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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1. Deutsche Zusammenfassung

Trotz der Einfuhrung gut definierter Diagnosekriterien, bleibt die klinische Diagnose der idio-
pathischen Parkinson-Krankheit und Lewy-Kérperchen Demenz, vor allem im friihen Stadium
der Erkrankung, weiterhin anspruchsvoll. Eine zentrale Herausforderung der Parkinson-For-
schung besteht daher darin, zuverlassige Biomarker fiir die Diagnose zu identifizieren und zu
validieren. In dieser Studie wurde die Eignung der Unterkieferspeicheldriisenbiopsie fiir Diag-
nose der idiopathischen Parkinson-Krankheit und Lewy-Kdrperchen Demenz tUberprift. Daflr
wurde das Vorkommen der a-Synukleinaggregaten in der Unterkieferspeicheldriise untersucht
und die verschiedenen Methoden zum Nachweis dieser Aggregate fur die Unterkieferspeichel-

druse adaptiert und miteinander verglichen.

Bei 12 von 14 Fallen der Untersuchungsgruppe lie3en sich unabhéngig von der Nachweisme-
thode oder dem verwendeten Antikorper immunreaktive Strukturen nachweisen. Es wurde je-
doch gezeigt, dass durch eine hohe Proteinase K Konzentration bei der Vorbehandlung und
durch die Bindungsfahigkeit der Nitrozellulosemembran die Paraffin Embedded Tissue Blot
(PET-Blot) Farbung in der Lage ist, deutlich mehr Aggregate zu detektieren als die konventio-
nelle Immunhistochemie. Da die Ergebnisse daraufhin deuten, dass nicht alle a-Synukleinag-
gregate mit einem Antikbrper gegen phosphoryliertes a-Synuklein markiert werden kdnnen,
sollte im Rahmen der neuropathologischen Diagnostik die PET-Blot Farbung mit dem 10D2
Antikérper verwendet werden. Die Menge der mit dieser Methode sichtbar gemachten a-

Synukleinaggregate ist im Vergleich zu den anderen Methoden deutlich groR3er.

Die Grol3e der Biopsie ist ein entscheidender Parameter. In dieser Studie konnte gezeigt wer-
den, dass die Mindestgro3e der Biopsie von der Nachweismethode und dem verwendeten
Antikérper abhangt. Die fur die Detektion der a-Synuklein-Pathologie mit der PET-Blot Farbung
mit dem 10D2 Antikorper ausgerechnete Gewebs-Mindestflache betragt 6,63 mm?2. Ein Ge-
websstiick mit solcher Schnittflache kann problemlos mit einer konventionellen Nadelbiopsie
gewonnen werden. Die ausgerechneten Mindestgré3en bei Verwendung anderer Nachweis-
methoden sind fast doppelt so grof3. Darliber hinaus verdeutlichen die Ergebnisse dieser Stu-
die, dass a-Synukleinaggregate nicht auf gréf3ere Nerven beschrankt sind und in den kleinen
Neuriten des Submandibularis-Drisengewebes in signifikanter Menge nachgewiesen werden

kénnen. Demnach kénnen auch Biopsie-Proben ausschlief3lich mit Driisenparenchym ohne
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Zusammenfassung

Nervenfaszikel fur eine neuropathologische Diagnose der Parkinson-Krankheit oder Lewy-

Korperchen Demenz verwendet werden.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass die Unterkieferspeicheldriise eine ge-
eignete Biopsiestelle flr den a-Synuklein-Aggregatnachweis bei der Parkinson-Krankheit und
Lewy-Kdrperchen Demenz Diagnostik ist. Sie liefern zudem grundliegende Informationen zu
Nachweismethode und Biopsie-Mindestflache fir weitere Studien an lebenden Patienten. Von
besonderer Bedeutung ist der Hinweis, dass nur ein Teil der a-Synukleinaggregate mit einem
Antikérper gegen phosphoryliertes a-Synuklein detektiert werden kann. Das abschlie3ende
Ziel ist die Ermoglichung der Verwendung der Unterkieferspeicheldriisen-Nadelbiopsien so-
wohl als diagnostischer Biomarker fiir die idiopathische Parkinson-Krankheit und die Lewy-
Korperchen Demenz als auch als Mittel zur Validierung anderer potenzieller Biomarker fur

diese Krankheiten.

1.2. Abstract

Detection of pathological a-synuclein aggregates in the submandibular gland for the di-
agnosis of Parkinson's disease.

The sensitivity of clinical diagnosis of Parkinson’s disease (PD) and Lewy body dementia

(DLB) especially in the initial phase remains unsatisfactory. A key challenge is therefore to

identify and validate biomarkers that would enable a reliable diagnosis at early stages of the

disease. In this study the suitability of the submandibular gland for diagnostic biopsies in PD

was reviewed and staining methods were compared in their ability to detect a-synuclein ag-

gregates.

Immunoreactive structures were present in 12 out of 14 diagnostic group cases and in none of
the controls regardless of staining method or antibody. It was shown that due to a high pro-
teinase K concentration during pretreatment and the binding ability of the nitrocellulose mem-
brane, Paraffin-Embedded-Tissue-Blot (PET-BIlot) staining is able to detect significantly more
aggregates than conventional immunohistochemistry. Because the results indicate that not all
a-synuclein aggregates can be labeled with an antibody against phosphorylated a-synuclein,
PET-Blot staining with the 10D2 antibody should be used for neuropathological diagnosis. The
amount of a-synuclein aggregates visualized by this method was significantly larger compared

with the other staining methods.



Zusammenfassung

The size of the biopsy is a crucial issue. In this study, it was shown that the minimum size of
the biopsy depends on the staining method and the antibody used. The minimum tissue size
calculated for the detection of a-synuclein pathology in the submandibular gland by PET-Blot
staining with the 10D2 antibody is 6.63 mmz2. A piece of tissue of this size can be easily ob-
tained with a conventional needle biopsy. The calculated minimum biopsy size using other
methods was almost twice as large. Furthermore, the results of this study illustrate that a-
synuclein aggregates are not restricted to larger nerves and can be detected in significant
amounts in the small neurites of submandibular gland tissue. Accordingly, biopsy specimens
containing only glandular parenchyma without nerve fascicles can also be used for a neuropa-
thological diagnosis of PD and DLB.

The results of this study indicate the feasibility of submandibular gland needle biopsy for the
diagnosis of Parkinson's disease or Lewy body dementia. They also provide essential infor-
mation on staining method and biopsy size for further studies especially on living patients. Of
particular importance is the indication that only a portion of a-synuclein aggregates can be
detected with an antibody against phosphorylated a-synuclein. The final goal is to enable the
use of the submandibular gland needle biopsies both as a diagnostic biomarker for iPD and
DLB and as means to validate other potential biomarkers for these diseases.



2. Einleitung

2.2. Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind eine Vielzahl von Erkrankungen, die durch eine pro-
gressive Dysfunktion und den Zelltod von Neuronen charakterisiert sind. Diese betreffen zu-
satzlich zum zentralen Nervensystem auch das periphere und enterische Nervensystem. Er-
krankungen mit einer bekannten vaskul&ren, toxischen, metabolischen, infektiosen oder auto-
immuneren Ursache sind per Definition aus dieser Gruppe ausgeschlossen (SANDMANN-
KEIL, BRAAK, 2005; ELLISON et al., 2013). Neurodegenerative Erkrankungen beginnen an
bestimmten Induktionsstellen und breiten sich von dort in andere Regionen des menschlichen
Nervensystems aus. So finden sich beim Morbus Alzheimer die ersten pathologischen Veréan-
derungen in der transenthorinalen Region im Temporallappen. Von hier dringt die Pathologie
in das Ammonshorn und Neokortex ein (BRAAK, BRAAK, 1995). Beim Morbus Parkinson sind
die Lasionen initial in den Nuclei dorsalis nervi vagi und nervi glossopharyngei und im Nucleus
olfactorius anterior zu finden. Heutzutage wird auch diskutiert, ob die a-Synuklein Pathologie
prionenartig aus dem enterischen Nervensystem zum Nucleus dorsalis nervi vagi und daraus
in die rostralen Regionen des Nervensystems aufsteigt (BRAAK et al., 2003; CERSOSIMO,
BENARROCH, 2012). Obwohl die genaueren Mechanismen der Ausbreitung bei den Neuro-
degenerativen Erkrankungen noch nicht bekannt sind, werden viele Méglichkeiten aktiv disku-
tiert: z.B. beim Morbus Parkinson der retrograde axonale Transport (MAHLKNECHT et al.,
2015; SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Neurodegenerative Erkrankungen betreffen primar nur
pradisponierte Nervenzelltypen in bestimmten Regionen des menschlichen Nervensystems,
was zu der fur die Erkrankung typischen Symptomatik fiihrt (BRAAK et al., 2004). So sind es
bei der amyotrophen Lateralsklerose die Motoneuronen der Vorderhdrner im Ruckenmark und
die Motoneurone des motorischen Kortex, was den zunehmenden Ausfall der Innervation der
Skelettmuskulatur zur Folge hat. Es gibt eine bemerkenswerte Uberlappung in klinischen und
pathologischen Merkmalen von neurodegenerativen Erkrankungen. Bestimmte klinische Pha-
notypen sind mit verschiedenen Typen von pathologischen Veranderungen assoziiert. So ent-
stehen die klinischen Merkmale vom Parkinson-Syndrom am haufigsten wegen der Ansamm-
lung von fehlgefaltetem a-Synuklein in der Synapse. Sie kénnen aber z.B. auch durch einige
Krankheiten, die durch neurofibrillare Tangels charakterisiert sind (z.B progressive supranuk-
leare Blickparese), hervorgerufen werden. Dies fuhrt dazu, dass die Patienten oft falsch diag-
nostiziert werden. Auf der anderen Seite kann eine neurodegenerative Erkrankung mehrere
klinische Phanotypen haben. Die Region des menschlichen Nervensystems, die durch eine

bestimmte Pathologie befallen ist, macht die Symptomatik aus: z.B. kdnnen synaptische a-
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Synukleinaggregate Demenz, typische motorische Symptome vom Morbus Parkinson oder ein

vegetatives Symptom, wie die Obstipation, verursachen (ELLISON et al., 2013).

2.3. Morbus Parkinson

2.3.1 Terminologie

Im Jahr 1817 verdffentlichte James Parkinson seine Monographie: "An essay on the shaking
palsy" (Ein Aufsatz Uber die Schittellahmung). In diesem Bericht beschrieb er eine neurologi-
sche Erkrankung, die aus einem Ruhetremor und einer besonderen Form einer progressiven
motorischen Behinderung besteht. Spater wurde diese Erkrankung nach ihm benannt. Bemer-
kenswert ist, dass seine eindringlichen Beobachtungen auf nur sechs Individuen basierten,
von denen er drei nur auf den Stral3en von London gesehen hat (SAMII et al., 2004). Heute
unterscheidet man die idiopathische Parkinson-Krankheit, die familiare Parkinson-Krankheit,
das sekundare Parkinson-Syndrom sowie das atypische Parkinson-Syndrom (auch Parkinson-
Plus-Syndrom genannt). Die aktuelle Definition des Parkinson-Syndroms besagt, dass das
Kardinalsymptom die Bradykinese oder Akinese mit wenigstens einem der anderen Symptome
aus Rigor, Tremor oder der posturalen Instabilitat, zusammen auftritt. Daneben sind verschie-
dene vegetative, psychische und kognitive Stérungen moglich. Der haufigste Grund (ca. 75%
der Falle) fur die oben genannten Symptome ist die idiopathische Parkinson-Krankheit . Bei
genetisch bedingten, also vererbbaren Formen, spricht man von einer familiaren Parkinson-
Krankheit. Liegt indes eine bestimmbare aufiere Ursache zugrunde, spricht man von einem
sekundaren oder symptomatischen Parkinson-Syndrom. So kann ein sekundares Parkinson-
Syndrom medikamenteninduziert (z.B. durch Neuroleptika mit Dopamin-Antagonismus) oder
toxininduziert (z.B. durch MPTP) sein. Es kann eine vaskulare (z.B. bei der zerebralen Mikro-
angiopathie), eine posttraumatische (z.B. bei der Boxerkrankheit), eine entztindliche (z.B. bei
der fortschreitender HIV-Enzephalopathie) oder eine metabolische (z.B. beim Morbus Gau-
cher) Ursache zugrunde liegen. Parkinson-Plus-Syndrome beziehen sich auf Krankheiten, die
Parkinsonismus in Kombination mit anderen klinischen Symptomen aufweisen. Dazu gehdren
die Demenz mit Lewy-Korpern, Multisystematrophie, progressive supranukledre Lahmung
(PSP) und die kortikobasale Degeneration. Interessanterweise gehdren die PSP und die kor-
tikobasale Degeneration zu den sogenannten Tauopathien und haben im Gegensatz zum Mor-
bus Parkinson eine aul3erst unterschiedliche Pathophysiologie. Ungefahr 8% aller Patienten,
die klinisch mit der Parkinson-Krankheit diagnostiziert werden, sind an PSP erkrankt und ca.
20% an MSA (SAMII et al., 2004; ELLISON et al., 2013). Dies zeigt, dass die klinische Diag-
nose von Morbus Parkinson bisher nicht genau ist und unterstreicht die Wichtigkeit der Suche

nach zuverlassigen Biomarkern zur Diagnosesicherung.



2.3.2 Epidemiologie

Mit einer Pravalenz von 1% bei den Uber 60-Jahrigen und 4% bei den Uber 85-Jahrigen ist die
Parkinson-Krankheit weltweit gesehen die am zweithaufigsten vorkommende neurodegenera-
tive Erkrankung (DE LAU, BRETELER, 2006). Das mittlere Erkrankungsalter betragt 61 Jahre
und die mittlere Erkrankungsdauer betragt ca. 13 Jahre (ELLISON et al., 2013). Die Mortalitat
bei betroffenen Personen ist zwei- bis finfmal hoher als bei gleichaltrigen Kontrollen. Dies
zeigt, dass die Lebenserwartung deutlich verringert ist (MORENS et al., 1996). Es wird in der
Tat prognostiziert, dass neurodegenerative Erkrankungen (Parkinson-Krankheit, Motoneuron-
Krankheit und Demenz) bis zum Jahr 2040 Krebs als am zweithaufigsten vorkommende To-
desursache bei betagten Personen ubertreffen werden (LILIENFELD, PERL, 1994). Die Inzi-
denz steigt mit dem Alter und betragt in Nordamerika und Europa 7-19 / 100.000 pro Jahr. Die
Parkinson-Krankheit tritt weltweit in allen ethnischen Gruppen auf und betrifft beide Geschlech-
ter in etwa gleich. Diskutiert wird eine leicht hdhere Pravalenz im mannlichen Geschlecht
(ZHANG, ROMAN, 1993). Manifestieren sich die Krankheitszeichen vor dem 40. Lebensjahr,
so spricht man von ,young onset Parkinson’s disease”. Dies ist der Fall bei flnf bis zehn Pro-
zent der Patienten (LANG, LOZANO, 1998). Obwohl alle ethnischen Gruppen von der Parkin-
son-Krankheit betroffen sind liegt die Inzidenz bei den Weil3en deutlich hdher als bei den Afri-
kanern und Asiaten (LANG, LOZANO, 1998). In der Literatur finden sich unterschiedliche Da-
ten zur Pravalenz von Morbus Parkinson bei verschiedenen ethnischen Gruppen. Bei den
WeilRen variiert die Pravalenz je nach Quelle zwischen 100-600/100.000 Einwohner (ERREA
et al., 1999; ELLISON et al., 2013); bei den Asiaten betragt die Pravalenz 146/100.000 E.
(YAMAWAKI et al., 2009) und bei den Farbigen 67/100.000 E (ELLISON et al., 2013). In
Australien wird eine besonders hoher Pravalenz beschrieben: bis zu 414/100.000E. In
Australien gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollgruppen
bei variierender Exposition gegeniiber Herbiziden und Pestiziden, Kopfverletzungen, Rauchen
oder Depressionen. Der einzige signifikante Risikofaktor fur Parkinson-Krankheit war eine po-
sitive Familienanamnese (MCCANN et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass es sich um
eine vermehrte Pravalenz von familiarem Morbus Parkinson handelt. Die Ursache dafur
konnte die Tatsache sein, dass Australien fir eine sehr lange Zeit schwer erreichbar war
und die Einwanderung fur Landfremde eingeschrankt war. Dies fiihrte zu einem kleineren
Genpool und im Endeffekt dazu, dass genetische Krankheiten wie der familiare Morbus
Parkinson vermehrt auftraten. Interessanterweise weisen afrikanische Farbige eine viel ge-
ringere Pravalenz von Morbus Parkinson auf als amerikanische Farbige, aber die Préavalenz
von Lewy-Korpern in den Gehirnen von Nigerianern ist ahnlich wie in westlichen Populationen.
Diese Erkenntnis spricht gegen einen atiologischen Faktor, der fur die industrialisierte Umwelt
spezifisch ist (JENDROSKA et al., 1994). Die niedrigere Pravalenz von Morbus Parkinson
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unter Afrikaner kbnnte dadurch erklart werden, dass die Mittlere Lebenserwartung in Afrika
niedriger ist als in den USA ist und nicht alle afrikanischen Patienten, die eine Synuklein-
Pathologie haben, das Erstmanifestationsalter erreichen. Eine weitere Ursache dafur
konnte der schlechtere Zustand des medizinischen Systems in Afrika sein: weniger Leute,
die tatséchlich Morbus Parkinson hatten, konnten fachliche medizinische Hilfe aufsuchen
und richtig diagnostiziert werden, was die Ergebnisse von statistischen Metaanalyse Stu-
dien beeinflussen kdnnte. Eine landliche Umgebung wurde im Allgemeinen, wenn auch nicht
immer, mit einer héheren Wahrscheinlichkeit an PD zu erkranken in Verbindung gebracht. Die
Verwendung von Herbiziden oder Pestiziden und die Exposition gegeniiber Brunnenwasser
kommen als Risikofaktoren fir Morbus Parkinson in Frage (LANG, LOZANO, 1998). Tatsach-
lich hat eine franzdsische Studie von 2018 gezeigt, dass Landwirte, die mit Dithiocarbamat-
Fungiziden, Rotenon oder den Herbiziden Diquat und Paraquat gearbeitet haben, ein erhdhtes
Risiko haben, Morbus Parkinson zu entwickeln (POUCHIEU et al., 2018).

2.3.3 Klinik des Morbus Parkinson

Braak und Kollegen haben ein Staging-Schema der PD-Pathologie mit Beginn der a-Synuk-
lein-Pathologie im kaudalen Hirnstamm, dem Bulbus olfactorius und der anschlieBenden Aus-
breitung zum Kortex tber das Mittelhirn vorgeschlagen (BRAAK et al., 2003). Diese Hypothese
wurde durch mehrere Studien erweitert, die eine friihe Beteiligung des peripheren autonomen
Nervensystems bei PD nahelegen (DICKSON et al., 2009; DEL TREDICI, BRAAK, 2012). Ob-
wohl noch immer unklar ist, ob die Krankheit im peripheren Nervensystem, kaudalen Hirn-
stamm oder Bulbus olfactorius ausbricht, kbnnen PD-Patienten vor dem ersten Auftreten klas-
sischer motorischer Zeichen eine Vielzahl von nicht-motorischen Symptomen aufweisen
(PONT-SUNYER et al., 2015; SCHRAG et al., 2015). Dies spricht fur die Existenz eines PD-
Stadiums, in welchem betroffene Personen asymptomatisch sein konnen ("préklinische PD")
oder sie eine Vielzahl von nichtmotorischen Symptomen und/oder subtilen motorischen Symp-
tomen aufweisen kdnnen, die den aktuellen diagnostischen Kriterien nicht entsprechen ("Pro-
dromal PD") (BERG et al., 2014; MAHLKNECHT et al., 2015).



Tabelle 1: Ubersicht Stadien von Morbus Parkinson. Abgeleitet von (STERN et al., 2012) und

Klinische Phase

Phase 1 "Praklinische PD"

Phase 2 "Prodromale PD"

Phase 3 "Motorische PD"

(MAHLKNECHT et al., 2015)

Klinische Status

Keine Symptome

Nichtmotorische Symptome

Nichtmotorische Symptome
+ motorische Symptome

Pathologie

Angenommen extranigral
(somit auch peripher), wei-

terhin unklar

Extranigral £ nigral (Braak
Stadien 1-3)

Extranigral + nigral (Braak
Stadien 3-6)

2.3.3.1  Nichtmotorische Symptome (Non-motor Symptoms)

Mehr als 80% aller MP Patienten weisen Hyposmie auf. Es kann flnf bis zehn Jahre vor den
ersten motorischen Symptomen auftreten. Allerdings haben nur etwa 30% der alteren Men-
schen Hyposmie, was flr eine geringe Spezifitat spricht (GAENSLEN et al., 2011; BERG et
al., 2013). Zu den anderen sensorischen Symptomen von MP Patienten gehdren Sehstérun-
gen: Zum Beispiel reduzierte Farbwahrnehmung (POSTUMA et al., 2015). MP Patienten kon-
nen eine Vielfalt von neuropsychiatrischen Symptomen aufweisen, dazu gehéren: Depression
und Angststérungen (etwa 30% aller MP Patienten), Apathie, FED (Frontal Executive Dysfunc-
tion) und andere (PONT-SUNYER et al., 2015). Etwa 30 — 60 % aller MP Patienten leiden an
Obstipation. Dieses Symptom kann bis zu 20 Jahren vor den ersten motorischen Symptomen
auftreten. Manner mit Stuhlganghaufigkeiten von weniger als einmal pro Tag hatten ein relati-
ves Risiko fur eine PD von mindestens 2,7 verglichen mit ménnlichen Personen mit haufigeren
Entleerungen (SAVICA et al., 2009; GAENSLEN et al., 2011; PONT-SUNYER et al., 2015).
Zu anderen relevanten autonomischen Dysfunktionen gehoren orthostatische Hypotension
und urogenitale Dysfunktion. Orthostatische Hypotension kann auch durch Medikamente aus-
gelost werden. 30 — 50% aller Parkinson Patienten leiden unter einer Rapid-Eye-Movement-
Schlaf-Verhaltensstérung (REM Sleep Behavior Disorder, RBD). Die RBD kann bis zu 20
Jahre vor den ersten motorischen Symptomen auftreten (IRANZO et al., 2013; POSTUMA et
al., 2015). RBD ist eine Parasomnie, die klinisch durch Traumverhalten charakterisiert ist. Sie
hangt mit einem Mangel der physiologischen Muskelrelaxation in der REM-Schlafphase zu-

sammen. Die Pravalenz der idiopathischen RBD ist in der Bevdlkerung nicht valide definiert



worden, da eine eindeutige Diagnose eine Polysomnographie erfordert. Eine héaufig zitierte
Zahl von 0,4% kann somit unterschétzt sein. RBD wird zunehmend als Vorbote fir neurode-
generative Erkrankungen erkannt, darunter nicht nur PD, sondern auch andere a-Synuklein-
aggregations-Krankheiten wie DLB oder MSA. Mehrere Follow-up-Studien haben ergeben,
dass die Mehrheit der Probanden die idiopathische RBD (> 80%) in eine dieser Stérungen -
am haufigsten PD oder DLB - umwandeln werden (GAGNON et al., 2006).

2.3.3.2  Motorische Symptome (motor symptoms)

Morbus Parkinson prasentiert sich typischer weise durch eine Trias von motorischen Sympto-

men: Ruhetremor, Bradykinesie und Rigor. Hinzu kommt vielfach eine Haltungsstorung.

Der Ruhetremor mit einer Frequenz von 3-5 Hz (klassisch Pillendreher Tremor) ist das erste
Symptom bei 70% der Parkinson-Patienten. Er ist in der Regel bei Krankheitsbeginn asym-
metrisch und verschlechtert sich bei Angst, kontralateraler motorischer Aktivitat und wahrend
des Gehens. Der Ruhefuldtremor dagegen prasentiert sich viel seltener (GARCIA RUIZ et al.,
2011). Ein Ruhetremor bei Morbus Parkinson entsteht wegen der Synchronisation von oszil-
lierenden Neuronen in den Basalganglien, wobei der Entstehungsmechanismus noch nicht
verstanden wird (BERGMAN, DEUSCHL, 2002). Der unilateral beginnende Ruhetremor weitet
sich im Krankheitsverlauf Gber die kontralaterale Seite, Lippen, Kinn, Kiefer und die Beine aus.
Bei Morbus Parkinson verschwindet der Tremor im Schlaf und bessert sich wahrend korperli-
cher Aktivitat (SHAHED, JANKOVIC, 2007).

Die Bradykinesie - Verlangsamung von Bewegungen — ist ein charakteristisches Zeichen von
Basalganglienschadigungen (GARCIA RUIZ et al., 2011). Bradykinesie ist das am meisten
behindernde Symptom der friihen Parkinson-Krankheit. Es &uf3ert sich zun&chst durch
Schwierigkeiten bei feinmotorischen Aufgaben wie dem Aufkndpfen oder Schreiben (Mikro-
grafie). Im Verlauf der Krankheit verlangsamen sich alle Bewegungen. Es féallt am meisten auf,
wenn der Patient sich von einem Stuhl erheben mochte oder sich im Bett auf die andere Seite
dreht. Die Bradykinesie der Gliedmafien kann durch Fingerklopfen, abwechselnde Pronation
und Supination des Unterarms, FuRBklopfen, SchlieBen und Offnen der Faust getestet werden
(MARTINEZ-MARTIN et al., 1994).

Der Rigor ist der erhohte Widerstand, welcher wahrend der passiven Gelenkbewegung beo-
bachtet wird, der Uber den gesamten Bewegungsbereich dieses Gelenks gleichférmig ist. Es
kann auch ohne Tremor eine Zahnradqualitat existieren; diese ist jedoch im zitternden Glied

meist ausgepragter. Die Steifigkeit wird durch kontralaterale motorische Aktivitat oder geistige



Leistungsfahigkeit verbessert. Der Rigor wird auf der ipsilateraler Seite des Tremors beobach-
tet (SAMII et al., 2004; SHAHED, JANKOVIC, 2007). Ein Rigor ist sehr nttzlich fur die Diag-
nose, aber dieser wird selten vom Patienten bemerkt. Vorwiegend berichten die Patienten tGber
ein subjektives Gefuihl von "allgemeiner Steifheit" (GARCIA RUIZ et al., 2011).

Ein anderes prominentes Symptom ist das Freezing. Unter Freezing versteht man schlagartige
Bewegungsblockaden. Freezing dufRert sich am haufigsten als eine Unfahigkeit, trotz der In-
tention zu gehen die Beine vorwarts zu bewegen. Abhangig von der Beweglichkeitsphase wer-
den die Formen ,On-“ und ,Off“-Freezing unterschieden (GARCIA RUIZ et al., 2011).

Patienten mit MP weisen ofters ein verandertes Gangbild auf, welches die Erstdiagnose Jahre
voraus gehen kann (KWON, VERGHESE, 2005).

Es wird zwischen drei verschiedenen Krankheitstypen unterschieden. Beim Aquivalenz-Typ
sind Bradykinesie, Rigor und Tremor etwa gleich ausgepragt. Der Akinetisch-rigide Typ ist
durch nur minimalen oder fehlenden Tremor, aber stark ausgepragter Minderbewegung und
Rigor gekennzeichnet. Beim Tremor-dominanten Typ steht der Tremor im Vordergrund - Aki-
nese und Rigor sind nur gering ausgepragt (ZETUSKY et al., 1985).

2.3.4 Pathophysiologie

Derzeit werden die motorischen Kernsymptome der Parkinson-Krankheit wie Bradykinesie,
Tremor und Starrheit durch Erschopfung des Neurotransmitters Dopamin erklart. Der Mangel
an Dopamin wurde urspringlich auf den progredienten Zellverlust, vor allem im striatonigralen
System, zuriickgefiihrt (BRAAK et al., 2003; GEORGE et al., 2013). Heutzutage wird ange-
nommen, dass die Symptome als Folge der synaptischen Dysfunktion noch vorhandener Neu-
ronen entstehen. Verschiedene In-vivo-Bildgebungsstudien der synaptischen Aktivitat im ZNS
zeigten prasynaptische Neurotransmitterdefizite bei iPD (NIKOLAUS et al., 2009). Das lang-
same Fortschreiten der Krankheit und der mit der Zeit abnehmende Effekt der Dopaminsub-
stitutionstherapie deuten auf ein allméahlich zunehmendes prasynaptisches Versagen, welches
dem Nervenzelltod vorausgeht (SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Ein Uberblick tiber die patho-
physiologische Kaskade bei iPD ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Umweltfaktoren/???/Genetische Faktoren

-

Prasynaptische Alpha-Synuklein-

mikroaggregation
\ Lewy-Neuriten

Gestorte Neurotransmitterfreisetzung

Lewy-Korperchen

Postsynaptische Degeneration

-

Neurodegeneration

Abbildung 1: Ubersicht iiber die pathophysiologischen Prozesse bei MP. Erstellt gemaR (SCHULZ-
SCHAEFFER, 2015)

Bei der Parkinson-Krankheit werden Lewy-Koérper hauptsachlich an Pradilektionsstellen von
neuronalem Verlust gefunden, das heil3t der Substantia nigra und dem Locus Coeruleus.
Diese Befunde sind die typische Pathologie in den letzten Stadien der Krankheit (GELB et al.,
1999). Die Lewy-Koérperchen erscheinen in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung als eosinophile
Zelleinschlisse. Aul3er der Hauptkomponente a-Synuklein lassen sich mehr als 70 andere
Proteine, unter anderem Ubiquitin, in den Lewy-Koérperchen nachweisen (SPILLANTINI et al.,
1997; WAKABAYASHI et al., 2007). Obwohl der Nachweis von Lewy-Kérperchen als patholo-
gisches Kennzeichen der Parkinson-Krankheit und Lewy-Korperchen Demenz gelten, werden
sie oft in asymptomatischen Individuen gefunden (HUGHES et al., 1992). Neuronale Dysfunk-
tion und Zellverlust gehen der Lewy-Pathologie voraus (MILBER et al., 2012). Daruber hinaus
wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von Lewy-Korperchen die Neuronen der Substantia

Nigra nicht zum apoptotischen Zelluntergang pradisponiert und, dass die meisten Neuronen,
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welche durch Zelltod beim Morbus Parkinson untergehen, keine Lewy-Kdrperchen aufweisen
(TOMPKINS, HILL, 1997). Die Dichte von kortikalen oder Hirnstamm-Lewy-Kérperchen weist
keine Korrelation mit dem Schweregrad der klinischen Symptome beim Morbus Parkinson
oder der Lewy-Koérperchen Demenz auf (GOMEZ-ISLA et al., 1999; GOMEZ-TORTOSA et al.,
1999). Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Pathophysiologie der Neurodegeneration und des
Zellunterganges nicht durch Lewy-Kérperchen erklart werden kann (SCHULZ-SCHAEFFER,
2015).

Die Parkinson-Krankheit hat ein definiertes klinisches Muster und eine Reihe von nichtmotori-
schen Symptomen, die der motorischen Phase vorausgeht. Die Gberwiegenden friihen nicht-
motorischen Manifestationen sind Geruchsstérungen und Verstopfung (MAHLKNECHT et al.,
2015). Die Hauptmerkmale der Parkinson-Pathogenese (selektive Degeneration dopaminer-
ger Neurone, Lewy-Pathologie, reaktive Gliose und Einleitung der Degeneration in der ventra-
len Ebene der pars compacta der Substantia nigra, gefolgt von einer Ausbreitung auf die dor-
sale Ebene) wurden vor der Identifizierung von pramotorischen Symptomen wie Hyposmie
oder Verstopfung als solche festgestellt. Verstopfung wurde als autonomes Symptom betrach-
tet, das sich wahrend der PD entwickelt (KLINGELHOEFER, REICHMANN, 2015). Braak und
Kollegen entwickelten ein pathologisches Staging-System fur den Morbus Parkinson, das gut
mit der klinischen Darstellung in den verschiedenen Stadien der Krankheit korreliert. Urspriing-
lich identifizierte das Braak-Staging-System den Riechkolben und den DMNV als die Stellen,
an denen der neurodegenerative Prozess bei der PD beginnt, bevor er sich auf den Hirnstamm
und die kortikalen Bereiche des Gehirns ausbreitet (BRAAK et al., 2003; BRAAK et al., 2004;
BRAAK et al., 2007). In anschlieRenden pathologischen Studien konnten die Lewy-Koérperchen
und die Lewy-Neuriten nicht nur im ZNS sondern auch im autonomen PNS und im ENS nach-
gewiesen werden, weshalb die Braak-Stadien angepasst wurden. Um die pathologische Ver-
teilung zu den verschiedenen Prasentationszeitpunkten abzudecken, wurden auch die neuro-
pathologischen Veranderungen im Riechkolben, im autonomen PNS und im ENS in den an-
gepassten Braak-Stadien beriicksichtigt. Es wird angenommen, dass sich der neurodegene-
rative Prozess durch anatomisch verbundene Strukturen in caudo-rostraler Richtung vom dem
Initiationsort her (dem ENS oder dem autonomen PNS) zum Gehirn ausbreitet. Die Beteiligung
sowohl des Riechkolbens, als auch des DMNV wurde durch einen vorgeschlagenen Dual-Hit-
Mechanismus erklart, der ein anterogrades Fortschreiten der Pathologie vom Riechsystem in
den Schlafenlappen und ein retrogrades Fortschreiten aus dem DMNV bzw. aus dem Darm
(ENS) in den Hirnstamm beinhaltet (HAWKES et al., 2007).

Die fur den Morbus Parkinson verantwortliche Pathologie scheint im ENS, autonomen PNS

oder Riechkolbe zu beginnen und breitet sich iber die rostrokraniale Ubertragung mittels ret-
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rograden axonalen Transport zur Substantia nigra und weiter im ZNS aus, was darauf schlie-
Ben lasst, dass Umweltsubstanzen die pathologische a-Synukleinaggregation auslésen kon-
nen. Einige Epidemiologische und soziologische Studien haben bereits gezeigt, dass die Ex-
position gegeniber toxischen Umweltsubstanzen (z. B. im Trinkwasser und Exposition gegen-
Uber landwirtschaftlichen Chemikalien) und spezifischen Lebensbedingungen (z. B. Leben in
einer landlichen Umgebung, landwirtschaftlicher Beruf) das Risiko fur die Entwicklung einer
Parkinson-Krankheit erhéhen (PRIYADARSHI et al., 2001; LAl et al., 2002). Die Rolle der Um-
weltfaktoren in der Pathogenese der PD ist zentraler Bestandteil der gegenwartigen For-

schung.

2.3.5 a-Synuklein als synaptisches Protein

a-Synuklein ist ein reichlich vorhandenes neuronales Protein, das vorwiegend an prasynapti-
schen Endigungen lokalisiert ist. Die Akkumulation von fehlgefalteten a-Synukleinoligomeren
und grofRen a-Synukleinaggregaten definiert mehrere neurodegenerative Erkrankungen, die
als a-Synukleinaggregations-Krankheitenzusammengefasst werden. Deswegen ist es sehr
wichtig sich mit der Struktur und physiologischen Funktion dieses Protein auseinander zu set-
zen. Es soll aber erwéhnt werden, dass viele Aspekte der zellularen Funktion von a-Synuklein
noch nicht vollstandig geklart werden konnten und ein Gegenstand intensiver Forschung blei-
ben (BURRE, 2015). a-Synuklein wurde urspriinglich identifiziert unter Verwendung von Anti-
korper gegen aufgereinigte cholinerge Vesikel des elektrischen Organs von einem Torpedo
Rochen mit Hilfe verschiedener Methoden des Expressions Screenings. Mittels licht- und
elektronenmikroskopischer Immunhistochemie wurde gezeigt, dass Synukleine sich im Be-
reich der Synapse und der Kernhtlle finden. Daher auch der Name “Synuclein®, Syn- fur Sy-
napse und -nuclein fiir den Zellkern. Die Entdeckung von a-Synuklein fUhrte zur Identifizierung
von den eng verwandten Beta- und Gamma- Isoformen (MAROTEAUX et al.,, 1988;
MAROTEAUX, SCHELLER, 1991).

2351  Struktur
a-Synuklein ist ein Protein, das beim Menschen durch das a-Synuklein Gen (SNCA) kodiert

wird. Es hat eine Lange von 140 Aminoséuren und besteht aus der N-terminalen Membran-
bindungsdoméne, dem C-terminalen Schwanz und einer in der Mitte liegender Non-Beta-Kom-
ponente. a-Synuklein existiert in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen einem ldslichen
Zustand und einem membrangebundenen Zustand. Losliches zytosolisches a-Synuklein ist
monomer, intrinsisch unstrukturiert und verhalt sich wie ein nativ entfaltetes Protein. In Gegen-
wart von Lipidmembranen bildet der N-Terminus eine amphipathische a-Helix (BURRE et al.,

2013; BURRE, 2015). Der N-Terminus von a-Synuklein enthalt sieben Wiederholungen einer
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elf Aminosaure langen Sequenz. Wiederholungen dieser Grof3e ermoglichen dem Polypeptid
genau drei Windungen der Helix zu machen und somit mit der Oberflache einer Membran zu
interagieren. Bemerkenswerterweise beeinflussen alle im SNCA Gen beschriebene Missense-
Mutationen (A53T, A30P und E46K sowie die kirzlich beschriebenen G51D und H50Q Muta-
tionen) diese N-terminale Doméne. Das deutet darauf hin, dass eine veranderte Membranbin-
dung mit der Pathologie von a-Synukleinaggregations-Krankheiten in Verbindung gebracht
werden kann (KRUGER et al., 1998; APPEL-CRESSWELL et al., 2013; BENDOR et al., 2013;
LESAGE et al., 2013; BURRE, 2015; DOMINGO, KLEIN, 2018). Die Non-A-beta-Komponente
(NAC, Aminosauren 60-95) dient als Sensor fir die Lipideigenschaften und bestimmt die Affi-
nitat der Membranbindung vom a-Synuklein (FUSCO et al., 2014). Die Non-A-beta-Kompo-
nente akkumuliert in hohen Mengen in Plaques beim Morbus Alzheimer, weswegen einige
Autoren behaupten, dass diese Region fiir Aggregation von a-Synuklein verantwortlich sei
(UEDA et al., 1993; BURRE, 2015). Der C-Terminus (Aminosaureresten 96-140) ist im Ge-
gensatz zu dem N-Terminus polar und unstrukturiert. Es wird angenommen, dass es fiir Wech-
selwirkungen mit anderen Proteinen und lonen verantwortlich ist. Der C-Terminus kann meh-
reren post-translationalen Modifikationen untergehen: z.B. Phosphorylierung an Ser-87 oder
Ser-129, was unter anderem die Membranbindung beeinflussen kann (OUESLATI et al., 2010;
PALEOLOGOU et al., 2010; CASTILLO-GONZALEZ et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass in
seinem physiologischen Zustand a-Synuklein an der a-Aminogruppe der ersten Aminosaure
von a-Synuklein N-Terminal acetyliert ist. Die Acetylierung von a-Synuklein erhdht seine Nei-
gung zur helikalen Faltung, seine Affinitat zu Membranen und seine Aggregationsresistenz
(BARTELS et al., 2014; IYER et al., 2016). Obwohl man annimmt, dass die Membranbindung
des a-Synuklein vor Aggregation schitzt (ZHU, FINK, 2003) wurde berichtet, dass unter oxi-
dativem Stress auch Membranbindung die Aggregation von a-Synuklein beschleunigt (LEE et
al., 2002). Nach Bindung an Membranen bildet a-Synuklein a-helikale Multimere, die fur seine
physiologische Funktion an der Synapse erforderlich sind und a-Synuklein vor einer Aggrega-
tion schitzen (BURRE et al., 2014, 2015). Im Gegensatz zu diesen physiologischen Konfor-
mationen nimmt a-Synuklein in seinem pathologisch relevanten Zustand eine B-Faltblatt-rei-
che Konformation an, die von Aggregation und Fibrillenbildung begleitet wird (CONWAY et al.,
1998; LASHUEL et al., 2002; UVERSKY, 2007).

2.3.5.2  Funktion
Trotz 25 jahrelange Forschung, konnte die Funktion von a-Synuklein nicht abschlie3end defi-

niert werden. Eine hohe Anzahl an Studien zur Funktion von a-Synuklein, die ofters wider-
spruchliche Ergebnisse liefern, deutet darauf hin, dass die Funktion von a-Synuklein nicht nur
sehr komplex, sondern auch vielfaltig ist. Jedoch legt die préasynaptische Lokalisation von a-

Synuklein und seine Wechselwirkung mit stark gekrimmten Membranen und synaptischen
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Proteinen eine regulatorische Funktion an der Synapse nahe. Die wiederholte Freisetzung
vom Neurotransmitter an der Prasynapse erfordert Zyklen des Zusammenbaus und des Ab-
baus von ldslichem N-Ethylmaleimid-sensitiven Faktor-Anlagerungsprotein-Rezeptor
(SNARE) -Komplexen mit kontinuierlicher Erzeugung von reaktiven SNARE-Protein-
Zwischenprodukten. Die SNARE-Komplex Assemblierung erfordert eine Chaperon-Aktivitat,
die durch Synukleine vermittelt wurde. a-Synuklein bindet sich mit seinem C-Terminus direkt
an das SNARE-Protein Synaptobrevin-2 / Vesikel-assoziiertes Membranprotein 2 (VAMP2)
und fordert die SNARE-Komplexbildung. Tripple-Knockout Mause, denen Synukleine fehlten,
zeigten eine altersabhangige Abnahme der SNARE-Komplex-Assemblierung. Die altersab-
hangige Beeintrachtigung der SNARE-Komplex-Assemblierung in TKO-Mausen lasst darauf
schlieBen, dass a-Synuklein erforderlich ist, um eine normale SNARE-Komplex-Anordnung
wahrend des Alterns zu erhalten (BURRE et al., 2010). Wie es schon erwéhnt wurde, existiert
a-Synuklein in  Neuronen in einem Gleichgewicht zwischen zytosolischen und
membrangebundenen Zustéanden. Zytosolisches a-Synuklein scheint nativ entfaltet zu sein,
wahrend membrangebundenes a-Synuklein eine a-helikale Konformation einnimmt. a-Synuk-
lein multimerisiert nach Membranbindung zu grof3en monomeren Komplexen. Interessanter-
weise fordert a-Synuklein den SNARE-Komplexaufbau an der prasynaptischen Plasmamemb-
ran in seinem multimeren membrangebundenen Zustand, jedoch nicht in seinem monomeren
zytosolischen Zustand (BURRE et al., 2014).

AulRer seiner SNARE-Komplex-Chaperon-Aktivitat erfillt a-Synuklein auch mehrere andere
Funktionen, z.B. induziert a-Synuklein die Membrankrimmung und wandelt, gesteuert durch
Bindungsaffinitat, Verteilungstiefe und Interleaflet-Asymmetrie, groRe Vesikel in stark ge-
krimmte Membrankanéle und zylindrische Mizellen um (VARKEY et al., 2010; WESTPHAL,
CHANDRA, 2013; BRAUN et al., 2014). Dariiber hinaus organisiert a-Synuklein die Membran-
komponenten, moduliert die Phospholipid-Zusammensetzung und ist in vitro und in vivo ein
spezifischer Inhibitor der Phospholipase D1 und D2. Dies legt nahe, dass a-Synuklein an der
Spaltung von Membranlipiden und der Membranbiogenese beteiligt sein konnte (PAYTON et
al., 2004; MADINE et al., 2006; ADAMCZYK et al., 2007; GORBATYUK et al., 2010). Jedoch
soll erwahnt werden, dass die Daten zur Hemmung der Phospholipase D1 und D2 umstritten
sind (RAPPLEY et al., 2009). Schliel3lich kann a-Synuklein Lipid-Packungsdefekte erkennen
und Membran-Remodeling induzieren (OUBERAI et al., 2013).

Bei Morbus Parkinson sind verschiedene Arten von Neuronen betroffen. Ein bemerkenswertes
Zeichen dieser Krankheit ist eine Dysfunktion der dopaminergen Neuronen in der Substantia

nigra und der daraus resultierende Mangel an Dopamin (BRAAK et al., 2007). Trotz enormer
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Fortschritte im Verstandnis der Funktion von a-Synuklein bleibt die erhéhte Vulnerabilitat von
dopaminergen Neuronen gegenuber a-Synuklein-Pathologie unklar (BURRE, 2015). In Abwe-
senheit von a-Synuklein finden tiefgreifende Veranderungen im striatalen dopaminergen Sys-
tem statt. Die Deletion vom a-Synuklein-Gen fiihrt zu einer verminderten Expression und Funk-
tion des Dopamintransporters (DAT), was eine erniedrigtes Reuptake von Dopamin verursacht
(CHADCHANKAR et al., 2011). a-Synuklein reguliert die Aktivitdt des Dopamintransporters
DAT. Die mit Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) erzielten Ergebnisse wei-
sen auf eine dynamische Assoziation (on/off Interaktion) zwischen DAT und a-Synuklein hin.
Dieser Interaktionsmodus zwischen DAT und a-Synuklein bietet die Mdglichkeit fir andere
regulatorische Protein mit dem C-Terminus von DAT zu interagieren. Die ausgewogene Kon-
kurrenz zwischen anderen regulatorischen Proteinen und a-Synuklein um eine gemeinsame
Bindungsdoméne am C-Terminus von DAT reguliert die Funktion von DAT. Sowohl eine Er-
hohung als auch eine Erniedrigung des a-Synuklein-Spiegels fihrt zu einer Dysbalance in der
Konkurrenz und zu einer Dysregulation des DAT. Zusatzlich erhoht die DAT-induzierte Mem-
brandepolarisation die Plasmamembranlokalisierung von a-Synuklein (BUTLER et al., 2015).
In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass a-Synuklein die Aktivitat von DAT mindert. o-
Synuklein reguliert die Aktivitdt von DAT, indem es die Anzahl der an der Plasmamembran
lokalisierten Dopamin-Transportern senkt. Dies wirkt neuroprotektiv, indem es die Menge an
Dopamin verringert, die in die Neurone eindringt. Durch Beeintrachtigung der Zelladhasion,
Exposition gegenliber Neurotoxinen wie z.B MPTP oder oxidativem Stress, kann die physio-
logische Funktion von a-Synuklein umgekehrt werden, was zu einem erhéhten Transport des
DAT zur Plasmamembran fiihrt. Dies 16st eine komplexe Ereigniskette mit erhéhter Wieder-
aufnahme von DA und erhohter intrazelluldrer Autooxidation von DA aus. Neben seiner be-
kannten Neurotoxizitat stabilisiert oxidiertes DA wiederum a-Synuklein-Protofibrillen, was
seine Aggregation und Akkumulation in LBs beschleunigt (WERSINGER et al., 2003). Schluss-
endlich bleibt der Zusammenhang zwischen a-Synuklein-Pathologie und erhdhte Vulnerabilitat
von dopaminergen Neuronen trotz mehreren Studien und einigen Arbeitshypothesen nicht

komplett geklart.

Die prasynaptische Lokalisation von a-Synuklein, seine Interaktion mit synaptischen Vesikeln
und Synaptobrevin-2 und seine SNARE-Komplex-Chaperon-Aktivitat spricht fir eine Rolle
bei der Freisetzung von Neurotransmittern und der synaptischen Plastizitat (GEORGE et al.,
1995; BURRE et al., 2010). Das Knockout von a-, B- oder y-Synuklein induziert bei Mausen
keine morphologische Veranderung im Gehirn. Jedoch weisen solche Mause Synapsen mit
abnormaler Grof3e, Struktur und verandertem Spiegel von synaptischen Proteinen auf. Dies
fuhrt zu einem beeintrachtigten Uberleben der Mause (CHANDRA et al., 2004; GRETEN-
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HARRISON et al., 2010). AuBerdem zeigen a-Synuklein-Knockout-M&ause eine neuromusku-
lare Pathologie und ein reduziertes raumliches Gedachtnis (KOKHAN et al., 2011;
PELKONEN, YAVICH, 2011). Dies legt nahe, dass a-Synuklein zur Langzeitoperation eines
Neurons beitragt. a-Synuklein dampft die Mobilitat von Recycling-Pool-Vesikeln (RP). Auch
spielt a-Synuklein eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gesamtgréf3e von RPs an Synap-
sen. Wahrend ein Uberschuss an a-Synuklein zu kleineren RPs fiihrte und den intersynapti-
schen Transport hemmte, l6ste das Fehlen von a-Synuklein bei gréReren RPs umgekehrte
Veranderungen aus und verstarkte den intersynaptischen Transport. Basierend auf diesen
Beobachtungen wird ein Modell vorgeschlagen, bei dem a-Synuklein die RP-Homoostase
durch Modulation der intersynaptischen vesikularen Dynamik aufrechterhélt (SCOTT et al.,
2010). Die Wirkung von a-Synuklein auf die Neurotransmission und die synaptische Plastizi-
tat wurde sowohl bei Knockout- als auch bei Uberexpressionsbedingungen untersucht. Wah-
rend einige Studien eine fehlende Wirkung von a-Synuklein auf die Neurotransmitterfreiset-
zung berichteten (CHANDRA et al., 2004; BURRE et al., 2010), zeigten andere eine Verbes-
serung der synaptischen Transmission (GRETEN-HARRISON et al., 2010) (ANWAR et al.,
2011) oder eine Abnahme der Freisetzung (ABELIOVICH et al., 2000; CABIN et al., 2002).
Ob die widerspruchlichen Ergebnisse den verwendeten experimentellen Modellen und den
untersuchten Hirnregionen zuzuschreiben sind, bleibt noch zu kléaren. Es scheint jedoch klar
zu sein, dass a-Synuklein nicht fir die basale Neurotransmission erforderlich ist, sondern
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung von Neuronen wahrend intensiver neuronaler
Aktivitat und wahrend ihrer langen Lebenszeit spielt. Insgesamt wird die Wirkung von a-
Synuklein auf die Freisetzung von Neurotransmittern wahrscheinlich nicht durch direkte Ein-
wirkung auf die Freisetzungsmaschinerie vermittelt, sondern durch Beeinflussung der raumili-
chen Organisation bestimmter synaptischer Vesikelpools im prasynaptischen Terminal. M6g-
licherweise durch a-Synuklein-Multimerisierung, die durch Membranbindung ausgelést wird
und SNARE-komplexe Zusammenbau potenziert. Diese Aktivitat von a-Synuklein tragt zur

Langzeitoperation des Nervensystems bei (BURRE, 2015).

Zusammenfassend ist a-Synuklein wichtig fur die normale Funktion und Integritat von Synap-
sen, und im alternden Nervensystem l6st die Dysfunktion von a-Synuklein eine synaptische
Dysfunktion aus. Es ist klar, dass entweder zu wenig oder zu viel a-Synuklein fur das Gehirn
schéadlich ist. Daher ist die Aufrechterhaltung eines gesunden Gleichgewichts von nicht aggre-
giertem a-Synuklein im Gehirn ein erstrebenswertes Ziel zur Verhinderung von synaptischer

Dysfunktion und daraus resultierende Neurodegeneration (BURRE, 2015).
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2.3.6 Genetische Varianten

5-10% der Parkinson-Patienten leiden an einer genetischen Form der Erkrankung mit mendel-
scher Erblichkeit. In den letzten 20 Jahren wurden wesentliche Fortschritte bei der Identifizie-
rung der genetischen Grundlage von Morbus Parkinson gemacht. Obwohl 15% der Morbus
Parkinson-Patienten eine positive Familienanamnese haben, sind die meisten PD-Félle mit
unbekannter Atiologie. Méglicherweise besteht bei den sporadischen Féllen eine Assoziation
mit Umweltrisikofaktoren. Heutzutage sind die sechs Gene SNCA, LRRK2, VPS35, Parkin,
PINK1 und DJ-1, definitiv mit einem autosomal-dominanten oder rezessiven PD-Erbgang as-
soziiert (KALINDERI et al., 2016).

Das a-Synuklein Gen (SNCA) war das erste Gen, das definitiv mit familiarem Parkinson asso-
zZiiert wurde. Es wurde nachgewiesen, dass a-Synuklein, der Hauptbestandteil der Lewy-Kor-
per, auf SNCA codiert wird (SPILLANTINI et al., 1997). Schon 1997 wurde die erste Mutation
in diesem Gen identifiziert — eine Missense-Mutation A53T in Familien mit autosomal domi-
nantem Parkinson (POLYMEROPOULOS et al., 1997). Bei dieser Mutation wird die amphipa-
thische Helix des a-Synuklein unterbrochen (DENG et al., 2018). Patienten mit der A53T-Mu-
tation haben gewohnlich einen friheren Erkrankungsbeginn im Schnitt mit 46 Jahren
(PANKRATZ, FOROUD, 2004), eine schnelle Krankheitsprogression, L-Dopa Resistenz und
eine hohe Prévalenz von Demenz und anderen psychiatrischen und autonomen Stérungen
(KLEIN, SCHLOSSMACHER, 2006). AnschlieBend wurden in Familien mit dominant vererb-
tem Parkinson im SNCA-Gen vier zuséatzliche verschiedene Punktmutationen, namlich A30P,
E46K, G51D und H50Q, gefunden (DENG et al., 2018). Duplikationen und Verdreifachung von
a-Synuklein wurden ebenfalls mit familidren PD-Fallen in Verbindung gebracht. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der a-Synuklein-Gendosis und dem Alter des Erkrankungsbeginns,
der Progression und des phanotypischen Schweregrades wurde beobachtet. Genauer gesagt
wurde die genomische Verdreifachung von a-Synuklein mit einem frilheren Erkrankungsbe-
ginn und einem schweren Krankheitsverlauf in Verbindung gebracht, der durch Demenz und
eine begrenzte Lebensdauer gekennzeichnet war, wohingegen Patienten mit genomischer
Verdopplung von a-Synuklein einen milderen klinischen Phanotyp aufwiesen. Daher scheint
eine erhohte Expression von a-Synuklein das Alter des PD-Beginns zu verringern und die
Schwere der Erkrankung zu erhéhen (SINGLETON et al., 2003; CHARTIER-HARLIN et al.,
2004; FARRER et al., 2004).

Mutationen im LRRK2 (Leucine rich repeat kinase 2) Gen machen die meisten genetisch be-
dingten Parkinson Falle aus. LRRK2 ist ein grof3es Multidoméanenprotein, das unter anderem
fur eine Serin / Threoninkinase codiert (MARTIN et al., 2014). Es wurde uber mehr als 80

LRRK2 Mutationen berichtet, aber nur sieben wurden in Zusammenhang mit der Pathogenese
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gebracht (RUBIO et al., 2012). Die Mechanismen, die der LRRK2-Mutationen zugrunde liegen,
sind nicht vollstandig verstanden. Moglicherweise kénnen diese Mutationen zum Tod und zur
Degeneration von Dopamin-Neuronen fuhren, indem zahlreiche zellulare Signalwege wie
Vesikeltransport, Zytoskelett-Funktion, Proteinsynthese und lysosomales System beeinflusst
werden (MARTIN et al., 2014). LRRK2 Mutationen kommen in Familien mit bekanntem auto-
somal-dominanten Parkinson oder in sporadischen-Parkinson Féallen vor (KALINDERI et al.,
2016). Klinisch prasentieren sich LRRK2-bedingte Parkinsonfalle &hnlich zu denen mit idiopa-
thischem Parkinson. Es ergibt sich aber eine Neigung zu einer besseren Geruchswahrneh-
mung und einer langsameren Progression. Auerdem tritt eine Vielzahl von atypischen Merk-
malen wie orthostatischer Hypotonie, Demenz und Halluzinationen auf. Die Pathologie in Fal-
len mit LRRK2 Mutationen ist heterogen und kann auf3er Lewy-Korperchen pathologische
Merkmale von MSA, PSP und CBD umfasse (HEALY et al., 2008). Ein weiteres autosomal-
dominantes Gen, der eine Assoziation mit dem familidren Parkinson aufweist, ist VPS35
(KALINDERI et al., 2016).

Parkin ist ein autosomal-rezessiv vererbbares Gen, dessen Mutationen bei Patienten unter-
schiedlicher ethnischer Zugehérigkeit gefunden wurden und als der Hauptmutantationsfaktor
fur familiare ARJP (Autosomal Rezessives Juveniles Parkinson) gilt (ABBAS et al., 1999). Par-
kin wird hauptsachlich im Nervensystem exprimiert und codiert fir eine E3-Ubiquitin-Ligase,
die am Degradationssystem des Proteasoms beteiligt ist. Bis jetzt wurden mehr als 100 ver-
schiedene Mutationen identifiziert, einschlieRlich Deletionen, Insertionen, Duplikationen, Tripli-
kationen und Punktmutationen. Parkin-Mutationen verursachen Inaktivierung der E3-Ligase-
Funktion, was zu einer toxischen Ansammlung von Proteinen, die vom Parkin-abhéngigen
Ubiqutin / Proteasom-Weg nicht mehr wirksam abgebaut werden kénnen, fiihrt. Die Bildung
dieser toxischen Aggregate in den Neuronen der Substantia nigra ist entscheidend fiir die Pa-
thogenese der familiaren PD (SHIMURA et al., 2000). Patienten mit Parkin-Mutationen weisen
ein klinisches Syndrom auf, das bis auf den frilheren Erkrankungsbeginn nicht von dem des
idiopathischen Parkinsons unterscheidbar ist. Diese Patienten reagieren gut auf L-Dopa, wei-
sen jedoch frih motorische Fluktuationen auf (KALINDERI et al., 2016). Interessanterweise
fehlt in den meisten Parkin-Fallen die Lewy-Pathologie (FARRER et al., 2001). Aul3er Parkin
gehodren PINK1 und DJ-1 zu den Genen, die mit einem autosomal-rezessiven PD-Erbgang
assoziiert sind (KALINDERI et al., 2016).

2.3.7 Diagnose

Ziel der Diagnostik ist es, das Parkinsonsyndrom zu erkennen und eine idiopathische Parkin-
son-Krankheit vom sekundéaren Parkinsonsyndrom und atypischen Parkinsonsyndrom abzu-
grenzen. Die ,UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank“-Kriterien (HUGHES et al., 1992)
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sind bisher die einzigen neuropathologisch validierten, diagnostischen Kriterien fur die Diag-
nose einer iPD Es finden sich auch operationalisierte Diagnosekriterien nach Gelb (GELB et
al., 1999). In den Leitlinien der ,Deutschen Gesellschaft fir Neurologie“ (DGN S3-Leitlinie Idi-
opathisches Parkinson-Syndrom) wird empfohlen, das idiopathische Parkinson-Syndrom kli-

nisch anhand der ,UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank“-Kriterien zu diagnostizieren.

Schritt 1: Lasst sich ein Parkinson-Syndrom (Parkinsonismus) diagnostizieren?
Bradykinese
und eines der folgenden Leitsymptome:
Ruhetremor (4—6 Hz)
Rigor
Haltungsinstabilitdt, die nicht primar durch visuelle, vestibulare, zerebellare
oder propriozeptive Storungen erklarbar ist.

Schritt 2: Liegen Ausschlusskriterien fiir ein IPS vor?

e anamnestisch: apoplektiformer Verlauf
anamnestisch: Schadel-Hirn-Trauma
anamnestisch: Enzephalitis
okulogyre Krisen
Remissionen
Neuroleptika bei Beginn der Symptome
mehr als ein Verwandter 1. Grades mit Parkinson-Syndrom
und weitere

Schritt 3: Liegen prospektive positive Kriterien fiir ein IPS vor? (drei oder mehr er-
forderlich fir die Diagnose eines ,definite Parkinson’disease”)

einseitiger Beginn

Ruhetremor

progressive Erkrankung

persistierende Seitenasymmetrie im Verlauf
sehr gutes Ansprechen (70-100%) auf Levodopa
schwere Dopa-induzierte Dyskinesien

positiver Levodopa-Effekt langer als 5 Jahre
Verlauf > 10 Jahre

Y/

Abbildung 2: Schrittweise Vorgehen fir klinische Diagnostik von iPD. Schema erstellt gemall UK Parkinson’s
Disease Society Brain Bank Kriterien (HUGHES et al., 1992).
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Alternativ kann die Diagnose anhand der Diagnosekriterien nach Gelb (GELB et al., 1999)
durchgefihrt werden. Anhand dieser Diagnosekriterien muss eine definitive Diagnose von iPD
neuropathologisch gesichert werden. Dies erfolgt post mortem durch histopathologische Un-
tersuchung der im Rahmen einer Obduktion gewonnen Gewebsproben. Fir eine neuropatho-

logische Diagnose des iPD missen folgende Kriterien erfllt werden:
¢ Nervenzellverlust mit begleitender Gliose in Substantia nigra;

o Wenigstens ein Lewy-Koérperchen auf vier nicht Uberlappenden Schnitten in Substantia

nigra oder Locus coeruleus;

¢ Kein pathologischer Nachweis einer anderen Krankheit, die ein Parkinson-Syndrom bewir-

ken kann.

Die neuropathologische Diagnosestellung bei der Parkinson-Krankheit ist essenziell und muss
im Detail betrachtet werden. Die pathognomonischen histologischen Merkmale der iPD blei-
ben weiterhin die Lewy-Korperchen, die Lewy-Neuriten, Verlust katecholaminerger Neuronen
im Locus coeruleus und Verlust dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra. Dabei lasst
die klinische Symptomatik eher eine synaptische Stérung vermuten. Es wurde gezeigt, dass
die kleinen prasynaptisch lokalisierten a-Synukleinaggregate die synaptische Dysfunktion ver-
ursachen, wodurch letztendlich die Krankheitssymptome entstehen (KRAMER, SCHULZ-
SCHAEFFER, 2007; SCHULZ-SCHAEFFER, 2010). Die Lewy-Kdrperchen spielen an der Pa-
thophysiologie der Parkinson-Krankheit eine untergeordnete Rolle und entstehen mdglicher-
weise erst in einem spaterem Stadium der Erkrankung als Folge eines zytoprotektiven Pro-
zesses, bei dem feinere a-Synukleinaggregate durch aktiven retrograden Transport auf Mikro-
tubuli aus der neuronalen Peripherie abgesondert werden (MCNAUGHT et al., 2002). Daraus
entsteht die Schlussfolgerung, dass zur neuropathologischen Diagnose von iPD der Nachweis

von feineren a-Synukleinaggregaten, und nicht die Lewy-Kdrperchen, erfolgen muss.

2.3.7.1  Verfugbare Aggregatdetektionsmethoden
Grundsatzlich kann a-Synuklein mittels konventionelle Immunhistochemie mit Antikorpern ge-

gen a-Synuklein durch Immunreaktion sichtbar gemacht werden. Eine Herausforderung stellt
die Unterscheidung zwischen physiologischem a-Synuklein und der pathologischen aggregier-
ten Form dar. Aus diesem Grund ist eine Vorbehandlung mit Proteinase K, die das physiolo-
gische a-Synuklein verdaut, bei der Immunhistochemie sinnvoll. Eine sichere Unterscheidung
zwischen Aggregaten und physiologischem a-Synuklein ist allerdings mittels konventionellen
Immunhistochemie nicht zu 100% mdoglich, da hohere Proteinase K Konzentrationen zur Ab-
[6sung des Gewebsschnittes vom Glasobjekttrager fuhren (SCHULZ-SCHAEFFER, 2015).
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AulBerdem lassen sich sogar mit Proteinase K-Vorbehandlung mittels Immunhistochemie le-
diglich gréRere a-Synukleinaggregate, wie z.B. Lewy-Neuriten nachweisen. Eine deutlich sen-
sitivere Methode im Vergleich zur Immunhistochemie, die den Einsatz von hohe Proteinase K
Konzentration bei der Vorbehandlung ermdoglicht, ist die Paraffin-Embeddedt-Tissue (PET) -
Blot Farbung. Obwohl die PET-Blot Methode in der Prion-Krankheit-Forschung zum Nachweis
von pathologischen Prionproteinaggregaten entwickelt wurde, wird sie derzeit zur neuropatho-
logischen Diagnosestellung anderer neurodegenerativer Erkrankungen, bei welchen Pro-
teinaggregation der zugrunde liegende Pathomechanismus ist, verwendet (SCHULZ-
SCHAEFFER et al., 2000; SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Bei der PET-Blot Methode werden
die Gewebsschnitte statt auf einem Glasobjekttrager, auf eine Nitrozellulosemembran mit
0.4um PorengréfRe aufgezogen. Die Membran ermdglicht den Nachweis von feineren a-
Synukleinaggregaten, da diese sich an der Membran binden. Die Bindung erfolgt nach der
Mobilisation der Aggregate aus dem Gewebe durch Proteinase-K. Das physiologische, nicht
aggregierte a-Synuklein wird durch Proteinase-K verdaut. Auf3er Verdauung von nicht aggre-
giertem a-Synuklein dient Proteinase-K auch der Antigen-Demaskierung und der Epitop-Frei-
legung in den Aggregaten (SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000). Die im Vergleich zur konven-
tionellen Immunhistochemie hdhere Sensitivitat der PET-Blot Farbung fir die Detektion von
Protein-Aggregaten kann durch die Haftung von Aggregaten durch die hohe Bindungsféhigkeit
der Nitrozellulosemembran ebenso wie durch eine bessere Epitop-Freilegung durch die lange
Verdauzeit und die hohe Proteinase-K-Konzentration erklart werden. In der letzten Zeit ge-
winnt die konventionelle Immunhistochemie mit dem Antikérper gegen phosphoryliertes a-
Synuklein an Popularitat, da gezeigt wurde, dass die Aggregate die phosphorylierte Form von
a-Synuklein enthalten (FUJIWARA et al., 2002). Es ist aber zu beachten, dass in den Studien,
in welchen konventionelle Immunhistochemie mit dem Antikdrper gegen phosphoryliertes a-
Synuklein mit PET-Blot verglichen wurde, ein unterschiedliches immunreaktives Muster der
zwei jeweiligen Methoden beschrieben wurde. AuRerdem wurde gezeigt, dass nicht alle Ag-
gregate phosphoryliertes a-Synuklein enthalten. Somit ist die PET-Blot Farbung ebenso sen-
sitiver als die konventionelle Immunhisotchemie mit dem Antikdrper gegen phosphoryliertes
a-Synuklein (SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Zusammenfassend kann man sagen, dass PET-
Blot die Methode der Wahl zum Nachweis von a-Synuklein Aggregaten zur neuropathologi-

schen Diagnosestellung von iPD darstellt.

2.3.7.2  Herausforderungen in der Diagnostik

Trotz der Einfihrung gut definierter Diagnosekriterien, bleibt die klinische Diagnose des Mor-

bus Parkinson eine Herausforderung. In der Literatur variieren die Schatzungen der Genauig-
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keit der klinischen Diagnose der Parkinson-Krankheit (ausgedrtickt als Sensitivitat oder posi-
tiver Vorhersagewert) zwischen 46% und 80% (CASLAKE et al., 2008; RIZZO et al., 2016).
Diese Gesamtgultigkeit der klinischen Diagnose ist nicht zufriedenstellend. Inshesondere in
den frihen Stadien der Erkrankung, in denen das Ansprechen auf eine dopaminerge Behand-
lung wenig genau definiert ist, ist die klinische Diagnostizierung von iPD fehleranfallig. Dabei
ist vor allem im Fruhstadium der Erkrankung eine richtige Diagnose von grof3er Bedeutung, da
eine frihe Behandlung von iPD vermutlich am vorteilhaftesten ware (KLINGELHOEFER,
REICHMANN, 2015). Einerseits werden iPD-Patienten tGibersehen und nicht entsprechend the-
rapiert, anderseits werden Nicht-iPD-Patienten falsch mit iPD diagnostiziert und erhalten ohne
therapeutischen Nutzen eine L-Dopa Therapie, die zu gravierenden Nebenwirkungen fuhren
kann. Dartber hinaus fuhrt eine unzureichende klinische Diagnosegenauigkeit dazu, dass bei
klinischen Studien und Therapien, die invasive Methoden verwenden (wie beispielsweise tiefe
Hirnstimulation) eine betrachtliche Anzahl von Nicht-PD-Patienten potenziell schadlichen Ver-
fahren ausgesetzt werden (LANG et al., 2006; TIR et al., 2007). Eine zentrale Herausforderung
der PD-Forschung besteht daher darin, zuverlassige Biomarker fur die Diagnose der Parkin-

son-Krankheit in Friih- oder sogar Prodromalstadium zu identifizieren und zu validieren.

2.4. Ziel der Arbeit / Fragestellung

Die bisherigen Studien an peripheren Gewebebiopsien fiir iPD Diagnostik konzentrieren sich
hauptsachlich auf den immunhistochemischen Nachweis von posttranslational phosphorylier-
tem a-Synuklein, der mit der Erkrankung assoziiert wird (BEACH et al., 2010; STOKHOLM et
al., 2016). Unsere Hypothese ist, dass der Nachweis von a-Synukleinaggregaten der zuver-
lassigste Biomarker fir iPD und DLB ist.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob a-Synukleinaggregate in Driisengewebe der
Gl. submandibularis von iPD- und DLB-Autopsieprobanden zuverlassig in einer Menge gefun-
den werden konnen, die eine konventionelle Biopsie als diagnostisches Hilfsmittel erlauben

wirde.
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2.5. Material und Probenherkunft

2.5.3 Probenherkunft

Tabelle 2: Anzahl von Patienten in der Untersuchungs- und Kontrollgruppe, Patientenalter und Geschlecht

Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
Anzahl 14 13
W:M 6:8 5:7
Durschn. Alter 73,9 (50-87) 73;0 (59-90)

Die Studie beinhaltet 27 Félle. Die Patienten dieser Falle sind zwischen 2011 und 2018 ver-
storben und im entsprechenden Zeitraum am Universitatsklinikum Gottingen und am Univer-
sitatsklinikum des Saarlandes seziert worden. Bei allen Fallen lag eine unterschriebene Ein-
verstandniserklarung zur Obduktion und wissenschaftlichen Untersuchung vor. Fur die Pro-
benverwendung in wissenschaftlichen Zwecken lag eine Zustimmung der Ethikkommission
Landeséarztekammer Hessen, Nr. FF89/2008, Molekulare Pathologie des M. Parkinson (Brain-

bank) vor.

Die Untersuchungsgruppe besteht aus 14 Patienten, davon wurde bei 11 Patienten neuropa-
thologisch idiopathischer Morbus Parkinson festgestellt und bei 3 Patienten eine Lewy Koérper-
chen-Demenz. Die Erkrankungsdauer ist in Tabelle 3 aufgefihrt. Alle 3 DLB Patienten wiesen
eine a-Synuklein Pathologie entsprechend eines neokortikalen Stadiums nach McKeith
(MCKEITH et al., 1996) auf. Bei 2 Patienten wurde zusatzlich eine Tau- und B-Amyloid Copa-

thologie nachgewiesen.

Bei allen iPD Patienten wurde die Diagnose im Laufe ihres Lebens klinisch gestellt. Allerdings
war aus den klinischen Akten zu entnehmen, dass bei 2 Patienten der Beginn von motorischen
Symptomen der Erstdiagnose mehrere Jahre vorausging. Bei 2 DLB Patienten wurde die Kli-

nische Diagnose einer Demenz vom Alzheimer-Typ gestellt.

24



Tabelle 3: Ubersicht Erkrankungsdauer in der Untersuchungsgruppe

Fall Erkrankungsdauer in
Jahren
PD1 24
PD 2 22
PD3 21
PD4 15
PD5 12
PD 6 11
DLB 1 10
PD7 10
PD 8 10
DLB 2 9
PD9 8
DLB 3 5
PD 10 5
PD 11 1

Die Kontrollgruppe besteht aus 13 Patienten, bei welchen durch neuropathologische Untersu-
chungen Morbus Parkinson oder DLB ausgeschlossen wurde. Eine Ubersicht tiber die Diag-
nosen der Kontrollgruppe ist in Tabelle 4 aufgefiihrt. In der Kontrollgruppe gab es 2 Falle einer
neuropathologisch gestellten Diagnose PSP. Unter diesen 2 Fallen wurde bei einem Patienten
zunachst eine klinische Diagnose iPD gestellt und erst 3 Jahren nach dieser Erstdiagnose
wurde die richtige Diagnose gestellt. Es gab 2 Falle von neuropathologisch gesicherten CBD,
davon wurde 1 Patient klinisch mit iPD diagnostiziert und ohne Erfolg mit L-Dopa therapiert.
AulRerdem gab es 1 Patient mit der neuropathologischen Diagnose MSA, der klinisch ebenfalls
mit iPD diagnostiziert wurde und entsprechend therapiert wurde. Zusatzlich gab es ein Patient
mit neuropathologisch festgestelltem vaskularem Parkinson, der klinisch mir iPD diagnostiziert

wurde und erfolglos mit L-Dopa therapiert wurde.
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Fallnum-

mer

KG 1

KG 2

KG 2

KG 3

KG 4

KG 5

KG 6

KG 7

KG 8

KG9

KG 10

KG 11

KG 12

Tabelle 4: Diagnosen Ubersicht der Kontrollgruppe

Diagnose

Demenz Alzheimer Typ

Demenz Alzheimer Typ

Frontotemporale Dmenz

Progressive Supranuklaere Paralyse (PSP), klinisch: 2007 Erstdiagnose
iPD, 2010 klinische Diagnose PSP

Frontotemporale Dmenz

Amyotrophe Lateral Sklerose (ALS)

Lymphozytare Enzephalitis

Progressive Supranukléaere Paralyse (PSP)

Multisystem Atrophie, klinische Diagnose iPD

Multiple Hirninfarkte

Kortikobasale Degeneration, klinische Diagnose iPD

Kortikobasale Degeneration

Mikroangiopathische Pathologie, klinische Diagnose iPD mit L-Dopa The-

rapie

2.5.4 Verwendetes Material

Fur diese Studie wurden Gewebsproben der Glandula submandibularis der verstorbenen Pa-

tienten verwendet. Die fir die Untersuchungen verwendeten Gewebeproben entstammten der
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Gewebebank des Instituts fir Neuropathologie Homburg (Universitatsklinikum des Saarlan-
des). Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde in Paraffin eingebettetes Gewebe verwen-
det.

2.6. Methoden

2.6.5 Probeentnahme und Probenaufbereitung

2.6.5.1  Anatomische Praparation

In Rahmen einer kombinierten pathologisch-neuropathologischen Autopsie wurde das Ge-
webe der submandibularen Speicheldriise asserviert. Eine kleine Gewebeprobe (ca. 2 x 2 x
0,5 cm) wurde fir histologische Untersuchungen eingebettet. Diese wurde zuvor mit 4 %iger
Losung aus gepuffertem Formaldehyd (Histofix®, Roth, Deutschland) Uber mindestens 24

Stunden fixiert.

2.6.5.2  Histologische Praparation

Die formalinfixierten Gewebe wurden nach einem Standardverfahren in einem Einbettautoma-
ten (68910051, Shandon Excelsior, ThermoFischer Scientific UK) in Paraffin eingebettet. Fir
die nachfolgend beschriebenen Gewebsfarbungen (Hamatoxylin Eosin Farbung und immun-
histochemische Farbungen) wurden aus den angefertigten Paraffinblocks mit einem Schlitten-
mikrotom des Modells Leica SM200R 0,5-1 um dicke Schnitte angefertigt und auf Glasobjekt-
trdger aufgezogen. Anschlielend schmolzen diese Schnitte fir 12h im Warmeschrank bei
60°C ab. Die Gewebeschnitte wurden entparaffiniert, rehydriert (s. Anhang) und einer routine-
mafRigen Hamalaun/Eosin-Farbung [Hamalaun (10924905000, Merck, Darmstadt), Eosinlo-
sung (s. Anhang)] unterzogen.

2.6.6 Immunhistochemische Farbungen

2.6.6.1 Vorversuche

Fir die Etablierung einer immunhistochemischen Detektion von pathologischen a-Synuklein-
aggregaten in den neuronalen Strukturen der Speicheldriisen, wurden verschiedene Antikor-
per und verschieden Vorbehandlungen an ausgewahlten Gewebsschnitten getestet. Anschlie-
Rend wurden die Antikérperverdiinnungen austitriert. Da bei der immunhistochemischen De-
tektion mit dem monoklonalen a-Synuklein Antikorper LB509 (SIG-39725, COVANCE,

Emeryville California) und dem monoklonalen a-Synuklein Antikdrper 4B12 (ab1904, Abcam,
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Cambridge UK) an Gewebeschnitten eine Kreuzreaktion mit unbekannten Epitopen der sek-
retorischen Zellen des Drisengewebes festzustellen war (siehe Abbildung 3), wurde der Anti-
korper 10D2 (siehe Tabelle 5) gewahlt. AnschlieRend wurde die passende Vorbehandlung
ausgetestet. Die a-Synuklein Farbungen (Antikdrper 10D2 und PSer129) mit Inkubation im
Dampfkochtopf in Dako Target Retrieval Solution pH 6,1 bzw. pH 9 tr 30 min alleine oder in
Kombination mit Proteinase K Vorbehandlung (siehe in Endversuche) wiesen deutlich mehr
Hintergrund auf als die Farbungen nur mit Proteinase K Vorbehandlung (siehe in Endversu-
che). Deswegen wurde die Inkubation im Dampfkochtopf in Endversuchen bei Farbungen mit
diesen Antikérpern nicht durchgefiihrt. Danach wurde mittels einer Verdiinnungsreihe die rich-

tige Proteinase K Konzentration ausgetestet.
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Abbildung 3: Immunhistochemische Farbung mit dem Antikdrper LB509 (1:500 verdiinnt), 400x Vergréfierung

2.6.6.2 Endversuche
Fur die Endversuche wurden in die Tabelle 5 aufgelisteten Antikérper mit der jeweiligen Ver-

dinnung benutzt.
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Tabelle 5: Fir die Endversuche Verwendete Antikdrper

Primar- Quelle Klon | Spezies | Zielstruktur Vorbe- Konz.
antikorper handlung
10D2 ajROBOSCREEN | 10D2 Maus a-Synuklein, | Proteinase 1:500
GmbH, Leipzig mono- Amino-sau- K
Deutschland klonal ren 119-126
10pg/ml
pSerl29 Abcam, - Kanin- a-Synuklein | Proteinase | 1:10000
Cambridge chen phosphory- K
_ _ po- liert auf
United Kingdom iyklonal Ser129 10ug/mi
Neurofila- Dako, Glostrup 2F11 Maus Neurofila- pH 6,1 fur 1:50
ment Danemark mk ment 30
Protein Minuten

Zur Darstellung der a-Synukleinaggregate wurden Farbungen mit den Antikérper 10D2 und
pSerl29 mit Proteinase K Vorbehandlung durchgefihrt.

Die Gewebeschnitte wurden entparaffiniert und rehydriert. Anschlieend wurden sie fir 10
Minuten in einer 1 %igen Wasserstoffperoxid Lésung (07284667, Otto Fischtar GmbH Saar-
briicken Deutschland) belassen, um gewebseigene Peroxidasen zu blockieren. Es folgte ein
Spul-Schritt mit Aqua destilata. Eine Proteinase K Ldsung mit der Konzentration 10pg/mi
wurde aus Proteinase K Verdau Puffer (siehe Anhang) und 46 units/mg Proteinase K Pulver
(P6556, SIGMA-ALDRICH, St. Louis USA) hergestellt. Die Klvetten mit der Proteinase K L6-
sung wurden bei 37°C fir mindestens 30 Minuten im Warmeschrank untergebracht, um die
LAsung auf die richtige Temperatur aufzuwarmen. AnschlieRend wurden die Glasobjekttrager
mit den Gewebeschnitten in die Kivetten mit der Proteinase K Losung gelegt und fir 15 Mi-
nuten im mit 37°C temperierten Warmeschrank belassen. Es folgte ein Spul-Schritt mit TRIS-
Puffer (Dako Wash Buffer, Dako, Glostrup Danemark) (3 Mal). Im Anschluf® wurden die Glas-
objekttrager mit Gewebeschnitten auf Coverplates (72110017, Thermo Scientific Runcorn UK)
gebracht und 1 Mal mit TRIS-Puffer gespult. Die primaren Antikérper wurden mit Dako REAL
Antibody Diluent (52022, Dako, Glostrup Danemark) verdiinnt und auf die Gewebeschnitte
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aufgebracht (100pul pro Objekttrager). Die Inkubationszeit fur primare Antikorper betrug 45 Mi-
nuten. Es folgte ein Spul-Sschritt mit TRIS-Puffer (3 Mal). AnschlieRend wurden die sekunda-
ren Antikérper Dako REAL Envision HRP Rabbit/Mouse (K5007, Dako Glostrup Danemark)
auf die Gewebsschnitte aufgebracht (100ul pro Objekttrager) und fiir 30 Minuten inkubiert. Es
folgte ein Spulschritt mit TRIS-Puffer (3 Mal). Die Objekttrager wurden aus den Coverplates
entnommen und in die feuchte Kammer gelegt. Die Antigen-Antikérper Komplexe wurden mit
Hilfe eines Zweikomponentensystems, bestehend aus einem fllissigen stabilen DAB-
Chromogen (K5007, Dako Glostrup Danemark) und einem DAB-Substratpuffer (K5007, Dako
Glostrup Danemark) (25ul DAB-Chromogen pro 1 ml DAB-Substratpuffer), sichtbar gemacht.
AnschlieRend wurden die Gewebsschnitte fir 18 Sekunden mit Hamalaun gegengefarbt und

fir mindestens 10 Minuten in einer Klvette unter flieBendem Leitungswasser gespiilt.

Zur Darstellung des nicht aggregierten a-Synukleins in den neuralen Strukturen wurde zuséatz-
lich eine Farbung mit dem Antikorper 10D2 ohne Proteinase K Vorbehandlung durchgefuhrt.
Um zu Uberprifen, ob phosphoryliertes a-Synuklein nur in Proteinase-K resistenten a-Synuk-
leinaggregaten vorhanden ist, wurde weiterhin eine Farbung mit dem Antikdrper pSer129 ohne
Proteinase-K Vorbehandlung durchgefiihrt.

Bei den immunhistochemischen Farbungen mit dem Neurofilament-Antikorper fiir Antigende-
maskierung erfolgte keine Proteinase K Vorbehandlung. Stattdessen wurden die Glasobjekt-
trager mit Gewebsschnitten im Dampfbad (6130245382, Vitalis E Dampfgarer, WMF, Geislin-
gen an der Steige) in Dako Target Retrieval Solution mit einem pH von 6,1 fir 30 Minuten
inkubiert und anschlieBend fir 30 Minuten bei Raumtemperatur runtergekiihlt. Es folgte ein
Spulschritt mit Aqua Dest. Die restlichen Schritte entsprechen denen der Farbung zur Darstel-

lung der a-Synukleinaggregate.

2.6.6.3  Auswertung mittels Durchlichtmikroskop

Fur die Untersuchung der immunhistochemischen Farbungen mit dem Antikérper 10D2 und
PSer129 wurden pro Gewebsschnitt 10 beliebige Gesichtsfelder unter 20-facher VergroRe-
rung eines Durchlichtmikroskops (DM 5000 B, Leica, Deutschland) analysiert. Der Durchmes-
ser des Sehfeldes betrug dabei 1,2 mm. Bei der Auswertung der 10 Gesichtsfelder wurde auf

die immunreaktiven Fasern und immunreaktive Nerven geachtet.

Bei immunreaktiven Fasern handelt es sich um durch Antigen-Antikdrper Reaktion sichtbar
gemachte intrazellulare a-Synuklein-Ablagerungen in einzelnen Zellfortsatzen. Tangential an-

geschnittene immunreaktive Fasern erscheinen langlich (0,01-0,1 mm lang), diinn, gewunden
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oder gebogen. Senkrecht angeschnittene immunreaktive Fasern erscheinen als einzelne
Punkte. Immunreaktive Nerven sind mikroskopisch als Nerv identifizierbaren Strukturen, die

a-Synuklein-Ablagerungen aufweisen.

Es wurde gezahlt, in wie vielen der 10 Gesichtsfelder eine sicher zur Diagnose filhrende Pa-
thologie zu erkennen war. Als sicher zur Diagnose filhrende Pathologie wurde das Vorhan-
densein von mindestens einer sicher identifizierbaren immunreaktiven Faser oder einem im-
munreaktiven Nerv pro Gesichtsfeld definiert. Anhand dieser Anzahl wurde ausgerechnet, wie
viele beliebige Gesichtsfelder benétigt werden, um auf eine sicher zur Diagnose flihrende Pa-
thologie mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% zu treffen. Unter 20-facher VergroRRe-
rung wurde mithilfe des genannten Mikroskops der Durchmesser des Gesichtsfeldes be-
stimmt, um anhand dieser GroR3e die Flache des Gesichtsfeldes zu berechnen. Auf diese
Weise wurde die Mindestflache des Unterkieferspeicheldrisengewebes bestimmt, die in einer
Biopsie notwendigerweise entnommen werden musste, um auf eine mit Sicherheit zur Diag-
nose fuhrenden Pathologie zu treffen. Au3erdem wurde gezéhlt, wie viele der 10 Gesichtsfel-
der nur immunreaktive Nerven enthielten. Somit konnte eine Aussage getroffen werden, ob

eine Biopsie, bei der kein Nerv getroffen wurde, zu verwenden ware.

Die in jedem der 10 Gesichtsfelder zu sehenden immunreaktiven Fasern und immunreaktiven
Nerven wurden gezéahlt und summiert. Diese Anzahl wurde als Score zum entsprechenden
Gewebsschnitt fur die Farbung mit dem jeweiligen Antikdrper zugeteilt. Zusatzlich zu den 10
Gesichtsfelder wurden die Nerven in dem Gewebsschnitt, wie in Tabelle 6 erlautert, ausge-

wertet.

Die HE-Farbung ermdglichte eine ldentifizierung von Strukturen wie Gefal3, Ausfiihrungsgang
oder Nerv sofern dies in PET-Blot nicht mdglich war. Die Farbung mit dem Neurofilament-

Antikorper diente der sicheren Darstellung von neuralen Strukturen.
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Tabelle 6: Auswertung der im Gewebsschnitt vorhandenen Nerven

Bewertung Bedeutung

1 Nur einige auf dem Gewebsschnitt zu se-
henden Nerven betroffen, die meisten

weisen keine Pathologie auf. Ein betroffe-

ner Nerv weist eine geringe Dichte von a-

Synuklein-Ablagerungen auf.

2 Die meisten auf dem Gewebsschnitt zu
sehenden Nerven weisen eine geringe bis

mittlere Dichte von a-Synuklein-Ablage-
rungen auf. Nur wenige Nerven sind nicht

betroffen.

3 Alle auf dem Gewebsschnitt zu sehenden
Nerven weisen eine geringe bis hohe
Dichte von a-Synuklein-Ablagerungen

auf.

4 Alle auf dem Gewebsschnitt zu sehenden
Nerven sind stark betroffen und weisen
eine mittlere bis hohe Dichte von a-

Synuklein-Ablagerungen auf.

2.6.7 Paraffin Embedded Tissue Blot

2.6.7.1  Vorbereitung des in Paraffin eingebetteten Gewebes

Zur Vorbereitung wurden 1-2 pm dicke Gewebsschnitte auf Nitrozellulose Membranen mit der
PorengrofRe 0,45 pm (162-0115, BIO-RAD, Hercules USA) aufgezogen, 10 Minuten auf einer
Warmeplatte getrocknet und anschlieend in einem Warmeschrank bei 60°C fir 2 Tage gela-
gert. Danach wurden die Membranen entparaffiniert und rehydriert (siehe Anhang). Die Memb-
ranen wurden im Anschluss mit Papiertlichern abgetupft und fur mindestens eine Nacht zwi-
schen Papiertuchstreifen unter beschwerten Glasplatten (wie in Abbildung zu sehen) getrock-

net.
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Abbildung 4: PET-Blot Membranen zwischen Papiertuchstreifen unter beschwerten Glasplatten

2.6.7.2 Vorversuche

Es wurde ein von Prof. Schulz-Schaeffer entwickeltes PET-Blot Protokoll zur Detektion von
humanen Prionproteinaggregaten (SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000) verwendet. Eine adap-
tierte Version dieses Protokolls wird in dem Institut fir Neuropathologie (Universitatsklinikum
des Saarlandes) routinemaRig zur Detektion von a-Synuklein-Ablagerungen im Hirngewebe
genutzt. Um das Protokoll fiir die Detektion von a-Synukleinaggregaten in den neuralen Struk-
turen von Speicheldriisen verwenden zu kénnen, wurde die Konzentration der primaren Anti-
korper 10D2 und pSer129 und der sekundaren Antikorper austitriert. Mit dem Ziel der besseren
optischen Darstellung der Gewebsstrukturen wie Gefal3e, Ausfihrungsgange, Driisenazini
oder Nerven wurde auf3erdem versucht die mittels PET-Blot gefarbte Membrane in Hamalaun
fur 10-15 Sekunden gegenzufarben. Da diese Vorgehensweise aber nicht zum gewiinschten

Ergebnis fuhrte, wurde in den Endversuchen auf die Gegenfarbung verzichtet.

2.6.7.3  Durchfihrung

Fur jeden Gewebsschnitt wurden zwei PET-Blot Farbungen mit den in der Tabelle 7 aufge-
fuhrten Antikdrpern durchgefiihrt. Die Membranen wurden einem Verdau mit Proteinase K un-
terzogen. Daflir wurde zunéachst eine Proteinase K in Proteinase-K-Puffer (siehe Anhang) L6-
sung einer Konzentration 250 pug/ml hergestellt. Die Membranen wurden auf Einwegtlichern
(8382, Kimberly-Clark Professional USA) in flache Plastikboxen gelegt und mit Proteinase K-
Losung getréankt. Die Boxen mit den Membranen wurden luftdicht verpackt, um ein Austrocke-
nen zu vermeiden und in einem Warmeschrank bei 60°C fir 12 Stunden inkubiert.
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Die folgenden Schritte wurden bei Lufttemperatur und, soweit nicht anders angegeben, auf
einem Schttler (Heidoph Duomax 1030, Schiitt Géttingen) durchgefiihrt. Die Membranen wur-
den drei Mal fur 5 Minuten mit TBST (siehe Anhang) gespiilt. Zur Epitopfreilegung wurden die
Membranen einer finfzehnminttigen Denaturierung in einer Sammelbox in 4M GAdSCN (siehe
Anhang) unterzogen. Es folgte ein Spulschritt mit TBST. AnschlieRend wurden die Membranen
in sauberer, flache Plastikboxen gelegt, mit einem Plastikeinsatz befestigt und fur 45 Minuten
mit einer 0,2%-igen Caseinldésung (20 ml pro Box) getrankt. Es folgte eine neunzigminitige
Inkubation mit in TBST verdinnten primaren Antikdrpern. Anschlie3end erfolgten funf Wasch-
schritte mit TBST fur jeweils 10 Minuten. Danach wurden die Membranen fur 60 Minuten mit
in TBST verdinnten sekundaren Antikdrpern inkubiert. Der Spulvorgang mit TBST wurde wie-
derholt. Daraufhin wurden die Membranen zwei Mal fur 5 Minuten im NTM-Puffer gespuilt, um
den fur die Farbreaktion erforderlichen pH-Wert von 9,5 zu erreichen. Um die Antigen-Antikor-
per Komplexe sichtbar zu machen, wurde die Lésung von NBT/BCIP und NTM fiur 15-20 Mi-
nuten auf die Membranen gegeben. Die Farbreaktion wurde mit PBS (siehe Anhang) gestoppt.
Daraufhin wurden die Membranen fir 30 Minuten in Aqua dest. gespult. Schlief3lich wurden
die Membranen mit Papiertiichern abgetupft und fir 12-24 Stunden zwischen zwei Lagen
Whatman-Papier gepresst und getrocknet.

Tabelle 7: Fur PET-Blot Farbungen verwendeten Antikorper.

Prim.-AK | Quelle Konz. Zielstruktur Sek.-AK Konz.
10D2 ajROBOSCREEN | 1:5000 a-Synuklein, Polyclonal Goat | 1:1000
GmbH, Leipzig Aminosauren | Antimouse, AP-
Deutschland 119-126 gekoppelt

(D0486, Dako
Danemark)
pSerl29 | Abcam, 1:10000 | a-Synuklein Polyclonal Goat | 1:500
Cambridge United phosphory- Antirabbit, AP-
Kingdom liert auf | gekoppelt
Serl29 (D0487, Dako
Déanemark)
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2.6.7.4  Auswertung mittels Auflichtmikroskops

Fur die Untersuchung der PET-Blot Farbungen mit den Antikbrpern 10D2 und pSer129 wurde
ein Auflichtmikroskop (SZX12, Olympus, Japan) mit einem 20-fachem Objektiv und externer
Lichtquelle (Highlight 3001, Olympus Europe, Hamburg) verwendet. Die Zoomeinstellung
wurde auf Stufe 48 eingestellt. Demnach wurde ein Sehfeld mit einem Durchmesser von 1,2
mm erreicht, sodass der Durchmesser eines Gesichtsfeldes im Auflichtmikroskop dem Durch-
messer eines Gesichtsfeldes im Durchlichtmikroskop entsprach. Das Auswertungsschema fir
die PET-BIlot Farbungen ist identisch mit dem Schema fir die immunhistochemischen Farbun-

gen.

2.6.8 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung erfolgte nach Konsultation in dem Institut fir Statistik.

2.6.8.1  Korrelationsanalyse
Es wurde eine Korrelationsanalyse zwischen Erkrankungsdauer der Patienten und der Inten-

sitat der a-Synuklein Immunreaktivitat der Nerven sowohl in PET-Blot Farbungen als auch in
konventionellen immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt. Da die Voraussetzungen fir
ein parametrisches Verfahren nicht erfillt sind (die Daten sind nicht normalverteilt) und die
Stichproben klein sind, wurde eine Rangkorrelationsanalyse nach Spearman vorgenommen.
Auler dem Korrelationskoeffizienten nach Spearman Rs wurde zusétzlich das Bestimmtheits-
mafd Rz bestimmt. Wird dieser Wert mit 100 multipliziert, ergibt sich ein Prozentwert. Dieser
gibt an, welcher Anteil der Varianz in beiden Variablen durch gemeinsame Varianzquellen de-
terminiert wird. Fir die Korrelationsanalyse zwischen Erkrankungsdauer der Patienten und
dem Scorewurde ebenfalls aus den gleichen Grinden die Rangkorrelationsanalyse nach Spe-
arman vorgenommen. Alle Rangkorrelationsanalysen wurden mit dem Software IBM SPSS

Statistics durchgefuhrt.

2.6.8.2  Testung der Stichproben fur statistisch signifikante Unterschiede

Um statistisch signifikante Unterschiede der Ergebnissen der Farbungen mit verschiedenen
Methoden festzustellen, wurden zunachst fir die erhobenen gepaarten Stichproben sowohl
der Score-Werte als auch der Biopsiemindestflaiche-Werte auf Gleichheit des Lageparameters
Uberprift. Da die Stichproben nicht normalverteilt sind wurde der Friedman-Test verwendet.
Danach, da es sich um abhéngige Stichproben handelt und die Voraussetzungen fir einen t-

Test nicht erfullt sind, wurde der Wilcoxon-Test durchgefiihrt, um die Stichproben fiir statistisch
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signifikante Unterschiede paarweise zu testen. Alle Testungen wurden mit dem Software IBM
SPSS Statistics durchgeflhrt.

3. Ergebnisse

3.2. Deskriptiver Befund der Durchlichtmikroskopie

3.2.9 HE Farbung

In der HE Féarbung présentierte sich ein typischer Befund fur die Glandula Submandibularis:
eine gemischte, Uberwiegend sertse Drise. Es waren auf den mukésen Azini aufsitzende
serbse Halbmonde (von-Ebner-Halbmonde) zu erkennen. Zwischen den Azini waren Schalt-
und Streifenstiicke zu sehen. Ebenfalls deutlich zu erkennen waren die Bindegewebs-Trab-
ekel mit in ihnen liegenden intralobuldaren Ausfihrungsgéngen, Nerven verschiedener Kaliber
(10 — 600um in Diameter) und Gefaflien. Es waren keine morphologischen Veranderungen des
Drisengewebes der Patienten in der Untersuchungsgruppe im Vergleich zu der Kontroll-

gruppe festzustellen. Ebenfalls waren es keine Lewy-Koérperchen oder Lewy-Neuriten sichtbar.

3.2.10 Immunhistochemische Farbung

In der immunhistochemischen Farbung erschien das Driisengewebe blau und die immunreak-

tiven Strukturen braun.

3.2.10.1 Neurofilament-Immunhistochemie
Da flr die neuropathologische Diagnostik der Parkinson-Krankheit oder Lewy-Kdrperchen-De-

menz verwendbares Biopsiematerial neuronales Gewebe enthalten muss, wurden zun&achst
die neuralen Strukturen in der Glandula Submandibularis untersucht. Um das neuronale Ge-
webe in der Glandula Submandibularis sichtbar zu machen und das Verhaltnis zwischen Dri-
sengewebe und neuronalem Gewebe zu beurteilen, wurden immunhistochemische Farbungen
mit Neurofilament Antikorper durchgefuhrt. In dieser Farbung lie3en sich die Nerven darstel-
len. Die lagen in den bindegewebigen Septen in dem ganzen Schnitt gleichmaRig verteilt. Zu-
satzlich zu den Nerven lieRen sich auch einzelne Nervenzellfortsatze darstellen. Die prasen-
tierten sich als diinne Strange oder Punkte, abhangig davon, ob sie tangential oder senkrecht
angeschnitten wurden. Die Nervenzellfortsatze lagen zwischen einzelnen Drisenazini, um die

Schaltgdnge herum, in den bindegewebigen Septen, um die Ausfilhrungsgange und GefalRe
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und waren ebenfalls gleichmafig in den Schnitten verteilt. Dies verdeutlicht, dass das Drusen-
parenchym reichlich mit den Nerven und einzelnen Nervenzellfortsatzen durchdrungen ist und
deswegen als Zielort der Biopsie, die peripheres vegetatives Nervensystemgewebe enthalten

muss, gut geeignet ist.
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Abbildung 5: Einzelne Nervenzellenfortsatze in dem Driisenparenchym. Immunhistochemie mit dem Neurofila-
ment-Antikdrper. VergrolRerung : 200x

3.2.10.2 a-Synuklein Immunhistochemie

Zunéachst wurden immunhistochemische Farbungen mit den 10D2 und pSer129 Antikorpern
ohne Vorbehandlung mit Proteinase K durchgefihrt. In der Farbung mit dem 10D2 Antikorper
ohne Proteinase K lie sich Immunreaktivitat in den Nerven in allen Praparaten, sowohl aus
der Untersuchungsgruppe als auch aus der Kontrollgruppe, feststellen. Die Nerven waren im

Ganzen angefarbt. Der Befund ahnelte dem von der Neurofilament-Immunhistochemie.

In der Farbung mit dem Antikorper gegen das phosphorylierte a-Synuklein liel3en sich immun-
reaktive Fasern im Drisenparenchym und immunreaktive Nerven in den Préparaten bei 12
Fallen der Untersuchungsgruppe darstellen. Im Vergleich zu der Farbung mit dem gleichen
Antikérper mit Proteinase K allerdings waren deutlich weniger immunreaktive Fasern darzu-
stellen und die Nerven waren schwacher immunreaktiv. In allen Schnitten aus der Kontroll-

gruppe liel3 sich keine Immunreaktivitat feststellen.

Bei 12 aus 14 Fallen der Untersuchungsgruppe lieRen sich in dem ersten Schnitt mit immun-
histochemischen Farbungen mit 10D2 und pSerl129 Antikdrpern mit Proteinase K-Vorbehand-
lung immunreaktive Strukturen darstellen. Fur die zwei negativen Félle wurden zusatzliche
Stufenschnitte angefertigt, um die Pathologie, die sich auf der anderen Ebene des Praparates
befinden konnte, zu erfassen. Aber auch in zusatzlichen Schnitten war bei diesen zwei Fallen

keine Immunreaktivitat festzustellen. Somit waren in ca. 85% der mittels Immunhistochemie
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angefarbten Praparate immunreaktive Strukturen zu erkennen. Es prasentierten sich immun-
reaktive Fasern (Lewy Neuriten) und immunreaktive Nerven. Immunreaktive Fasern sind nach
dem Verdau mit Proteinase K gebliebene und mittels Antigen-Antikérper Reaktion sichtbar
gemachte intrazellulare a-Synuklein-Ablagerungen in den einzelnen Nervenzellenfortsatzen.
Die tangential angeschnittenen immunreaktiven Fasern erscheinen langlich (0,01-0,2mm),
dunn, gewunden oder gebogen. Die senkrecht angeschnittenen Fasern erschienen als ein-
zelne Punkte. Die kamen in dem Drusenparenchym vor: besonders reichlich waren sie um die
Schaltgdnge und zwischen einzelnen Driisenazini vorhanden. Sie waren auch ofter in den
bindegewebigen Septen um die Ausfilhrungsgange zu finden und selten um die GefalRe. Die
immunreaktiven Strukturen waren nicht gleichméaRig in dem Drusengewebe verteilt: einige
Stellen in den Préparaten wiesen eine hohe Dichte von den immunreaktiven Strukturen auf,

dabei gab es an anderen Stellen nur einige immunreaktive Fasern/immunreaktive Nerven oder

gar keine.
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Abbildung 6: mit den Antikdrpern 10D2 und pSer129 detektierte immunreaktive Fasern. Immunhistochemie
mit PK Verdau. Links VergrofRerung 200X, rechts VergroRerung 400x

Immunreaktive Nerven sind mikroskopisch als Nerv identifizierbare Strukturen, die immunre-

aktive Fasern und gréRRere rundliche a-Synukleinaggregate enthalten.
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Abbildung 7: mit Antikdrpern 10D2 und pSer129 detektierte immunreaktive Nerven. Immunhistochemie mit
PK Verdau. Links VergroBerung 200x, rechts VergroRerung 400x

In den Praparaten der Untersuchungsgruppe wurden die im Gewebeschnitt zu sehenden Ner-
ven untersucht. In jedem Fall der Untersuchungsgruppe waren im Gewebeschnitt mehrere
Nerven verschiedener Kaliber zu sehen. Aber nur in wenigen Fallen wiesen alle im Gewebe-
schnitt zu sehenden Nerven Immunreaktivitdt auf. Fir die Falle der Untersuchungsgruppe
wurde, wie in der Auswertung mittels Durchlichtmikroskopie (3.3.6.3) beschrieben ist, die Be-
wertung des der Intensitat der Immunreaktion der in dem Schnitt zu sehenden Nerven durch-

gefluhrt.

Tabelle 8: Quantifizierung der a-Synuklein-Immunreaktivitat der Nerven der glandula submandibularis von
PD/DLB-Autopsien

Fall IH 10D2 PK IH pS129 PK
PD 1 3 3
PD 2 1 2
PD 3 4 3
PD 4 4 2
PD5 1 1
PD 6 1 1
PD7 0 0
PD 8 3 2
PD9 3 3
PD 10 0 0
PD 11 1 1
DLB 1 1 1
DLB 2 2 2
DLB 3 3 3
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Anschlielend wurde eine Korrelationsanalyse zwischen Erkrankungsdauer der Patienten und
der Intensitat der a-Synuklein-Immunreaktivitdt der Nerven durchgefihrt. Ein Patient wurde
aus der Korrelationsanalyse ausgeschlossen, da bei ihm der Zeitpunkt der Erstdiagnose bzw.

der Erkrankungsbeginn nicht festzustellen war.

Tabelle 9: Korrelationsanalyse zwischen a-Synuklein-Immunreaktivitat der Nerven in Immunhistochemie Pra-
paraten und Erkrankungsdauer

Fallnum- | Erkrankungsdauer IH 10D2 PK IH pS129 PK
mer

PD1 24 3 2
PD 2 22 3 4
PD3 21 1 3
PD 4 15 3 3
PD5 12 1 1
PD6 11 1 1
PD7 10 3 2
PD 8 10 0 0
PD9 3 3
PD 10 0 0
PD 11 1 1
DLB 1 10 1 1
DLB 2 2 2
DLB 3 5 3 4

Rs 0.12 0.165

BestimmtheitsmaR 0.0144 0.0272

p-Wert 0.696 0.591

Der p-Wert > 0.05, der geringe Korrelationskoeffizient nach Spearman und Bestimmheitsmaf3
(R?) deuten darauf hin, dass es keine statistisch relevante Korrelation zwischen Erkrankungs-
dauer und der Intensitat der a-Synukleinreaktivitéat der Nerven besteht. Daraus leitet sich ab,
dass die Nerven der Unterkieferspeicheldrise von der a-Synuklein-Pathologie unabh&ngig

von der Erkrankungsdauer betroffen zu sein scheinen.
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In keinem Fall der Kontrollgruppe wurde in den Farbungen weder mit dem Antikdrper pSer129
noch mit dem Antikdrper 10D2 mit Proteinase K-Vorbehandlung Immunreaktivitat festgestellt

bzw. es wurden keine a-Synukleinaggregate nachgewiesen.

3.3. Deskriptiver Befund mittels Auflichtmikroskopie (PET-
Blot)

In der PET-Blot Farbung erschien das Drisengewebe farblos und die immunreaktiven Struk-
turen dunkelblau. Das Driisengewebe erschien farblos, da bei der PET-Blot Farbung keine
Gegenfarbung durchgefuhrt wurde. Einzelne Zellen des Driisengewebes waren, im Gegensatz
zu der immunhistochemischen Farbung, nicht abzugrenzen. Bindegewebsstrukturen haben
vom NBT der Farbreaktion eine leicht braunliche Farbung bekommen. GefalRe, Ausfiihrungs-
gange und Schaltgdnge waren dadurch anhand der Lumina zu erkennen. Nur grol3e Nerven

waren mikroskopisch als Nerv identifizierbar.

Bei 12 der 14 Falle der Untersuchungsgruppe liel3en sich mittels PET-Blot Farbung sowohl mit
dem 10D2 als auch mit dem pSerl29 Antikérper immunreaktive Strukturen darstellen. Dies
waren die 12 Falle, die in der konventionellen Immunhistochemie ebenfalls positiv waren. So-
mit waren in 85% der mittels PET-Blot angefarbten Praparate immunreaktive Strukturen zu
erkennen. Die 2 Falle der Untersuchungsgruppe, bei denen mittels Immunhistochemie keine
a-Synukleinaggregate dargestellt werden konnten, waren auch in der PET-Blot Farbung, so-

wohl im primaren Schnitt als auch in spater angefertigten Stufenschnitten, negativ.

Wie in der Immunhistochemie prasentierte sich bei den PET-Blot Prapraten ein Befund aus
immunreaktiven Fasern (Lewy Neuriten) und immunreaktiven Nerven. Die immunreaktiven Fa-
sern kamen in dem Drisenparenchym zwischen Driisenazini, um die Schaltgdnge und in den
bindegewebigen Septen um die Ausfiihrungsgange und Gefal3e vor. Wie in der Immunhisto-
chemie waren die mittels PET-Blot sichtbar gemachten immunreaktiven Strukturen nicht

gleichmaRig im Drisengewebe verteilt.
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Abbildung 8: Typische Befunde der PET-Blot Farbung mit Antikérpern 10D2 und pSer129. Mit den roten Pfei-
len sind die immunreaktiven Nerven markiert. VergréRerung 100x

Im Vergleich zur Immunhistochemie prasentierten sich pro Gewebsschnitt allerdings deutlich
mehr immunreaktive Fasern. Die Nerven wiesen meistens auch eine intensivere Farbung auf,

als in der Immunhistochemie. Dies ist in der folgenden Grafik zu erkennen.

Grafik 1: a-Synukleinpathologie in Nerven der Glandula submandibularis bei PD/DLB: Vergleich der Intensitat
verschiedener Nachweismethoden und verschiedener Antikorper

Auch fur die im PET-Blot erhobenen Befunde wurde eine Korrelationsanalyse zwischen Er-
krankungsdauer der Patienten und der Bewertung des Nervenbefalls durchgefiihrt. Ein Patient
wurde aus der Korrelationsanalyse ausgeschlossen, da bei ihm der Zeitpunkt der Erstdiagnose

bzw. der Erkrankungsbeginn nicht festzustellen war.
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Tabelle 10: Korrelationsanalyse zwischen a-Synuklein-Immunreaktivitit der Nerven in PET-Blot Préparaten
und Erkrankungsdauer

Fallnum- Erkrankungsdauer PET Blot 10D2 PET Blot pS129
mer
PD1 24 4 3
PD 2 22 4 4
PD3 21 3 3
PD 4 15 4 4
PD5 12 3 1
PD6 11 2 2
PD 7 10 0 0
PD 8 10 3 2
PD9 8 2 4
PD 10 0 0
PD 11 2 2
DLB 1 10 3 2
DLB 2 9 4 2
DLB 3 4 2
Rs 0.371 0.372
BestimmtheitsmaR 0.137 0.138
p-Wert 0.212 0.211

Der p-Wert > 0.05, der geringe Korrelationskoeffizient nach Spearman und Bestimmheitsmalf3
(R?) deuten darauf hin, dass es keine statistisch relevante Korrelation zwischen Erkrankungs-
dauer und der Intensitat der a-Synukleinreaktivitat der Nerven besteht. Daraus leitet sich ab,
dass die Nerven der Unterkieferspeicheldriise von der a-Synuklein-Pathologie unabhéngig
von der Erkrankungsdauer betroffen zu sein scheinen. Dies stimmt Gberein mit den Ergebnis-

sen der konventionelen Immunhistochemie.

Mittels PET-Blot angefarbte Praparate wiesen haufiger Pigmentartefakte auf, namlich Forma-
linprazipitate. Dieses sind schwarze, dicke Punkte, die entweder einzeln oder in kleinen An-
sammlungen vorkommen. Obwohl Ansammlungen von Formalinprazipitaten sicher als Arte-
fakt zu identifizieren sind, erscheinen einzelne Formalinprazipitate sehr &hnlich zu den senk-
recht angeschnittenen immunreaktiven Fasern und sind 6fter mikroskopisch voneinander nicht

zu unterscheiden.

Alle mittels PET-Blot angefarbte Praparate der Kontrollgruppe wiesen keine immunreaktiven

Strukturen auf.
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3.4. Detektion der a-Synukleinaggregaten

Der durch Auswertung von 10 beliebigen Gesichtsfeldern bei 200x Vergrolierung erhobene
Score verbildlicht das Vorkommen der immunreaktiven Fasern (Lewy Neuriten) und der im-
munreaktiven Nerven im Drisengewebe bzw. das Vermogen von der verwendeten Methode,
die a-Synukleinaggregate in einzelnen Nervenzellfortsdtzen im Drisengewebe und in den Ner-
ven sichtbar zu machen. Die Score-Erhebung in immunhistochemische Farbung und PET-Blot
Farbung mit beiden Antikorpern wurde fur jeden Fall der Untersuchungsgruppe drei Mal an
drei verschiedenen Tagen durchgefihrt. Von den erhobenen Werten wurde jeweils der abge-
rundete Mittelwert bestimmt, sodass sich die in Tabelle 11 und der Grafik 2 aufgefiihrte Ergeb-
nisse ergaben.

Tabelle 11: Anzahl von in 10 Gesichtsfeldern identifizierten immunreaktiven Strukturen (Scores) bei verschie-
denen Alpah-Synuklein-Nachweismethoden

Fall IH 10D2 PK PET Blot 10D2 IH pS129 PET Blot pS129
PD1 28 75 30 40
PD 2 45 108 46 67
PD 3 16 52 30 12
PD 4 49 110 33 27
PD5 3 23 2 3
PD 6 11 38 10 18
PD 7 0 0 0 0
PD 8 30 45 22 40
PD 9 13 26 20 45
PD 10 0 0 0 0
PD 11 2 30
DLB 1 13 42 28 46
DLB 2 18 53 23 26
DLB 3 20 58 16 18
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Minimalwert
Erstes Quartil
Median
Drittes Quartil
Maximalwert
Q1-Minimum
Erstes Quartil
Median-Q1
Q3-Median

Maximum-Q3

Tabelle 12: Erlauterung zu Grafik 2

IH 10D2 PK PET Blot 10D2 IH pS129 PET Blot pS129

0 0 0 0
5 27 4.75 5.25
14.5 43.5 21 22
26 56.75 29.5 40
49 110 46 67
5 27 4.75 5.25
5 27 4.75 5.25
9.5 16.5 16.25 16.75
11.5 13.25 8.5 18
23 53.25 16.5 27

Grafik 2: Darstellung der Menge der sichtbar gemachten immunreaktiven Strukturen in Abhangigkeit von

Score

Nachweisverfahren und verwendeten Antikoérper
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Die vier erhobenen gepaarten Stichproben wurden auf Gleichheit des Lageparameters Uber-

pruft. Da die Stichproben nicht normalverteilt sind wurde der Friedman-Test verwendet. Der

mit diesem Test gemessene p-Wert betrug 0,000005. Die Stichproben sind also statistisch

signifikant unterschiedlich. Danach wurde der Willcoxon-Test durchgefihrt, um die Stichpro-

ben flr statistisch signifikante Unterschiede paarweise zu testen. Die mit dem Willcoxon-Test

erhobene p-Werte sind in der Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Willcoxon-Test Ergebnisse

Getestete Stichproben (Vergleich der Mange der der a-Synuk-

lein-Pathologie zwischen den Nachweisverfahren):

PET-Blot 10D2 und Immunhistochemie 10D2 mit PK

PET-Blot pSer129 und Immunhistochemie pSer129 mit PK

PET- Blot 10D2 und PET-Blot pSer129

Immunhistochemie 10D2 mit PK und Immunhistochemie pSer129 mit
PK

PET-Blot 10D2 und Immunhistochemie pSer129 mit PK

PET-Blot pSer129 und Immunhistochemie 10D2 mit PK

Daraus lasst sich folgende schlief3en:

p-Wert

0,002

0,061

0,006

0,581

0,002

0.083

1) In der PET-Blot Farbung mit dem Antikdrper 10D2 lassen sich statistisch signifikant

mehr Lewy Neuriten und immunreaktive Nerven sichtbar machen als in der konventi-

onellen Immunhistochemie mit demselben Antikorper und PK-Vorbehandlung.

2) Die PET-Blot Farbung detektiert statistisch signifikant mehr immunreaktiven Struktu-

ren mit dem Antikérper 10D2 als mit dem Antikorper fur phosphoreliertes a-Synuklein

pSerl29.

3) Mit der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikérper 10D2 lassen sich etwa

genauso viel immunreaktive Strukturen darstellen wie mit der immunhistochemische

Farbung mit dem Antikérper fur phosphoryliertes a-Synuklein pSer129.
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4) In der PET-Blot Farbung mit dem 10D2 Antikorper lassen sich statistisch signifikant
mehr a-Synukleinaggregate darstellen als in der konventionellen Immunhistochemie

mit Proteinkinase K mit dem pSer129 Antikdrper.

PET-Blot 10D2 e IHC 10D2
1000um | ‘ 1000pm ‘|
PET-Blot pSer129 Q IHC pSer129
| 1000pum l I 1000um‘. |
IHC 1002 || @ " IHC pSer129
\ | 100um | [—-ﬂl-m——l

groRerung. IHC = Immunhistochemie

Abbildung 9: Illustration der sichtbar gemachten immunreaktiven Strukturen in Abhéngigkeit von Nachweis-
verfahren und verwendeten Antikorper. Bilder 1-4 100x GesamtvergréRerung. Bilder 5 und 6 200x Gesamtver-
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AulRerdem wurde eine Korrelationsanalyse zwischen Erkrankungsdauer der Patienten und

den Scores durchgefihrt.

Tabelle 14: Korrelation des Scores der Anzahl von in 10 Gesichtsfeldern identifizierten immunreaktiven Struk-

Fall-
num.

PD 1
PD 2
PD 3
PD 4
PD5
PD 6
DLB 1
PD 7
PD 8
DLB 2
PD9
DLB 3
PD 10
PD 11

Erkrank. Dauer

24
22
21
15
12
11
10

Bestimmt
heitsmaf R?

p-Wert

turen zur Erkrankungsdauer

IH 10D2
PK

28
45
16
49

3
11
13
30
0
18
13
20
0
2
0.502
0.252

0.068

PET Blot
10D2

75
108
52
110
23
38
42
45
0
53
26
58
0
30
0.501
0.251

0.068

IH pS129
PK

30
46
30
33
2
10
28
22
0
23
20
16
0
3
0.637
0.405

0.014

PET Blot pS129

40
67
12
27
3
18
46
40
0
26
45
18
0
3
0.357
0.127

0.210

Der niedrige Korrelationskoeffizient nach Spearman und Bestimheitsmalf? (R?) sowohl mit Im-

munhistochemie als auch mit PET-Blot Farbung erhobenem Befund deuten darauf hin, dass

kein Zusammenhang zwischen der Erkrankungsdauer und der detektierten a-Synuklein-Pa-

thologie im Driisengewebe besteht.
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3.5. Mindestflache der Speicheldriisenbiopsie

Die GroRe der Biopsie ist ein entscheidender Parameter. Um eine fir die Diagnosestellung
ausreichende MindestgroRRe bzw. Mindestflache einer Biopsie einzuschatzen, wurde die Aus-
wertung mittels 10 beliebiger Gesichtsfelder bei 200x Vergré3erung, der mit PET-Blot und
Immunhistochemie angefarbten Préparate der Untersuchungsgruppe unternommen (ausfthr-
lich erlautert in Auswertung mittels Durchlichtmikroskops (3.3.6.3) und Auswertung mittels Auf-
lichtmikroskops (3.3.7.4)). Genauer gesagt wurde mit dieser Auswertungsmethode die Min-
destflache des mit Biopsie gewonnenen, histologisch angefertigten Gewebsschnittes, das mik-
roskopisch ausgewertet werden muss, um sicher eine Diagnose stellen zu kénnen, einge-
schatzt. Zunachst wurde aufgezahlt, in wie vielen der 10 Gesichtsfelder eine sicher zur Diag-
nose fihrende Pathologie zu erkennen war. Als sicher zur Diagnose filhrende Pathologie
wurde ein Vorhandensein von mindestens einem sicher zu identifizierenden immunreaktiven
Nerven und/oder immunreaktiven Fasern festgelegt. Da bei der PET-Blot Farbung die Gefahr
besteht, senkrecht angeschnittene Lewy-Neuriten mit den Formalinprazipitaten zu verwech-
seln, wurden nur tangential angeschnittene, sicher als Lewy-Neuriten zu identifizierenden
Strukturen berilicksichtigt. Der oben beschriebene Schritt wurde drei Mal an drei verschiede-
nen Tagen durchgefihrt. Von den erhobenen Werten wurde jeweils der abgerundete Mittelwert

bestimmt, sodass sich die in Tabelle 15 aufgeflihrten Ergebnisse ergaben.

Tabelle 15: Anzahl der Gesichtsfelder bei 200x VergroRerung, die eine sichere Diagnose der a-Synuklein Pa-
thologie in der autoptischen glandula submandibularis von PD/DLB-Patienten ermdglichten. Bzw. Anzahl der
positiven Gesichtsfelder fir jeweilige Methode

Fall IH 10D2 PK | PET Blot 10D2 IH pS129 PET Blot pS129
PD1 7 10 7 7
PD 2 10 10 9 7
PD 3 6 8 7 4
PD 4 9 10 9 8
PD 5 2 6 2 2
PD 6 5 6 5 4
PD 7 0 0 0 0
PD 8 8 8 7 7
PD 9 4 5 5 7
PD 10 0 0 0 0
PD 11 3 6 4 3
DLB 1 4 7 7 6
DLB 2 6 10 5 7
DLB 3 8 8 8 7
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Grafik 3: Grafische Darstellung der in Tabelle 15 aufgefiihrten Daten.
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Anschlieend wurde ausgerechnet, wie viele Gesichtsfelder benétigt werden, um auf eine si-
cher zur Diagnose filhrende Pathologie mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% zu
treffen. Da in zwei Fallen gar keine Immunreaktivitat festzustellen war bzw. die Anzahl der
positiven Gesichtsfelder O war, konnte fur die diese Anzahl bendtigter Gesichtsfelder nicht

berechnet werden.

Tabelle 16: Anzahl benétigten Gesichtsfeldern fur jeweilige Methode, um auf eine sicher zur Diagnose fiihrende
Pathologie mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% zu treffen

Fall IH 10D2 PET B 10D2 IH pS129 PET B pS129
PD1 3 1 3 3
PD 2 1 1 2 3
PD 3 4 2 3 6
PD 4 2 1 2 2
PD 5 14 6 14 14
PD 6 5 4 5 6
PD 8 2 2 3 3
PD 9 6 5 5 3
PD 11 8 4 6 8
DLB 1 6 3 3 4
DLB 2 4 1 5 3
DLB 3 2 2 2 3
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Die Flache eines Gesichtfeldes in dem Durchlichtmikroskop mit 200x Gesamtvergrof3erung
war mit der in dem Auflichtmikroskop gleich und betrug 1,131mm2. Anhand der Flache eines
Gesichtfeldes und der Anzahl der Gesichtfelder, die bendétigt werden, um auf eine sicher zur
Diagnose fuhrende Pathologie mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% zu treffen,
wurde fur die jeweilige Methode die Mindestflache des Unterkieferspeicheldriisengewebes be-
stimmt, die in einer Biopsie notwendigerweise enthommen werden misste, um auf eine mit
Sicherheit zur Diagnose fuhrenden Pathologie zu treffen. Es ergaben sich folgende Ergeb-

nisse:

Tabelle 17: Mindestflache einer Biopsie in mm?

Fall IH 10D2 PK PET Blot IH pS129 PK PET Blot pS129
10D2
PD1 3.393 1.131 3.393 3.393
PD 2 1.131 1.131 2.262 3.393
PD 3 4.524 2.262 3.393 6.786
PD 4 2.262 1.131 2.262 2.262
PD5 15.834 6.786 15.834 15.834
PD 6 5.655 4.524 5.655 6.786
PD 8 2.262 2.262 3.393 3.393
PD9 6.786 5.655 5.655 3.393
PD 11 9.048 4.524 6.786 9.048
DLB 1 6.786 3.393 3.393 4.524
DLB 2 4.524 1.131 5.655 3.393
DLB 3 2.262 2.262 2.262 3.393
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Grafik 4: Mindestfl&che einer Biopsie, die fiir die Diagnose ausreichend ist
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Die vier erhobenen gepaarten Stichproben wurden auf Gleichheit des Lageparameters Uber-
pruft. Da die Stichproben nicht normalverteilt sind, wurde der Friedman-Test verwendet. Der
mit diesem Test gemessene p-Wert betrug 0,001. Also unterscheiden sich die Stichproben
voneinander statistisch signifikant. Danach wurde fir die paarweise Testung der Stichproben
fur statistisch signifikante Unterschiede der Willcoxon-Test durchgefuihrt. Die mit dem Will-

coxon-Test erhobenen p-Werte sind in der Tabelle 18 aufgefihrt.
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Tabelle 18: Willcoxon-Test Ergebnisse

Getestete Stichproben p-Wert
PET-Blot 10D2 und Immunhistochemie 10D2 mit PK 0,007
PET-Blot pSer129 und Immunhistochemie pSer129 mit PK 0,393
PET- Blot 10D2 und PET-Blot pSer129 0,007

Immunhistochemie 10D2 mit PK und Immunhistochemie pSer129 | 0,719
mit PK

PET-Blot 10D2 und Immunhistochemie pSerl129 mit PK 0,011

PET-Blot pSer129 und Immunhistochemie 10D2 mit PK 0,473

Aus der Grafik 4 und der Tabelle 18 erschliel3t sich folgendes:

1) Die Werte der Biopsie-Mindestflache fiir PET-Blot Farbungen mit dem Antikérper 10D2
sind statistisch signifikant kleiner, als die fiir immunhistochemische Farbungen sowohl
mit dem gleichen Antikdrper als auch mit dem pSer129 Antikérper und die fiir PET-Blot
Farbungen mit dem pSerl129 Antikorper.

2) Die Werte der Biopsie-Mindestflache fiir PET-Blot Farbungen mit dem Antikorper
pSerl29 sind tendenziell grél3er, als die fur immunhistochemische Farbungen mit dem

gleichen Antikérper, aber nicht statistisch signifikant.

3) Zwischen den Stichproben fur die immunhistochemischen Farbungen mit den beiden

Antikdrpern ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied.

Um aus den erhobenen Daten eine Schlussfolgerung bezogen auf die fur die sichere Diagno-
sestellung bendtigte Mindestflache einer Biopsie zu machen, wurde fir jede Stichprobe ein
Konfidenzintervall mit dem Konfidenzniveau 95% bestimmt. Die obere Grenze des einseitigen
95% Konfidenzintervall wird als die Mindestflache des Unterkieferspeicheldriisengewebes
vorgeschlagen, die notwendigerweise ausgewertet werden misste, um eine sichere Diagnose
zu stellen. Die eingeschatzten Werte der Mindestflache einer Biopsie fiir jede Nachweilime-

thode sind in der Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Tabelle 19: Mindestflache einer Biopsie: Obere Grenze des einseitigen 95% Konfidenzintervall bei unbekannter

Varianz
IH 10D2 PK PET-Blot IH pSer129 PET-Blot
10D2 pSer129
Eingeschatzte 11,87 6,63 10,81 9,60

Mindestflache

(mm?)

——W—= 2=
Ty
incres Devon'

el

Abbildung 10: Visuelle Représentation der eingeschétzten Biopsie Mindestflache fur Aggregatdetektion mittels
PET-Blot mit dem Antikorper 10D2.

Um zu verdeutlichen, dass die a-Synukleinaggregate mit den entsprechenden Methoden nicht
ausschlieRlich in den Nerven detektierbar sind, wurde ermittelt, in wie vielen der ausgewerte-
ten Gesichtsfelder nur immunreaktiven Nerven vorkamen bzw. wie viele Gesichtsfelder nur
anhand des Vorhandenseins immunreaktiven Nerven als positiv bewertet wurden. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 20 zu sehen. Zwei Falle aus der Untersuchungsgruppe, die keine Immun-
reaktivitdt aufwiesen, wurden nicht in der Tabelle 20 aufgefiihrt um den Mittelwert nicht zu

verschieben.

Aus der Tabelle 20 wird klar, dass unabhéngig von der Nachweismethode nur einige Gesichts-

felder ausschlieRlich immunreaktive Nerven enthielten. Jedoch wurden in den 10D2-gefarbten
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PET-Blot-Prapararaten solche Gesichtsfelder am wenigsten identifiziert. Dies spricht dafur,
dass a-Synukleinaggregate nicht auf gréRere Nerven beschrankt sind und in den kleinen Neu-

riten des Drusenparenchyms in einer signifikanten Menge nachweisbar sind.

Tabelle 20: Nur wegen Vorhandensein immunreaktiven Nerven als positiv bewertete Gesichtsfelder

Fall IH 10D2 PK IH pS129 PET Blot PET Blot pS129
10D2
PD1 2 1 0 1
PD 2 1 0 1 1
PD3 1 0 0 1
PD 4 1 2 0 1
PD 5 1 1 0 0
PD 6 0 1 1 1
PD 8 1 1 0 0
PD9 1 0 0 0
PD 11 2 2 2 2
DLB 1 2 2 0 1
DLB 2 0 1 1 1
DLB 3 0 0 1 0
Summe 13 11 6 9

4. Diskussion

Zurzeit ist bei Patienten mit klinischem Verdacht auf die Parkinson-Krankheit oder Lewy-Kor-
perchen-Demenz eine neuropathologische Bestatigung fur die definitive Diagnose erforderlich.
Dabei handelt es sich um einen histopathologischen Nachweis von a-Synukleinaggregaten im
autoptischen Hirngewebe (GELB et al., 1999). Dies bedeutet, dass eine definitive Diagnose
erst post mortem gestellt werden kann. Bei a-Synukleinaggregations-Krankheiten kommen a-
Synukleinaggregate neben dem zentralen Nervensystem auch im peripheren vegetativen Ner-
vensystems vor (KLINGELHOEFER, REICHMANN, 2015). Dazu z&hlen beispielsweise die
vasoaktiven intestinalen Polypeptid (VIP)-Neuronen des Auerbach’schen Plexus
(WAKABAYASHI et al., 1990). Dies kann fur die Diagnostik von noch lebenden Patienten von

grof3er Bedeutung sein, da Nerven des peripheren vegetativen Nervensystems prinziopiell fur
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eine zur sicheren Diagnose fiihrende neuropathologische Untersuchung des Patienten durch
eine Organbiopsie gewonnen werden kdnnen. Dabei kristallisieren sich zwei wesentliche Fra-
gen heraus: Welches Organ ist fur eine solche Biopsie geeignet und welche Methode soll flr

den neuropathologischen Nachweis von a-Synukleinaggregaten benutzt werden?

a-Synuklein-Ablagerungen wurden seit der zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts im peri-
pheren autonomen Nervensystem von Parkinson-Patienten beschrieben (WAKABAYASHI et
al., 1988). Dies hat die Suche nach peripheren Geweben angeregt, in denen die a-Synuklein-
Pathologie als Biomarker fur die Krankheiten dienen kénnte. Leicht zugangliche Stellen wie
die Haut, der Magen-Darm-Trakt und seit kurzem auch die Glandula submandibularis kommen
in Betracht. Da Parkinson-Patienten gastrointestinale Symptome aufweisen und sich eine
groRe Allgemeinbevélkerung der Darmkrebs-Vorsorgeuntersuchung unterzieht, wurde den
Kolonbiopsien zur Diagnose von PD viel Aufmerksamkeit gewidmet. Die meisten Studien wur-
den mit dem immunhistochemischen Nachweis von posttranslational an Serin 129 phospho-
ryliertem a-Synuklein durchgefuhrt, ohne nicht aggregiertes a-Synuklein enzymatisch zu ver-
dauen. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Studien waren sehr unterschiedlich. Je nach Studie
zeigten 12% bis 70% der der Untersuchungsgruppe zugehdrigen Probanden eine positive im-
munhistochemische Farbung von phosphoryliertem a-Synuklein. (LEBOUVIER et al., 2010;
HILTON et al., 2014). Dartiber hinaus berichteten einige Studien Giber den Nachweis von phos-
phoryliertem a-Synuklein im Darm-Nervensystem von normalen alteren Menschen (BOTTNER
et al., 2012; STOKHOLM et al., 2016). Die Untersuchungen der Hautbiopsien lieferten eben-
falls uneinheitliche Ergebnisse. Auch hier wurde die Mehrzahl der Studien mit dem Antikérper
pSerl29 ohne Verdauung des nicht aggregierten a-Synukleins durchgefuhrt. Die Ergebnisse
variierten. Wahrend Autoren von Studien zu Hautbiopsien aus oberen Gliedmal3en eine posi-
tive Farbung bei 100% der Probanden feststellten (ZANGE et al., 2015), zeigten die Ergeb-
nisse der Brust- und Beinbiopsien ein anderes Bild: nur zwei aus 38 PD-Patienten wiesen eine
positive Immunreaktion auf (HAGA et al., 2015). Des Weiteren berichteten andere Studien
tber kein immunhistochemisch detektierbares phosphoryliertes a-Synuklein in der Haut von
postmortalen PD-Patienten (BEACH et al., 2010; GELPI et al., 2014). Bei der Beurteilung der
Haut am Rucken, des distalen und proximalen Beins berichteten Doppler et al. Gber den im-
munhistochemischen Nachweis von phosphoryliertem a-Synuklein bei 16 von 31 PD-
Patienten (DOPPLER et al., 2014). Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergeb-
nisse der Hautbiopsie-Studien konnte der Verlust von autonomen Nerven in der Haut einiger
PD-Erkrankten sein (LEE et al., 2017). Aus der Datenlage wird klar, dass Colon und Haut,
obwohl gut zugéangig fur eine Biopsie, keine geeigneten Stellen fur iPD Diagnostik mittels Bi-

opsieentnahme zum a-Synukleinaggregatnachweis sind.
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Im Vergleich zu Haut- und Dickdarmgewebe zeigten autoptische Gl. submandibularis-studien
einheitliche Ergebnisse mit einer htheren Pravalenz von phosphorylierten a-Synuklein-Abla-
gerungen (siehe Tabelle 21). Dies hat uns dazu bewogen, die Unterkieferspeicheldriise als
Biopsiestelle fir den Nachweis von a-Synukleinaggregaten fiur die Parkinson Diagnostik zu

untersuchen.

Von 27 Patienten, die in der vorliegenden Studie analysiert wurden, erhielten finf Patienten
eine falsche klinische Diagnhose. In einem Fall war die initiale Diagnose falsch und erst nach
drei Jahren erfolgloser Therapie wurde die richtige Diagnose gestellt. Dies gibt einen Hinweis
darauf, dass die klinische Diagnosestellung von iPD und DLB derzeit u.U. fehlerbehaftet und
die Abgrenzung von iPD und dem sekundaren Parkinson Syndrom im Rahmen einer anderen

Krankheit komplex ist.
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Tabelle 21: Autopsie Studien, die das Vorkommen von a-Synukleinaggregaten in der Unterkieferspeicheldriise
untersucht haben

Studie | Untersu- Kon- Farbung Methode Positive Farbung
chungsgr. trollgr.
9 : UG KG
Del Tre- | PD(9) | N.E(19) | 'HCmitmonokiona- PD 9/9 0/19
dici lem Maus-Antikorper
ILBD (3) . . ILBD 2/3
2010 anti-syn-1; (Klon 42,
MSA (2) BD Biosciences) Vor- | MSA 0/2
behandlung: 100%
Ameisensaure fur
3min
Beach PD (28) MSA (2) THC mit anti a-Syn PD 28/28 PSP 3/5
2013 | | Bp(s) | psp(s) | PhosphoryliertanSerin | ghgs | ADLB 3/22
129 Antikorper
CBD (3) Gefrorenes | AD ohne LB
Vorbehandlung: Pro- Gewebe PD 0/16
ADLB . . .
teinase K* fir 20 min 17/28
(22) CBD 0/3
AD (16) MSA 0/2
N.E (50) N.E 0/50
Beach PD (46) MSA (2) IHC mit anti a-Syn PD 42/47 MSA 0/2
2016 phosphoryliert an Serin

DLB(28) A CBD(2) DLB 20/28 CBD 0/2

129 Antikorper Vorbe-

ILBD(9) | PSP(1D) |\ iiing: 1:100 Pro- ILBD 1/9 PSP 0/12

ADLB AD (15) teinase K bei 37° C fur | ADLB 4/33 AD 0/15
(33) N.E. (79) 20 Minuten Total 91% | N.E.0/79
Darstellung: UG = Untersuchungsgruppe; KG = Kontrollgruppe; N.E = normale Erwachsene; MSA = Multisystem-
atrophie; ILBD = incidental Lewy Body Disease; AD = Alzheimer-Demnz; ADLB = Alzheimer’s Disease with Lewy
Bodies (Alzheimer Demenz mit Lewy Korperchen); PSP = Progressive Supranuclear Palsy (Progressive su-

pranukleare Blickparese);
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4.2. Die Unterkieferspeicheldrise als geeignetes Organ flr
eine Biopsie mit neuronalem Gewebe

Die Unterkieferspeicheldriise ist relativ oberflachlich gelegen, da sie hautwarts nur vom
Platysma und Fascia cervicalis superficialis Uberdeckt wird. Sie ist einfach zu lokalisieren und
fur eine Nadelbiopsie gut zugangig. Eine Stanzbiopsie der Unterkieferspeicheldriise ist ein
vergleichsweise simples Verfahren mit geringen Komplikationsraten, welches unter ortlicher
Betdubung durchgefuhrt werden kann. Entsprechend kann die Biopsie der Unterkieferspei-
cheldriise ohne gréRere Schwierigkeiten als routinemafige Diagnostikmalinahme einer neu-
rologischen Abteilung eingefiihrt werden. Eine Unterkieferspeicheldriisenbiopsie zur iPD- oder
DLB-Diagnostik muss neuronales Gewebe enthalten. Die durchgefiihrten Farbungen mit dem
Neurofilament-Antikdrper verdeutlichten, dass das Driisenparenchym reichlich mit Nerven und
einzelnen Nervenzellfortsatzen durchwirkt ist. Im Gegensatz zum Colon sind die Nervenfasern
in der Glandula submandibularis nicht hauptsachlich in Plexus (wie beispielsweise in Plexus
submucosus in Colon) gesammelt, sondern gleichmafig im gesamten Organ verteilt. Dies
lasst annehmen, dass in Rahmen der Unterkieferspeicheldriisenbiopsie neuronale Strukturen
getroffen und entnommen werden. Damit ist die Unterkieferspeicheldriise ein geeignetes Or-

gan fur eine Biopsie von Strukturen des peripheren vegetativen Nervensystems.

4.3. Methode der Wahl

Zum Nachweis von a-Synukleinaggregaten stehen einige Methoden zur Verfiigung. Von be-
sonderem Interesse war die PET-Blot Methode, da es bis dato keine anderen Studien gibt, die
den Nachweis von a-Synukleinaggregaten in der Unterkieferspeicheldriise mittels PET-Blot
Farbung untersucht haben. Obwohl die PET-Blot Farbung in der Prion-Krankheit-Forschung
zum Nachweis von pathologischen Prioproteinaggregaten entwickelt wurde, wird sie zurzeit
zur neuropathologischen Diagnosestellung anderer neurodegenerativer Erkrankungen, bei
welchen die Proteinaggregation der zugrunde liegende Pathomechanismus ist, routinemaRig
verwendet. In durchgefihrten Studien mit Hirngewebe von Patienten mit Prionkrankheiten
wurde gezeigt, dass der PET-Blot die sensitivste topographische Nachweismethode fiir Pro-
teinaggregate ist (SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000). In dieser Arbeit wurden konventionelle

Immunhistochemie sowie PET-Blot verwendet und miteinander verglichen.

Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.4. ,Detektion der a-Synukleinaggregate” entstehen zwei we-
sentliche Schlussfolgerungen: Erstens erméglicht es die PET-Blot Farbung mehr Aggregate

zu detektieren als es die konventionelle Immunhistochemie erlaubt. Dies kann z.B. dadurch
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erklart werden, dass an den bei der konventionellen Immunhistochemie verwendeten Glasob-
jekttragern die Aggregate deutlich schwacher gebunden werden als an die Nitrozellulose-
membran, sodass mehrere, vor allem kleinere Aggregate, verdaut oder weggespllt werden.
DarUber hinaus ermdglicht der PET-Blot eine deutlich bessere Epitopfreilegung durch eine
hohere Proteinase-K Konzentration als bei der Immunhistochemie und eine langere Vorver-
dauungszeit. Eine hthere Proteinase-K Konzentration und eine langere Verdauung lésen bei
immunhistochemischen Farbungen auf Glasobjekttragern den Schnitt ab und sind deswegen
nicht moglich. Die Nachteile der PET-Blot-Farbung im Vergleich zur konventionellen Immun-
histochemie sind eine schlechtere anatomische Auflosung und das Auftreten von Artefakten

(Formalin-Prazipitaten), die manchmal mit der Immunreaktion verwechselt werden kdnnen.

Zweitens konnen offensichtlich nicht alle a-Synukleinaggregate mit dem Antikdrper gegen
phosphoryliertes a-Synuklein detektiert werden. Dies stimmt tGberein mit in der Literatur zu
findenden Ergebnissen der PET-Blot Farbungen von Gehirnpraparaten bei Patienten, welche
an Parkinson oder der Lewy-Kdrperchen-Demenz erkrankt waren. Mithilfe der PET-Blot-
Methode wurde eine signifikante Menge kleinerer a-Synukleinaggregate im gesamten Cortex
entdeckt. Diese waren in der Immunhistochemie nicht sichtbar gewesen. Die kleinen Aggre-
gate waren prasynaptisch lokalisiert und es wurde hypothetisiert, dass eine dadurch entstan-
dene synaptische Dysfunktion fir die Erkrankungserscheinungen verantwortlich ist. Nur eine
begrenzte Anzahl synaptischer a-Synukleinaggregate wies Immunreaktivitat in Farbungen mit
dem Antikdrper gegen phosphoryliertes a-Synuklein auf, wohingegen alle Lewy-Kdrper mit
beiden Antikérpern markiert werden konnten. Basierend auf diesen Ergebnissen lief3 sich die
Hypothese aufstellen, dass nicht alle a-Synukleinaggregate die phosphorylierte Form des Pro-
teins enthalten (SCHULZ-SCHAEFFER, 2010, 2015). Eine weitere mdgliche Erklarung ist,
dass aufgrund der spezifischen Struktur in einigen Aggregaten die Epitope fir den Antikorper
gegen phosphoryliertes a-Synuklein nicht zuganglich sind und diese Aggregate bei Immunre-
aktionen mit diesem Antikorper unmarkiert bleiben. Unabhéngig von der zugrundeliegenden
Ursache sollten mittels PET-Blot mit einem Antikdrper gegen posttranslational unveranderte
(z.B. 10D2) statt posttranslational modifizierte a-Synukleinaggregate als spezifische Patholo-
gie bei iPD oder DLB definiert werden. Dies macht die PET-Blot Farbung mit dem Antikorper

10D2 zur Methode der Wahl fir den Nachweis von a-Snyukleinaggregaten.

Bei den Scores von immunchemisch gefarbten Schnitten mit dem Antikdrper 10D2 verglichen
mit gefarbten Schnitten mit dem Antikorper pSer129 ergaben sich keine statistisch relevanten
Unterschiede, was hauptséachlich auf eine unzureichende Epitopfreilegung bei der konventio-

nellen Immunhistochemie zurtickzufiihren ist.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass die PET-Blot Farbung in der Lage ist, deutlich mehr
Proteinaggregate zu visualisieren als die konventionelle Immunhistochemie. Nicht alle a-
Synukleinaggregate lassen sich mit dem Antikérper gegen phosphoryliertes a-Synuklein nach-
weisen. Daher soll fur die neuropathologische Diagnosestellung ein Antikérper gegen a-
Synuklein benutzt werden, der alle a-Synukleinaggregate erkennt und der keine Kreuzreakti-

vitat gegen Driisenstrukturen erzeugt.

4.4, Pravalenz und Korrelation zur Erkrankungsdauer

Bei 12 Patienten der aus 14 Patienten bestehenden Untersuchungsgruppe wurden a-Synuk-
leinaggregate in der Unterkieferspeicheldriise sowohl mit der PET-Blot Farbung als auch mit
der konventionellen Immunhistochemie nachgewiesen. Diese 12 Patienten gliederten sich wie
folgt auf: 3 Patienten mit der neuropathologisch gesicherten Diagnose DLB sowie 9 Patienten
mit neuropathologisch diagnostiziertem idiopathischem Parkinson. Somit wurden bei etwa
86% der Patienten der Untersuchungsgruppe die a-Synukleinaggregate festgestellt. Aufgrund
der Grof3e der Untersuchungsgruppe ist es nicht moglich, eine gesicherte Aussage Uber die
Pravalenz der a-Synuklein-Ablagerungen in der Unterkieferspeicheldriise bei Patienten mit
iPD oder DLB zu machen. Dennoch ist aus weiteren Studien mit einer héheren Anzahl von
Patienten zu entnehmen, dass der Anteil von Patienten mit erkannten a-Synukleinaggregaten
bei etwa 90% fir iPD und 70% fir DLB liegt (BEACH et al., 2013; BEACH et al., 2016). Es ist
wichtig zu erwahnen, dass die genannten Studien von Beach mit konventioneller Immunhisto-
chemie mit Antikbrper gegen phosphoryliertes a-Synuklein pSer129 durchgefiihrt wurden.
Demnach konnte die angegebene Prévalenz von dem realen Wert abweichen. Eine sichere
Aussage uber die Pravalenz der a-Synukleinaggregate in der Unterkieferspeicheldriise erfor-
dert eine Studie mit einer groRen Anzahl von Patienten und die Verwendung der PET-Blot
Farbung mit dem Antikérper 10D2 zur Detektion der meisten Aggregate. In zwei Féllen der
Untersuchungsgruppe lieBen sich weder mit konventioneller Immunhistochemie noch mit der
PET-BIlot Farbung a-Synukleinaggregate darstellen. Dabei handelt es sich um zwei Patienten
mit pathologisch gesicherter Parkinson-Krankheit. Die beiden Patienten hatten einen friheren
Erkrankungsbeginn, einen schnelleren progredienten Verlauf und sind in einem jingeren Alter
verstorben, als die restlichen Patienten der Untersuchungsgruppe. Dies lasst vermuten, dass
es sich bei der Krankheit dieser Patienten um eine durch Genmutation verursachte Parkin-
sonerkrankung handeln kénnte. Uber ein dhnliches Ergebnis berichtet Beach in seiner Studie.
Er gibt an, dass die Patienten, bei denen die Unterkieferspeicheldriisen frei von pathologi-
schem a-Synuklein waren, eine kiirzere Erkrankungsdauer hatten, macht allerdings keine An-
gaben zu dem Erkrankungsbeginn oder dem Alter dieser einzelnen Patienten (BEACH et al.,

2016). Die Auspragung der Genmutation kdnnte sich auf ZNS-Neurone begrenzen — dadurch
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konnte sich der fehlende Nachweis von a-Synukleinaggregaten in der Unterkieferspeichel-
drise erklaren. In einer weiteren Studie wird berichtet, dass das Vorkommen von a-Synukle-
inaggregaten im ENS bei Patienten mit PD von SNCA-Genvarianten abhangig sein kann. Die
Autoren zeigten beispielsweise, dass die langeren SNCA-REP1-Allele nicht mit einer positiven

a-Synuklein-Immunfarbung in der ENS assoziiert waren (CHUNG et al., 2018).

Bei keinem Patienten der Kontrollgruppe liel3en sich a-Synukleinaggregate in der Unterkiefer-
speicheldriise nachweisen. Dies stimmt ebenfalls Uberein mit den Ergebnissen groRerer Stu-
dien, die gezeigt haben, dass Patienten ohne Parkinson-Krankheit oder Lewy-Kérperchen De-
menz keine a-Synukleinaggregate in der Unterkieferspeicheldriise aufweisen (BEACH et al.,
2013; BEACH et al., 2016). Das Durchschnittsalter der Patienten in der Kontrollgruppe und
der Untersuchungsgruppe war ungefahr gleich. Die Kontrollgruppe umfasste Patienten mit kli-
nisch schwer von iPD unterscheidbaren Diagnosen wie PSP, FTD, MSA oder CBD. Die Ab-
wesenheit von a-Synukleinaggregate n in der Unterkieferspeicheldriise bei Patienten mit die-
sen Erkrankungen spricht dafiir, dass die Biopsie der Unterkieferspeicheldriise nicht nur bei
der Diagnose der Parkinson-Krankheit oder der DLB eine grol3e Rolle spielt, sondern auch fur
andere, sich klinisch &hnlich zur iPD prasentierenden neurodegenerativen Krankheiten rele-
vant sein kénnte. Von einer besonderen Bedeutung war der Patient der Kontrollgruppe mit der
neuropathologisch gesicherten Diagnose MSA, da MSA auch zu den Synuklein-Aggregations-
krankheiten gehort. Bei diesem Patienten wurden wie bei allen anderen Patienten der Kon-
trollgruppe keine a-Synukleinaggregate in der Unterkieferspeicheldriise festgestellt. Andere
Autoren beschreiben ebenfalls die Abwesenheit von a-Synukleinaggregate n in der Unterkie-
ferspeicheldrise bei MSA Patienten (BEACH et al., 2016). In den wenigen Studien, in welchen
das Vorkommen von a-Synukleinaggregate n in Darm-ENS bei MSA Patienten beschrieben
wurde, wurde konventionelle Immunhistochemische Untersuchungenmit Antikbrpern gegen
phosphoryliertes a-Synuklein ohne Proteinase K-Vorbehandlung verwendet (POUCLET et al.,
2012; CHUNG et al., 2016). Bei fehlendem Proteinase-K Vorverdau handelt es sich bei der
beschriebenen Immunreaktivitat nicht sicher um a-Synukleinaggregate. Dies macht die Ergeb-

nisse dieser Studien angreifbar.

Es wurde eine Korrelationsanalyse zwischen der Auspragung des Befalls der Unterkieferspei-
cheldrise mit a-Synukleinaggregaten (als Score quantifiziert) und der Erkrankungsdauer er-
stellt. Aus der Uberlegung heraus, dass a-Synukleinaggregate durch retrograden axonalen
Transport aus dem ZNS in die Drise einwandern kénnten (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER,
2007; MAHLKNECHT et al., 2015; BRUNDIN, MELKI, 2017), wurde eine Korrelationsanalyse
zwischen der Erkrankungsdauer und der Intensitat der a-Synukleinpathologie in der Glandula
submandibularis durchgefiihrt. Bei beiden Analysen ergab sich unabhangig von der Nachweis-

methode keine Korrelation. Beach zeigte in seiner Studie ebenfalls keine Korrelation zwischen
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Erkrankungsdauer und Ablagerungsdichte (BEACH et al., 2016). Eine fehlende Korrelation
lasst mehrere Fragen offen, aber spricht dafiir, dass eine Biopsie zu Diagnosezwecken theo-
retisch auch im Frihstadium der Erkrankung durchgefuhrt werden kénnte. Dabei ist es wichtig
zu erwahnen, dass die Erkrankungsdauer ab dem Zeitpunkt der Erstmedikation berechnet
wird. Der Zeitpunkt der Erstdiagnose ist einerseits abhangig von der Kompetenz des Arztes,
aber auch andererseits davon wie friih der Patient symptomatisch wird und Hilfe aufsucht. Der
tatsachliche Erkrankungsbeginn geht der Erstdiagnose i.d.R. Jahre voraus. Dies erschwert es,

eine richtige bzw. reale Korrelationsanalyse durchzuftihren.

4.5. Biopsie-Mindestflache

In den bereits durchgefiihrten Studien zur PD/DLB Diagnostik mittels a-Synukleinaggregat-
Nachweis in der Unterkieferspeicheldrise wurde die Frage der Biopsiegrof3e nie grundlich
untersucht, obwohl die GréRe der Biopsie ein entscheidender Parameter fur die Durchfiihr-
barkeit der Untersuchung ist. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die
MindestgroRe der Biopsie von der Nachweismethode und dem verwendeten Antikorper ab-
hangt. Die Mindestgré3e der Biopsie, die fur die PD- oder DLB-Diagnose durch den Nachweis
von a-Synukleinaggregaten mit dem 10D2-PET-Blot erforderlich ist, ist etwa halb so grol3 wie
die GroRRe des Gewebes, das fiir den Nachweis von phosphorylierten a-Synuklein-Ablagerun-
gen entweder mit IHC- oder PET-Blot durch pSer129 Antikorper erforderlich ist. Dies stimmt
Uberein mit den Score-ergebnissen, und beruht darauf, dass die PET-Blot Farbung mit dem
10D2 Antikorper in der Lage ist mehr a-Synukleinaggregate zu detektieren als die konventio-
nelle Immunhistochemie und, dass mdglicherweise nicht alle a-Synukleinaggregate die phos-
phorylierte Form vom a-Synuklein enthalten. Die ausgerechnete Mindestgewebsflache fir die
Detektion der a-Synuklein-Pathologie mit der PET-Blot Farbung und dem 10D2 Antikorper
betragt 6,63 mm2. Ein Gewebsstiick mit einer solchen Schnittflache kann problemlos mit einer
konventionellen Nadelbiopsie gewonnen werden. Dies spricht dafir, dass die Dichte der mit
der PET-Blot Farbung detektierbaren a-Synukleinaggregate in der Unterkieferspeicheldriise
hoch genug ist, um dieses Organ als Biopsie-Zielort fur die Diagnostik vom Morbus Parkinson
oder der Lewy-Korperchen Demenz zu verwenden. Um die phosphorylierte a-Synuklein-Ab-
lagerungen mittels Immunhistochemie mit dem pSer129 Antikorper zu detektieren ist hinge-
gen eine Gewebs-Mindestflache von etwa 11 mm?2 nétig. Durch diese Erkenntnisse kdnnen
einige Unterschiede in den Ergebnissen von bereits durchgefiihrten Studien zur PD/DLB Di-
agnostik mittels a-Synuklein-Aggregatnachweis in den Unterkieferspeicheldrisen erklart wer-
den. Zum Beispiel zeigten weniger iPD und DLB Falle positive Farbung in Studien, die mit
Biopsie-Gewebe durchgefihrt wurden als die, in den Autopsie-Studien (siehe Tabelle 22). Da

diese Studien ausschlie3lich mit pSer129-Immunhistochemie durchgefiihrt wurden, kénnte
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dies unter anderem dadurch erklart werden, dass die Grof3e des mittels einer Nadelbiopsie
gewonnenen Drisengewebes weniger als 11 mmz2 war und dementsprechend fur den IHC-
Nachweis von phosphorylierten a-Synuklein-Ablagerungen nicht ausreichend war. In keiner
diesen Studien waren Angaben zu der Grol3e des mit der Biopsie gewonnen Gewebes zu
finden. Der Nachweis von a-Synukleinaggregate n durch PET-Blot mit 10D2 kann die Sensi-

tivitat weiterer Biopsiestudien verbessern.

Die Farbungen mit Neurofilament-Antikdrper haben gezeigt, dass einzelne, in einer HE-
Farbung mikroskopisch nicht identifizierbare Neuriten, im Driisenparenchym reichlich vorhan-
den waren. GroRRere mikroskopisch identifizierbare Nervenfaszikel kamen seltener vor, vor
allem in den Gefal3-Nerven-Blindeln. Es war ebenso wichtig abzuklaren, ob a-Synukleinag-
gregate in einer diagnostisch ausreichenden Menge in den kleinen Neuriten nachweisbar
sind, da eine gezielte Entnahme von einem Gefa3-Nerven-Bindel mittels einer Biopsie im
Alltag nahezu unmdoglich ware. Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen, dass a-Synukle-
inaggregate nicht auf gréRere Nerven beschrankt sind und in den kleinen Neuriten des Dri-
sengewebes der Gl. submandibularis in signifikanter Menge nachgewiesen werden kdnnen.
Somit kdnnen auch Biopsien ausschlie3lich mit Driisenparenchym ohne Nervenfaszikel fir
eine neuropathologische Diagnose von PD oder DLB verwendet werden.
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Tabelle 22: Uberblick tiber die Studien, die mit bioptisch gewonnenem Driisengewebe durchgefiihrt wurden

Studie | Untersu- Kon- Farbung Methode Positive Farbung
chungsgr. trollgr.
9 : UG KG
Adler PD (9) N.E (19) | IHC mit monoklonalem PD 9/9 0/19
Maus-Antika ti-
2014 | ILBD (3) AUSATHKOIPErant= 1y Bp 213
syn-1; (Klon 42, BD
MSA (2) Biosciences) MSA 0/2
Vorbehandlung: 100%
Ameisensdure fir 3min
Adler PD (19) N.E (9) IHC mit anti a-Syn PD 14/19 2/9
2016 phosphoryliert an Serin (74%)
129 Antikorper
Vorbehandlung: Pro-
teinase K*
Vilas PD (12) N.E. (26) THC mit anti a-Syn PD 8/12 0/26
2016 IRBD (9) phosphoryliert an Serin (67%)
129 Antikorper
IRBD 8/9
Vorbehandlung: 98% (89%)

Ameisensaure fir 5min

Darstellung: UG = Untersuchungsgruppe; KG = Kontrollgruppe; N.E = normale Erwachsene; MSA = Multisyste-
matrophie; ILBD = incidental Lewy Body Disease; PSP = Progressive Supranuclear Palsy (Progressive supranuk-
ledre Blickparese) IRBD = idiopathic Rapid-Eye-Movement Sleep Behavior Disorder (idiopatische REM-Schlaf-
Verhaltensstdrung)

4.6. Fazit

Die Unterkieferspeicheldruse ist eine geeignete Biopsiestelle fur den a-Synuklein-Aggregat-
nachweis bei der PD- und der DLB-Diagnostik. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass

sich durch den immunhistochemischen Nachweis von phosphoryliertem a-Synuklein nicht alle
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a-Synukleinaggregate erkennen lassen. Aus diesem Grund, und in Anbetracht der Pathophy-
siologie der Parkinson-Krankheit, scheint der Nachweis von a-Synukleinaggregaten anstelle
von posttranslational phosphoryliertem a-Synuklein der besser geeignete Biomarker fur die
PD- und DLB-Diagnostik zu sein. Die sensitivste Farbungsmethode zum Nachweis von a-
Synukleinaggregaten ist der PET-Blot mit einem Antikdrper gegen unphosphoryliertes a-
Synuklein (z.B. 10D2). Bei Verwendung dieser Farbung ist die mit einer Feinnadelbiopsie ge-
lieferte Gewebemenge ausreichend fur den Nachweis von a-Synukleinaggregaten bei PD- und
DLB-Patienten. Darliber hinaus muss eine Biopsie nicht zwingenderweise einen mikrosko-
pisch identifizierbaren Nerven enthalten, da auch eine nur Drisenparenchym enthaltende Bi-
opsie zum Nachweis von a-Synukleinaggregaten ausreichend ist. Diese vorliegende Studie ist
somit eine wichtige Grundlage fur Studien am lebenden Patienten, deren Ziel die Validierung
der Unterkieferspeicheldriisenbiopsie als ein zuverlassiges diagnostisches Instrument fir die
Diagnose von PD und DLB sein muss.
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6. Anhang

6.2. Abkurzungsverzeichnis

AD Alzheimer's Disease; M. Alzheimer

AP Alkalische Phosphatase

Aqua dest. Agua destillata; destilliertes Wasser

BCIP

CAA

Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Cerebral amyloid angiopathy; zerebrale Amyloidangiopathie
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CBD Corticobasal degeneration; Kortikobasale Degeneration

DAB Diaminobenzidin (Chromogen)

DLB Dementia with lewy bodies; Lewy-Kérperchen-Demenz

FTD Frontotemporale Demenz

MSA Multisystematrophie

iPD idiopathic Parkinson'’s disease, idiopatische Parkinson-Krankheit
PK Proteinase K

PSP Progressive Supranukléaere Paralyse

UPDRS Unified Parkinson disease rating scale;

6.3. Losungen

6.3.11 Histologische LOsungen

Eosinlésung
0,1 % Eosin
in Aqua bidest.

6.3.12 Reagenzien Immunhistochemischen Farbungen

Dako REAL™ Antibody Diluent
Tris-Puffer, pH 7,2, mit 15 mmol/L NaN3 und Protein.

Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV)
Das Reagenz enthalt mit Peroxidase markiertes Polymer, konjugiert mit Ziegen-Anti-Maus-
und Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobulinen (Ig) in Tris-HCI-Puffer mit Stabilisierungsprotei-

nen und einem antimikrobiellen Wirkstoff.

Dako REAL™ DAB+ Chromogen
5 mL, 50fach konzentriert 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in organischem L&sungs-

mittel.
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Dako REAL™ Substrate Buffer

Gepufferte Losung mit Wasserstoffperoxid und Konservierungsmittel

6.3.13 Reagenzien und Losungen fur PET-Blot

Casein 0,2%
2g I-Block auf 1000mI PBS
1ml 100% Tween 20 hinzuflgen

NBT-L6sung
45ul NBT

33ul BCIP

10mI NTM-Puffer

NTM-Puffer (pH 9,5)
100mM TrisHCL pH 9,5
100mM NacCl

50mM MgCl,

in Aqua dest.

PBS (pH 7,4)
137 mM NacCl
2,7 mM KCI

12 mM Phosphat
in Aqua bidest.

PBST
250 mIPBS pH 7,4
400l Tween 20

Proteinase-K-Puffer
10mM TrisHCL pH 7,8
100mM NacCl

0,1% Brij 35

50mM CacCl,

50mM MgCl.

TBST
10mM TrisHCL pH 7,8



100mM NacCl
0,05% Tween20

6.4. Verwendete Chemikalien

Chemikalie
Aqua bidest.

Casein

Tween 20 (Polysorbat 20)
NacCl

NBT

MgCl. (Magnesiumchlorid)
KCI

TrisHCL pH 7,8

Brij® 35 solution

CaCl

Proteinase K
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