluldre B-Amyloid-Plaques am Untergang von Nervenzellen
beteiligt sind, ist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten, wobei der Fokus auf-
grund der zum Teil frustranen Ergebnisse der Therapiestudien vermehrt auf praventive An-
satze gelegt wird. Wahrend Plaques vor einigen Jahren noch als ursachliches toxisches Agens
betrachtet wurden, haben vermehrte Berichte tber fehlende Korrelationen zwischen Plaque-
pathologie, kognitivem Status und Nervenzellverlust die Amyloid-Hypothese in ihrer urspriing-
lichen Form in Frage gestellt. Einen moglichen Zusammenhang und somit eine veranderte Ein-
ordnung der bisherigen Amyloid-Hypothese liefert die Arbeit von He (He et al. 2018, siehe
Abb. 18)

5.2 Morbus Parkinson und Neuroinflammation

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Morbus Parkinson und dem
Vorhandensein des Interleukin-1a(-889)-Polymorphismus mittels einer Fall-Kontroll-Studie
untersucht. In der Stichprobe ergab sich kein Hinweis fiir eine positive Assoziation zwischen
dem beschriebenen Interleukin-1a-Polymorphismus und dem Auftreten des Morbus Parkin-
son. Dieser Befund ist kongruent mit einer Vielzahl von Fallkontrollstudien (Ketan et al. 2012).
In einer Studie konnte sogar ein protektiver Effekt des Interleukin-1la-Polymorphismus nach-
gewiesen werden (Zhou et al. 2008). Insgesamt ist die Datenlage aber nicht eindeutig, so fan-
den Wu und Mitarbeiter einen synergistischen Effekt zwischen dem IL-1a(-889) und IL-1p(-

511)-Polymorphismus und eine leichte Assoziation mit Morbus Parkinson (Wu et al. 2007).

Trotz des fehlenden Nachweises eines signifikanten Zusammenhangs zwischen dem Interleu-
kin-1a-Polymorphismus und Morbus Parkinson/EOPD in der vorliegenden Arbeit und mogli-
cher methodischer Kritikpunkte (siehe Seite 74) sprechen die epidemiologischen Daten sowie
insbesondere Ergebnisse aus Post-mortem-Untersuchungen (erhohte Zytokinwerte im Be-
reich der substantia nigra) und peripher erhéhter proinflammatorischer Zytokine bei Morbus

Parkinson dennoch fiir eine mogliche Bedeutung der Interleukine auch bei der Parkinson-
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Erkrankung (Hasegawa et al. 2000). Ein kausaler Zusammenhang kann jedoch aus den vorlie-
genden Daten nicht abgeleitet werden. Weitere Untersuchungen sind zur Erforschung des Zu-

sammenhangs zwischen Neuroinflammation und Parkinson erforderlich.

Bei der Parkinson-Erkrankung konnte im Bereich der Substantia nigra ebenfalls aktivierte
Mikrogliazellen sowie vermehrte proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-18, TNF-o. und
Interleukin-6 nachgewiesen werden (Hirsch et al. 2009). Weiterhin konnte in in-vivo-Studien
gezeigt werden, dass Morbus Parkinson-Patienten erhohte Serum- und Liquorwerte von In-
terleukin-1B, TNF-a, Interleukin-2 und CD4+ und CD 8+ -Lymphozyten aufwiesen (Nagatsu et
al. 2000a,b). Hierdurch kénnte eine periphere Aktivierung von Lymphozyten induziert sein.
Weiterhin konnte fiir den Interleukin-1B(-511)-Polymorphismus nachgewiesen werden, dass
homozygote Trager dieses Polymorphismus ein zweifach erhéhtes Risiko an Parkinson zu er-
kranken aufwiesen (Wahner et al. 2007). Auch fir Parkinson-Patienten wurden Untersuchun-
gen mit nichtsteriodalen Antiphlogistika (NSAR) durchgefiihrt. Hintergrund waren auch hier
Beobachtungen, dass die regelmaRige Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika wie Ibu-
profen zu einem verminderten Auftreten von Parkinson fihrt (Chen et al. 2005, Gao et al.
2011). Minocyclin als bekannter Inhibitor von Mikrogliaaktivierung und Induktion von proin-
flammatorischen Zytokinen konnte ein gewisser protektiver Effekt bei Parkinson zugewiesen

werden (Ubersicht bei Zemke et al. 2004, Kim und Suh 2009, Maik et al. 2012).

Unter Berlicksichtigung der Datenlage muss insgesamt davon ausgegangen werden, dass der
neuroinflammatorische Anteil bei der Parkinsonerkrankung nicht so groR ist wie bei der Alz-

heimer Demenz (Frank-Cannon et al. 2009, Barnum et al. 2010).

Die Entdeckung einer Reihe von Kadidatengenen des Morbus Parkinson beginnend mit der
Beschreibung des a-Synuklein Gens (Polymeropoulos et al. 1997) bis zu LRRK2 (Paisan-Ruiz et.
al. 2004)- der haufigten genetisch bedingten Ursache fiir Morbus Parkinson - und VPS35
(Zimprich et al. 2011) haben zu einem radikalen Perspektivenwechsel gefiihrt und das Ver-
standnis der Pathogenese des Morbus Parkinson wesentlich erweitert. a-Synuclein-Mutatio-
nen sind zwar sehr selten, dieses Protein ist jedoch ein wichtiger Bestandteil der Lewy-Korper.

Eher seltene Mutationen im Parkin-, Pink1- und DJ1-Gen unterstreichen jedoch
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die Bedeutung der Mitochondrienfunktion und des Ubiquitin-Proteasom-Komplexes bei der
Pathogenese des Morbus Parkinson. Als eigentlich pathogenetischer Mechanismus wird eine
gestorte mitochondriale ,Clearance” angenommen. Bei der reguldren Teilung von schadhaf-
ten Mitochondrien die beiden Parkinsongene Parkin und Pinkl eine wichtige Rolle spielen,
indem sie zu einer Storung der zellularen Atmung beitragen (Deng et al. 2008). Ein interessan-
ter Befund ist in diesem Zusammenhang auch, dass Parkinson-Patienten eine erhohte Rate an

mitochondrialen Mutationen in der Substantia Nigra aufweisen (Bender et al. 2006).

Die haufigste monogene Parkinsonform wird durch die Mutation im LRRK2-Gen verursacht.
Mutationen in diesem Gen sind fir etwa 10% der familidaren und 1 bis 2% der sporadischen

Parkinson-Falle verantwortlich (Simon-Sanchez et al. 2009).

In einer weiteren Hypothese wird die Aggreation von a-Synuclein-Proteinen als entscheiden-
der pathogenetischer Mechanismus diskutiert. a-Synuclein-Mutationen erklaren dabei nur ei-
nen verschwindend kleinen Teil aller Parkinsonfalle, dennoch hat die Identifikation des a-
Synuclein-Genes sehr viel zum Verstandnis der Pathogenese beigetragen. Da a-Synuclein ein
Hauptbestandteil der Lewykdrperchen ist, nimmt man an, dass eine Aggregation von a-Synu-
clein am Anfang in einer Reihe von Prozessen steht, die zur Bildung von Lewykérpern fihren.
Desweiteren kdnnten Alpha-Synuclein-Prionenprotein dhnliche Eigenschaften besitzen (Angot
et al. 2010). Diese Hypothese stiitzt sich im Wesentlichen auf histopathologische Befunde von
Patienten, die 16 Jahre nach der Transplantation fetalen Mittelhirngewebes autopsiert wur-
den. Dabei fanden sich Lewykdrper nicht nur wie erwartet im Netzgewebe, sondern eine ahn-

liche Pathologie auch in den transplantierten Zellen (Li et al. 2008).

Die Parkinson-Forschung sollte in Zukunft auf verbesserte Methoden zur Friiherkennung der
Krankheit abzielen, da die Ursachen von Parkinson bisher medikamentos noch nicht behandelt
werden kénnen. Neuroprotektive Substanzen zur Verhinderung der Aggregetion von a-synu-
clein befinden sich gerade in Erprobung (Schenk et al. 2017). Aktuell wird der Fokus der The-
rapieforschung auch auf praventive Ansatze und somit prasymptomatischen Phasen der Er-

krankung gelegt. So konnte kiirzlich bei Risikopatienten mit der sogenannten REM-
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Schlafverhaltensstorung der Biomarker Alpha-Synuklein in der Haut identifiziert und damit
Parkinson nachgewiesen werden, Jahre bevor die Erkrankung sichtbar ausbrach. (Doppler et
al. 2017). Weiterhin werden alternative, wenig invasive Therapieansidtze wie Gamma-Knife
oder hochintensiver fokussierter Ultraschall zur Behandlung des Morbus Parkinson erforscht

(Martinez-Fernandez et al. 2018).
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5.3 Fazit

Die Aufklarung der pathogenen Mechanismen und die Entwicklung effektiver Therapiemog-
lichkeiten stellen die groRten Herausforderungen in der Erforschung neurodegenerativer Er-
krankungen dar. Die vorliegende Studie schafft einen Zusammenhang zwischen dem Polymor-
phismus im Promoter des Gens von Interleukin-1a und dem genetischen Risiko an Morbus
Alzheimer zu erkranken, und deutet darauf hin, dass eine Fehlregulierung eines neuroin-
flammatorischen Signalweges mit direkter Beteiligung von Interleukin-1a eine pathophysiolo-
gische Rolle bei der Alzheimer-Erkrankung spielt. Dafiir spricht auch eine 2013 publizierte Ar-
beit, in der die Bedeutung des Inflammasoms NLRP3 bei der B-Amyloid-Deposition und somit
neue Perspektiven hinsichtlich der pharmakologischen Therapieoptionen des Morbus Alzhei-
mer herausgestellt werden konnten (Heneka et al. 2013). Bei der Signalkaskade spielen so-
wohl Caspase-1-vermittelte als auch Interleukin-1-vermittelte Prozesse eine Rolle. Die in die-
ser Arbeit dargestellten Ergebnisse ermdglichen neue Einblicke in die physiologische und pa-
thophysiologische Funktion von Zytokinen wie Interleukin-1 und kénnen den Weg fiir das Ver-
standnis der Neuroinflammation bei neurodegenerativen Erkrankungen weiter ebnen. Aller-
dings zeigen sie unter besonderer Berlicksichtigung der jlingsten Forschungsergebnisse auch
die Grenzen der Bedeutung von genetischen Faktoren bei der Pathogenese von neurodege-
nerativen Erkrankungen auf. Andere Zytokine wie IL-12 und IL-23 scheinen bei der Pathoge-
nese des Morbus Alzheimer ebenso von groRer Bedeutung zu sein (vom Berg et al. 2012).

Es ist zu erwarten, dass in den nachsten Jahren eine Reihe weiterer familidarer Parkinsongene
identifiziert werden. Die Entdeckung weiterer Gene wird hier sicherlich einen wertvollen Bei-
trag leisten, das Ratsel der Erkrankung zu entschliisseln.

Allerdings scheint es ebenso méglich, dass hinsichtlich der Pathogenese des Morbus Parkinson
unverandert wichtige Teile des ,,Puzzles” fehlen und die bisherigen Betrachtungen die bedeu-
tenderen Trigger-Ereignisse viele Jahre zuvor noch nicht integrieren, so dass aktuell lediglich
ein nachgeschalteter Prozess mit dem Endstadium des neuronalen Zelltodes untersucht wer-
den kann. Die Entdeckung der pathogenen Wirkung der Kinasefunktion ist hingegen ein aktu-

ell vielversprechender Ansatz in der Parkinsonforschung.
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5.4 Zusammenfassung

Bei der Pathogenese der neurodegenerativen Erkrankungen Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson spielen neuroinflammatorische Prozesse eine wichtige Rolle. Interleukin-1a und In-
terleukin-6 sind multifunktionelle Zytokine, die neben anderen pro-inflammatorischen Fakto-
ren wie Komplement oder oxidativem Stress eine wichtige Rolle bei neurodegenerativen Er-
krankungen spielen. Entsprechend wurden in den vorliegenden Allelassoziationsstudien un-
tersucht, inwieweit die untersuchten Polymorphismen IL-1a (-889) und IL-6 (-174) mit einem
erhodhten Risiko an Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson zu erkranken assoziiert sind und
ob es Unterschiede in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und Vorhandensein des APOE-€4-
Allels gibt. In den vorliegenden Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen dem IL-
la (-889)-Polymorphismus und Morbus Alzheimer festgestellt werden, hierbei zeigte insbe-
sondere das Allel 2 eine starke Assoziation (Odds ratio 7.2) mit Morbus Alzheimer. Hinsichtlich
des IL-6 (-174)-Polymorphismus konnte kein signifikanter Zusammenhang mit Morbus Alzhei-
mer in dem untersuchten Kollektiv nachgewiesen werden.

Dariber hinaus zeigten sich keine Hinweise auf eine positive Assoziation zwischen dem IL-1a
(-889)-Polymorphismus und dem Auftreten von Morbus Parkinson. Auch in einer Untersu-
chung einer Subgruppe von Parkinsonpatienten mit friihem Erkrankungsbeginn konnte fiir ho-
mozygote Trager des IL-1a (-889) Allels 2 kein erhdhtes Risiko an Morbus Parkinson zu erkran-
ken nachgewiesen werden. Den bekannten Zusammenhang des APOE-g4-Allels und dem Ri-
siko fur Morbus Alzheimer konnten wir durch die Ergebnisse unserer Untersuchungen besta-
tigen.

Insgesamt stehen die Ergebnisse im Einklang mit den Hinweisen der Studien der vergangenen
Jahre, dass insbesondere bei der Pathogenese des Morbus Alzheimer neuroinflammatorische
Prozesse moglicherweise von groRer Bedeutung sind. Die Untersuchungen liefern wertvolle
Hinweise dafiir, die multifaktorielle Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen besser zu
verstehen und die Bedeutung von Zytokinen als Baustein bei inflammatorischen Kaskaden zu

sehen. Die tatsadchliche Relevanz bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen
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wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson ldsst sich nun durch weitere Untersuchungen

klaren.

5.4 Summary

Neuroinflammatory processes are known to be involved in the pathogenesis of Alzheimer's
disease (AD) and Parkinson's disease. Next to other pro-inflammatory factors such as comple-
ments or oxidative stress, interleukine-1a as well as interleukine-6 are multifactorial cytokines
playing a major role in neurodegenerative disorders. Accordingly, in the present study it was
investigated to what extent the investigated polymorphisms IL-1a (-889) and IL-6 (-174) can
be associated with a higher risk with either AD or PD on the basis of all existing allele-associ-
ated studies. In this context, it was also investigated whether any differences can be found in

relation to age, sex, and the availability of the APOE-g4-allele.

In the current study, a relation was found between the polymorphism IL-1a (-889) and AD.
Particularly, the allele 2 was strongly associated (odds ratio 7.2) with AD. Regarding the poly-

morphism IL-6 (-174), no significant relation to AD could be verified in the investigated sample.

Moreover, results showed no indication of a positive association between the polymorphism
IL-1a (-889) and the occurrence of PD. In an additional investigation of a sub-sample of pa-
tients with an early onset of Parkinson's disease, an increased risk of coming down with PD for
homzcygous bearers of the IL-1a (-889) allele 2 could not be verified. The well-known relation
between the APOE-€4-allele and the risk of AD could be confirmed by the results of the current

study.

Altogether, the results of this study are consistent with evidence of previous studies regarding
neuroinflammatory processes possibly being of great importance in the pathogenesis of AD.
The current research adds valuable evidence for better understanding of the multifactorial
pathogenesis of neurodegenerative disorders. By means of the present research, the im-

portance of cytokines as a component in inflammatory cascades can additionally be
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illustrated. On the basis of this study, their actual relevance in the pathogenesis of neurode-

generative disorders such as AD and PD needs to be clarified in further research
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