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Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

a Alpha

aao_dem Erkrankungsalter der Demenz (age at onset dementia)

aao_PD Erkrankungsalter der PD (age at onset PD)

AB Amyloid-3/Abeta

ABI Applied Biosystems-Mix

AD Alzheimer Erkrankung (Alzheimer’s Disease)

AGD agyrophilic grain disease

ALP Autophagen-Lysosomen-System (autophagy-lysosomal
pathway)

AP Adaptorprotein (adaptor protein)

APP Amyloid-Vorlauferprotein (amyloid-precursor protein)

ApoE Apolipoprotein E-Protein (apolipoprotein E)

APOE Apolipoprotein E-Gen

AS Aminosaure

Arg Arginin

ATP Adenosintriphosphat

ATP13A2 ATPase type 13A2-Gen

B Beta

BBB Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier)

BiP Immunoglobulin-bindendes Protein (binding immunoglobulin
protein)

BIP Immunoglobulin-bindendes Protein-Gen

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Cytosin

ca. circa

CAMCOG Cambridge Cognition Examination for Mental Disorders in
the Elderly

CBD Kortikobasale Degeneration (corticobasal degeneration)

CCV mit Clathrin-beschichtete Vesikel (Clathrin coated vesicle)

CD4+ bzw. CD8+

cluster of differentiation 4 bzw. 8; Glykoprotein an der
Oberflache von Zellen des Immunsystems

Cr Chlorid

CTSD Aspartylproteinase Cathepsin D (pre-cathepsin D)
Cys Cystein

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DCAKD dephospho-CoA kinase domain containing-Gen
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dCTP Desoxycytidintriphosphat

dd Erkrankungsdauer (disease duration)

ddATP Didesoxyadenosintriphosphat

ddCTP Didesoxycytidintriphosphat

ddGTP Didesoxyguanosintriphosphat

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat

ddTTP Didesoxythymidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

d. h. das heil3t

DJ-1 DJ-1-Protein, auch genannt PARKY (parkinson protein 7)

DJ-1 DJ-1-Gen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DLB Demenz mit Lewykorpern (Dementia with Lewy bodies)

DRS-2 Mattis Dementia Rating Scale-2

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-I1V

dTTP Desoxythymidintriphosphat

£ Epsilon; Risikoallel von APOE

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EOPD early onset PD

eQTL expression quantitative trait loci

ER Endoplasmatisches Retikulum (endoplasmic reticulum)

ERAD ER-assoziierte Proteindegradation (endoplasmic reticulum-
associated degradation)

et al. und andere (et alii, et aliae, et alia)

EXO | Exonuklease |

f. die angegebene und die folgende Seite

ff. die angegebene und die beiden folgenden Seiten

FBX07 F-box protein 7-Gen

FTDP-17 Frontotemporale Demenz mit Pakinsonismus in Verbindung
mit dem Chromosom 17 (frontotemporal dementia with
parkinsonism linked to chromosome 17)

Y Gamma

g Gramm

G Guanin

GABAA y-Aminobuttersaure

GAK Cyclin G-assoziierte Kinase (cyclin G-associated kinase)

GAK Cyclin G-assoziierte Kinase-Gen
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GCK Keimzentrum-Kinasen (germinal center kinase)

GDNF glial cell line-derived neurothrophic factor

GRP Glucose-regulated protein

GWAS genome-wide association study

h Stunde(n)

HD Huntington (Huntington disease)

H1, H2 unterschiedliche Haplotypen des Tau-Gens

H.0 Wasser

H3PO4 Phosphorsaure

HLA humanes Leukozyten-Antigen (human leukocyte antigen)

HLA humanes Leukozyten-Antigen-Gen

HLA-DR MHC Klasse-lI-Rezeptor/HLA Klasse-II-Molekul

HLA-DRA Gen, welches fur ein HLA Klasse-Il-Molekul mit a-Kette
kodiert

HLA-DRB Gen, welches fur ein HLA Klasse-lI-Molekul mit B-Kette
kodiert

HLA-DQ MHC Klasse-lI-Rezeptor/HLA Klasse-II-Molekul

Hsc heat shock cognate protein

Hsp Hitze-Schock-Protein (heat shock protein)

HSPAS Hitze-Schock-Protein 5 70kDa (heat shock 70kDa protein 5)

HSPAS Hitze-Schock-Protein 5 70kDa-Gen

h-Tau Gesamt-Tau, Total-Tau

H&Y Hoehn & Yahr

ICAM-1 intracellular adhesion molecule 1

IFN-y Interferon-Gamma

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

lgG Immunglobulin G

IL-18 Interleukin-13

IL-6 Interleukin-6

K* Kalium

kbp Kilo-Basenpaare

KCC2 K*/CI-Co-Transporter

kDa Kilo-Dalton

Kit gebrauchsfertige Reaktionslosung

I Liter

LB Lewykorper (Lewy bodies)

LBD Lewykorper-Erkrankungen (Lewy body disorders)

LD Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium)

LDL low-density lipoprotein
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LINGO1 leucine rich repeat and Ig domain containing 1-Gen

LN Lewyneuriten (Lewy neurites)

LOPD late onset PD

LRRK2 leucine-rich repeat kinase 2

LRRK2 leucine-rich repeat kinase 2-Gen

M Molalitat in mol/kg

MAF Frequenz der selteneren Variante eines Gens (minor allele
frequency)

MALDI-TOF Matrix unterstiutzte Laser-Desorption/lonisation,
Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator (matrix
assisted laser desorption/ionization time of flight)

MAOA Monoaminoxidase A (monoamine oxidase A)

MAOB Monoaminoxidase B (monoamine oxidase B)

MAP-2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase (mitogen activated protein
kinase)

MAPT Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau (microtubule-
associated protein tau)

MAPT Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau-Gen

MAPT-H1C Subhaplotyp des Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau-Gens

Mb Mega-Basenpaare

MDS Movement Disorder Society

MgCl; Magnesiumchlorid

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility
complex)

min. Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

MMP-3 Matrix-Metalloproteinase-3
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MS Multiple Sklerose (Multiple sclerosis)
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NKCC1 Na’/K*/2CI-Co-Transporter

NMS nicht-motorische Symptome (non-motor symptoms)

NMS-Quest NMS-questionnaire
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inflammatory drugs)
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PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
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with dementia)
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PSP Progressive supranukleare Blickparese (progressive
supranuclear palsy)
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RBD REM-Schlafverhaltensstorung (rapid eye movement-sleep
behaviour disorder)
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RNS reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species)

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

S. a. siehe auch

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

sec. Sekunde

SMOX spermine oxidase

SNCA Alpha-Synuklein-Gen

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide

polymorphism)
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S. 0. siehe oben
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SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (Single
Photon Emission Computed Tomography)

SPMSQ Short Portable Mental Status Questionnaire
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SPSS Statistical Package for the Social Sciences

Std Standarddeviation/Standardabweichung
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STK39 Serin-Threonin Kinase 39 (serine-threonine kinase 39)

STK39 Serin-Threonin Kinase 39-Gen
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T Thymin

Taqg-Polymerase

Thermus aquaticus-Polymerase

TBE

Tris-Borat-EDTA-Puffer

TGN trans-Golgi Netzwerk
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U Unit, Enzymeinheit

u. a. unter anderem/ unter anderen

UK United Kingdom

UPDRS Unified Parkinson’s Disease Rating Scale

UPR Unfolded protein response
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uv Ultraviolett

V. a. vor allem

VPS35 Vacuolar protein sorting 35-Gen

VS. versus

X Allel €2 oder Allel €3 von APOE
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ZNS zentrales Nervensystem
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1 Einleitung

1.1 Lewykorper-Erkrankungen, Lewy body disorders (LBD)

1.1.1 Allgemeine Aspekte

Unter dem Begriff der Lewykorper-Erkrankungen (Lewy body disorders; LBD)
werden die Krankheitsbilder der Parkinson-Erkrankung (Parkinson’s disease;
PD) mit Demenz (PD with dementia; PDD), der Parkinson-Erkrankung ohne
Demenz (PD non-demented; PDND) und der Demenz mit Lewykorpern
(Dementia with Lewy bodies; DLB) zusammen gefasst.

Ihre gemeinsame Bezeichnung erfolgt zum einen aufgrund einer vergleichbaren
Neuropathologie. Allen gemeinsam sind neben spezifischer Neurodegeneration
die charakteristischen histopathologischen Veranderungen, die Lewykorper
(Lewy bodies; LB) und die Lewyneuriten (Lewy neurites; LN) [1]. Eine genauere
Beschreibung der Neuropathologie findet sich in Kapitel 1.1.8. dieser Arbeit.
Zum Anderen teilen sich die LBD auch das gehaufte Vorkommen von einigen
klinischen Merkmalen, wie beispielsweise Parkinsonismus (zwingend in PD,
nicht zwingend aber sehr haufig in DLB), Halluzinationen, Wahnvorstellungen,
Depressionen, REM-Schlafverhaltensstorungen (rapid eye movement sleep

behaviour disorder; RBD) und verschiedene autonome Dysfunktionen [2].

1.1.2 Epidemiologie und klinische Aspekte der PD

PD ist nach der Alzheimer Erkrankung (Alzheimer’s disease; AD) die haufigste
neurodegenerative Erkrankung, welche >1% der Uber 65-Jahrigen und >4% der
Uber 85-Jahrigen betrifft [3]. Die Pravalenz der PD nimmt mit steigendem Alter
zu [4]. Aufgrund der sich andernden Altersstruktur in der Bevolkerung, wird
deshalb die Zahl der an PD Erkrankten in den kommenden Jahren zunehmen.
Bezlglich einer geschlechtsspezifischen Differenz in Inzidenz und Pravalenz
der PD existieren unterschiedliche Meinungen. Rijk et al. [4] beschreibt —
basierend auf Studien mit Screening-Verfahren auf Parkinsonismus und PD —
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich der Geschlechter. Daneben gibt
es eine Vielzahl von Studien, die sowohl eine hohere Inzidenz, als auch

Pravalenz der PD bei Mannern zeigen [5, 6]. Die Autoren fuhren die bei Frauen
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Einleitung

physiologischerweise hoheren Dopamin-Spiegel im Striatum — vermutlich

bedingt durch Ostrogen — als mdgliche protektive Ursache an [5].

Parkinson-Syndrome werden klinisch charakterisiert durch das Vorliegen einer
Bradykinese und mindestens einem der weiteren Kardinalsymptome Rigor,
Ruhetremor und posturale Instabilitat. Die Konstellation der Kardinalsymptome
innerhalb einer betroffenen Person legt den Subtyp der PD fest (Tremor-
dominanter-Typ, akinetisch-rigider-Typ, Aquivalenz-Typ, monosymptomatischer
Ruhetremor).

Auler den beschriebenen motorischen Auffalligkeiten konnen Begleitsymptome
auftreten. Hierzu gehoren vegetative Symptome (autonome Dysfunktionen wie
Blutdruckschwankungen bzw. Hypotonie, Harnblasendysfunktion, sexuelle
Dysfunktion, Schlafstorungen — insbesondere RBD), sensorische Storungen
(Dysasthesien, Schmerzen), neuropsychiatrische Symptome (v. a. Depression)

und kognitive Einschrankungen, welche bis zur Demenz fuhren konnen (PDD)

[7].

1.1.3 Kognitive Beeintrachtigung und Demenz bei PD

Entgegen der urspringlichen Auffassung des Erstbeschreibers James
Parkinson im Jahre 1817 mit ,An Essay on the Shaking Palsy”, bei der PD
wlrde die intellektuelle Funktion erhalten bleiben, ist die kognitive
Beeintrachtigung bei der PD deutlich gehauft vorzufinden (etwa 4- bis 6-fach
erhohtes Risiko gegenuber einer gleichaltrigen Person die keine PD hat [8, 9])
und heute als prognostisch wichtiger Faktor der PD anerkannt [10]. Laut Levy et
al. [11] bringt die Entwicklung einer Demenz ein 2-fach erhohtes
Mortalitatsrisiko der PD mit sich.

Die Pravalenz einer Demenz bei PD liegt im Durchschnitt bei etwa 40% [8]. Als
pradiktive Faktoren fur die Entwicklung einer Demenz bei PD gelten hohes
Lebensalter bei Erstmanifestation der PD, langere Zeitdauer der PD-Symptome,
Vorhandensein von Halluzinationen, akinetisch-rigider Phanotyp, ein hoher
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)-Wert (s. u.) und Defizite

des Gedachtnisses, der visuell-raumlichen und konstruktiven Fahigkeiten,
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sowie des Redeflusses (semantische Stérung) schon frih im Verlauf der
Erkrankung [12, 13]. Somit kann durch neuropsychologische Testverfahren eine
erhohte Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung einer Demenz bei PD ermittelt

werden [13].

1.1.3.1 Kognitive Symptome bei PD und Abgrenzung zu AD

Bei der PD zeigen sich verschiedene kognitive Defizite, welche als Anzeichen
fur die Entwicklung einer Demenz (PDD) angesehen werden [14]. So wird die
PDD u. a. charakterisiert durch Stérungen der Aufmerksamkeit, des
Gedachtnisses, der visuell-raumlichen Funktionen, Veranderungen des
Verhaltens wie der Affektivitat, Halluzinationen und Apathie [15]. Als eine der
wichtigen Domanen gilt aulferdem die Beeintrachtigung der exekutiven
Funktionen wie Planung, Kontrolle der Hemmung, verminderte Geschwindigkeit
der Verarbeitung und Zeitgefuhl [14]. Diese Dysfunktionen sind denen einer
Frontallappenlasion ahnlich. Kognitive Beeintrachtigungen des parietalen und
temporalen Lappens betreffen vorwiegend die kortikale Demenz der AD, sind
aber ebenfalls bei PDD wahrscheinlich [16]. Trotz dieser und
neuropathologischer Gemeinsamkeiten (s. u.) und einer Uberlappung der
klinischen Auspragungen, zeigen AD und PDD klinisch unter anderem folgende
Unterschiede [17]: PDD-Patienten zeigen vorrangig Defizite in Aufmerksamkeit,
exekutiver Funktion und visuell-rdumlicher Funktion. Gedachtnisstorungen sind
typisch fur AD und bei PDD weniger ausgepragt. Bei PDD ist der Redefluss als
dominante Storung der Sprache beeintrachtigt, wahrend bei AD Schwierigkeiten
der Benennung und ein gestortes Verstandnis im Vordergrund stehen.
Neuropsychiatrische Symptome wie visuelle Halluzinationen und Depression

scheinen bei PDD haufiger aufzutreten [16].

1.1.4 Diagnostik der PD und PDD

1.1.4.1 Diagnostische Kriterien

Die Diagnose der PD wird klinisch gestellt und orientiert sich weitgehend an den

Kriterien der ,United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank* (UK
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Parkinson’s Disease Society Brain Bank clinical diagnostic criteria) [18] mit
folgenden diagnostischen Schritten:

Dem Nachweis fur das Vorliegen einer PD mithilfe der o. g. charakteristischen
Symptome; dem Ausschluss einer symptomatischen PD oder haufiger
Differentialdiagosen; dem Beachten wichtiger Warnsymptome, welche fur eine
atypische PD sprechen wirden; dem Beachten von Hinweisen, welche auf eine
familiare Form der PD hindeuten (Familienanamnese, besonders fruher
Erkrankungsbeginn); die Bestatigung im Verlauf [7].

Um die Entwicklung einer PDD diagnostizieren zu kdnnen wurden von der
Movement Disorder Society (MDS) klinisch diagnostische Kriterien definiert
[15].

1.1.4.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung nach Hoehn & Yahr (H&Y) berlcksichtigt das Vorhanden-
sein von uni- oder bilateralen motorischen Symptomen, posturaler Stabilitat und
funktionaler Defizite. Sie teilt die PD in die Kategorien mild (1-2; in modifizierter
Form in 0,5 Abstufungen (1,5; 2,5)), moderat (3) und fortgeschritten (4-5) ein
[19].

Eine weitere, haufig angewandte Moglichkeit, um die Auspragung von PD-
assoziierten Symptomen zu beurteilen und die Wirksamkeit einer Behandlung
zu erfassen, ist die UPDRS [19].

Diese Bewertungsskala, bestehend aus vier Komponenten (I: mentale Aktivitat,
Verhalten und Stimmung; II: Aktivitaten des taglichen Lebens; Ill: motorischer
Aspekt; IV: motorische und nicht-motorische Komplikationen in Zusammenhang
mit der dopaminergen Behandlung auftretend), wurde zusammengesetzt aus
verschiedenen Elementen bereits existierender klinischer Skalen, um moglichst
viele Aspekte der Krankheit beurteilen zu kdnnen [20].

Um nicht-motorische Symptome (non-motor symptoms; NMS) der PD zusatzlich
besser beurteilen zu kdnnen, existieren Skalen wie der non-motor symptoms
questionnaire (NMS-Quest) [21]. Dieser enthalt 30 Einheiten mit Fragen, welche

die PD-Patienten auf neuropsychiatrische, den Schiaf betreffende, urogenitale,
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gastrointestinale, sensorische und kognitive Beeintrachtigungen screenen
sollen [22].

1.1.5 Epidemiologie und klinische Aspekte der DLB

Die DLB macht etwa 15-35% der Demenz Falle aus und ist nach der AD die
zweithaufigste Demenz [23].

Wahrend die PD hauptsachlich von motorischen Symptomen dominiert wird,
steht bei der DLB eine deutliche Fluktuation von Aufmerksamkeit und kognitiver
Leistung im Vordergrund [2, 24]. Die DLB prasentiert sich klinisch vor allem mit
einer progredienten kognitiven Beeintrachtigung, speziell mit Defiziten der
visuell-raumlichen Fahigkeiten, sowie der frontalen Exekutivfunktionen.
Begleitet werden diese Symptome von spontan rezidivierenden visuellen
Halluzinationen, sowie normalerweise nur mild bis moderat ausgepragtem

Parkinsonismus, welcher oft akinetisch-rigide ausgepragt ist [24, 25].

1.1.6 Klinische Unterscheidung der PDD von der DLB

Die DLB und PDD werden klinisch mithilfe der ,Ein-Jahres-Regel”
unterschieden. Das heif3t, dass bei der PDD die motorischen Symptome mehr
als ein Jahr vor der dementiellen Entwicklung aufgetreten sind, und bei der DLB
die kognitiven Symptome den motorischen entweder zeitlich vorausgegangen
sind, oder aber innerhalb eines Jahres des Erstauftretens von motorischen
Symptomen auftraten (wenn diese Uberhaupt auftreten) [15, 25].

Es gibt derzeit eine intensive Diskussion dartber, ob PDD und DLB nicht
verschiedene Eckpunkte eines gemeinsamen Spektrums ein und derselben
Erkrankung darstellen. Dies wird v. a. durch die sehr ahnliche Neuropathologie
der beiden Erkrankungen, sowie dem Uberlappen der o. g. kognitiven

Symptome (bei unterschiedlicher Auspragung) gestutzt.

1.1.7 Diagnostik der DLB

1.1.7.1 Diagnostische Kriterien

Die Kriterien zur klinischen Diagnose der DLB [25] umfassen verschiedene

Merkmale, welche je nach Vorhandensein eine DLB mdoglich oder
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wahrscheinlich machen. Fur detaillierte Darstellungen dieser Charakteristika der
DLB, hauptsachlich zusammengesetzt aus Hauptmerkmalen (zunehmende
kognitive Storungen mit Beeintrachtigungen sozialer und beruflicher Funktionen
mit Prominenz o. g. kognitiver Fahigkeiten), Kernmerkmalen (kognitive
Fluktuationen, visuelle Halluzinationen, Parkinsonismus), hinweisenden (wie
z. B. REM-Schlaf-Verhaltensstérung) und unterstitzenden Merkmalen (u. a.
autonome Dysfunktionen, Depressionen) wird auf die Referenzen verwiesen
[23, 25, 26]. Bei wenig spezifischen klinischen Symptomen kann eine
Verdachtsdiagnose mithilfe von SPECT oder PET gestellt werden, welche im
Falle einer DLB eine verminderte prasynaptische Dopamin-Transporter

Aufnahme in den Basalganglien zeigen [23, 26].

1.1.8 Atiologie und Pathogenese der LBD (PD und DLB)
1.1.8.1 Neuropathologische Aspekte

Die neuropathologische Diagnose der PD wird definiert durch den Verlust
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) und
zusatzlich vorliegenden intraneuronalen Einschlissen (LB und LN) in diesem
Bereich. Zusatzlich findet sich auch im peripheren und autonomen Nerven-
system oft eine LB-Pathologie [27].

LB und LN finden sich oft auch in limbischen und neokortikalen Regionen,
vorrangig in kleinen Neuronen der tieferen Schichten des Kortex. Diese LB und
LN beinhalten das (fehlgefaltete) Protein Alpha-Synuklein, das pathologische
Kennzeichen von PD und DLB [28, 29].

Alpha-Synuklein findet sich unter physiologischen Bedingungen vorrangig in
prasynaptischen Endigungen, hier vorzugsweise in Synapsen-reichen
molekularen Schichten des Zerebellums, Neokortex, Hippocampus und der
Retina [30]. Die Funktion von Alpha-Synuklein ist letztlich nicht geklart. Es wird
angenommen, dass es fur die Entstehung, Lokalisation und/oder Erhaltung
einer Teilmenge der prasynaptischen Vesikel notwendig ist, welche als
Reserve, beziehungsweise als sogenannter ,ruhender Pool“ dienen [29, 31].

Eine synaptische Dysfunktion, hervorgerufen z. B. durch die Neurotoxizitat von
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fehlgefaltetem Alpha-Synuklein und dessen Aggregaten, wird vorrangig fur die
Entwicklung einer Neurodegeneration verantwortlich gemacht [32].

Des Weiteren wurde eine Vielzahl anderer fehlgefalteter Proteine in LB
identifiziert, wie Neurofilamente, Hitze-Schock-Proteine (heat shock proteins;
Hsps), Mikrotubuli-assoziiertes Potein 2 (MAP-2), Tau und Ubiquitin, um nur
wenige der anderen Proteine zu benennen [29].

Es wird angenommen, dass das Fortschreiten der typischen neuro-
pathologischen Veranderungen der PD — basierend auf fortschreitender
Neurodegeneration, sowie Menge und Lokalisation der LB — einem bestimmten,
von caudal nach rostral progressiven Ausbreitungsmuster folgt (Braak-Staging,
[33]). Bereits in fruhen Fallen der Erkrankung sollen Schaden im Bulbus und
Traktus olfaktorius, dem dorsalen motorischen Kern des Nervus vagus, im
Ruckenmark und in den Nervengeflechten in der Wand des Magen-Darm-
Traktes vorhanden sein [34]. Von diesen, teils peripheren Regionen, breitet sich
die pathologische Schadigung Uber umfassende Gebiete des zentralen
Nervensystems (ZNS) aus. Innerhalb des ZNS ist die Ausbildung von LB und
LN anfangs auf die Medulla oblongata, das pontine Tegmentum (inklusive des
dorsalen motorischen Kerns des Nervus vagus und des Locus coeruleus) und
anteriore olfaktorische Strukturen beschrankt (Stadium 1-2 nach Braak;
prasymptomatische oder frihe nicht-motorische Periode). Im Folgenden breitet
sich die Neurodegeneration und LB-Pathologie auf die SN und andere Kerne
des basalen Mittel- und Vorderhirns (u. a. den Nucleus Basalis Meynert), sowie
auf den Mesokortex aus. Wahrend dieser Phase manifestiert sich das klinische
Erscheinungsbild der Erkrankung (Stadium 3-4 nach Braak; motorische
Periode). Im finalen Stadium korreliert die ausgedehnte neokortikale
Neurodegeneration und LB-Ablagerung mit einer deutlichen kognitiven
Beeintrachtigung, assoziiert mit Halluzinationen und schwerem Parkinsonismus
(Stadium 5-6 nach Braak) [3, 28, 34].

Neuere Studien haben neben diesem Ausbreitungsmuster aulerdem
Charakteristika bezuglich der PD-Subtypen entdeckt: So sollen Patienten mit
posturaler Instabilitat, sowie nicht Tremor-dominanten und Gangbild-

dominanten klinischen Erscheinungsbildern signifikant mehr kortikale LB und
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Amyloid-B-Plaques (AB-Plaques) aufweisen, verglichen mit einem Tremor-
dominanten Subtyp. Weiterhin scheint im Gegensatz zu PDND-Patienten bei
PDD-Patienten in grollerem Umfang eine kortikale Alpha-Synuklein-Pathologie
vorhanden zu sein und dessen Schwere mit der AD-Pathologie zu korrelieren
[28]. Deshalb, und weil in einer Studie etwa 40% der PDD-Falle (zusatzlich)
neuro-pathologische diagnostische Kriterien einer AD aufwiesen (welche das
klinische Erscheinungsbild wahrscheinlich relevant mitpragt), erscheint eine
reine Klassifizierung im Sinne von Braak et al. unzureichend [35, 36].
Subkortikale und kortikale LB- und AD-assoziierte (Neurofibrillenblndel, AB-
Plaques) Pathologien sind vermutlich Teil eines komplexen Prozesses, welcher
zu Veranderungen der kognitiven Funktion in LBD-Patienten fuhrt. Wie schon
durch das Auftreten der morphologischen Korrelate und dem Verlust von
Neuronen an den verschiedenen Lokalisationen des Gehirns ersichtlich,
beruhen diese kognitiven Dysfunktionen nicht nur auf Stérungen des
dopaminergen, sondern auch des serotoninergen, noradrenergen und — ahnlich
wie bei der AD — des cholinergen Netzwerks [17, 37].

Es konnten bisher keine eindeutigen pathologischen Kriterien gefunden werden,
welche PDD und DLB voneinander unterscheiden [28]. Lediglich gewisse
Abweichungen in Schwere und Verteilung der Lasionen und Alpha-Synuklein-
Ablagerungen sind vorhanden. Ein groRerer morphologischer Unterschied
diesbezuglich ergibt sich u. a. durch eine verstarkte Anreicherung von diffusen
AB-Plaques im Striatum bei DLB [38]. Auch die Feststellung, dass die
Entwicklung einer Demenz in PD bei begleitender AD-Pathologie beschleunigt
wird [39] lasst vermuten, dass AB (s. u.) v. a. auf DLB (mit definitionsgemalf}
einer Demenzentwicklung innerhalb eines Jahres) einen groleren Einfluss
nimmt. Es wurde jedoch auch schon angenommen, dass DLB direkt mit der
Schwere der LB-Pathologie korreliert, jedoch in umgekehrter Relation zu der
Schwere der begleitenden AD-Pathologie steht [28].

AB-Pathologie in PDD und DLB

AB ist v. a. bekannt durch seine Akkumulation in AD in Form von unldslichen

senilen Plaques oder extrazellularen Depositionen im Gehirnparenchym.
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Das AB-Peptid (mit 40 oder 42 Aminosauren; AS; AB1.40 oder AB+.42) wird durch
Enzym-Komplexe mit 3- und y-Sekretasen von dem Vorlauferprotein APP (B-
amyloid precursor protein) abgespalten [28]. Ein Ungleichgewicht zwischen
dessen Produktion und Beseitigung soll eine Bildung von AB-Oligomeren und
die Ablagerung unloslicher Plaques im Gehirn mit anschlieRender
Neurodegeneration und kognitiver Schadigung zur Folge haben [40]. Neben der
direkten neurotoxischen Wirkung, insbesondere der |6slichen Ap-Oligomere,
wird eine Schadigung der Neurone durch AP Uber eine inflammatorische
Reaktion aktivierter Mikrogliazellen — mit Produktion von u. a. freien Radikalen —
diskutiert [41]. Wie bereits erwahnt, spielt AR in wechselseitiger Beeinflussung
mit Alpha-Synuklein und Tau auch bei LBD eine bedeutende Rolle. So zeigen
v. a. sowohl PDD- als auch DLB-Patienten gehauft eine AD-typische Pathologie
und eine verminderte AB1.42-Konzentration im Liquor bei Vorhandensein dieser
Plaques [42-44]. Die AB1.42-Konzentration im Liquor soll dabei in umgekehrter
Relation zu der Dichte der AB-Depositionen im Gehirn stehen [43]. AulRerdem
sind hohere Werte von Autoantikorpern gegen u. a. Alpha-Synuklein sowie AB42
im Serum von PDD- und DLB-Patienten nachzuweisen [45]. Des Weiteren
sollen Transmitter wie Acetylcholin und Dopamin modulierend auf die ApB-
Synthese und -Degradierung wirken und kdnnten somit bei Dysfunktion bzw.
Reduktion (wie bei PD) einen Einfluss auf die AB-Akkumulation und damit v. a.
auch auf die kognitive Performance nehmen [43].

In unserer Arbeit scheint AR zusatzlich von besonderer Bedeutung, da ApoE
(Apolipoprotein E-Protein; apolipoprotein E) vermutlich an dessen proteo-
lytischer Beseitigung beteiligt ist [46]. Die Isoform ApoE4 — eine der Risiko-
Varianten fur PD (s. u.) — soll hingegen diesen Ablauf storen und zur

Stabilisierung der besonders neurotoxischen AB-Oligomere fuhren [40, 46].

1.1.8.2 Was haben wir von monogenetischen Parkinson-Syndromen gelernt?

Durch die ldentifizierung der monogenetischen Varianten der PD und die
fortwahrende Entdeckung weiterer pradisponierender Loki, ergeben sich
Hinweise auf pathologische Mechanismen, welche zur Entstehung der PD
beitragen [47].
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Die PD ist groten Teils eine multifaktorielle Erkrankung, welche sich
vermutlich durch eine Kombination aus (meist) polygenetischer Vererbung,
modifizierenden Effekten durch pradisponierende Allele, Umwelteinflisse und
Gen-Umwelt-Interaktionen, sowie ihrem direkten Einfluss auf das sich
entwickelnde und alternde Gehirn ergibt [3, 48]. Nur in etwa 10-20% der PD-
Falle wird ein familiarer Hintergrund angenommen, bei dem das genaue
Vererbungsmodell jedoch auch nicht immer ersichtlich ist. Die familiare PD,
welche in ihrer Vererbung den Mendelschen Regeln folgt, ist selten und macht
in unseren Breiten weniger als 5% aller PD-Patienten aus [27].

In den letzten Jahrzehnten konnten mithilfe familiarer PD-Studien viele weitere
Erkenntnisse bezuglich genetischer Komponenten der Erkrankung erzielt
werden. Dadurch wurden unter anderem Gene identifiziert (LRRK2, SNCA,
VPS35, Parkin, PINK1, DJ1), welche in direktem Zusammenhang mit einer
monogenetischen Form der PD stehen [3], und Gene mit ebenfalls mono-
genetischem Vererbungsmuster (ATP13A2, FBXO7, PLA2G6), welche
allerdings einen atypischen Phanotyp (mit beispielsweise Spastik, Dystonie)
auslosen. Auf einen Teil dieser Risiko-Gene wird zum besseren Verstandnis im
Folgenden naher eingegangen.

Mutationen im Alpha-Synuklein (SNCA)-Gen folgen einem autosomal-
dominanten Erbgang, sind sehr selten und gehen oft mit einer frihen
Manifestation, sowie einem rasch progredienten Verlauf der Erkrankung einher.
Im Zusammenhang mit der als Schlusselelement der PD betrachteten
synaptischen Dysfunktion gilt als sicher, dass die Aggregation des in den LB
vorhandenen Alpha-Synuklein hierbei eine entscheidende Rolle spielt [3].
Ebenfalls autosomal-dominant aber weitaus haufiger, werden Mutationen im
leucine-rich repeat kinase 2 (LRRKZ2)-Gen vererbt. Es wurde gezeigt, dass eine
durch LRRK2-Mutationen bedingte erhohte Aktivitat der LRRK2-Kinase zu
Neurotoxizitat fuhren kann, welche in Verbindung mit einer Mitochondrien-
abhangigen Apoptose steht [49]. Betroffene Patienten zeichnen sich durch eine
typische Klinik der late onset PD (LOPD) aus. Eine dementielle Entwicklung ist

seltener als bei der idiopathischen PD [3].
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In diesen beiden Fallen der dominant vererbten monogenen PD (SNCA,
LRRK?2), wird eine toxische gain-of-function-Mutation fur eine Neuro-
degeneration verantwortlich gemacht [47].

Eine autosomal-rezessive und frih manifestierende Form der PD (early onset
PD; EOPD, Manifestation vor dem 50. Lebensjahr [50]), wird z. B. durch die
Gene DJ-1, PINK1 und Parkin (PRKN) verursacht [47].

Das Protein DJ-1 ist im Zytosol und im Bereich der mitochondrialen Matrix
lokalisiert und wirkt vermutlich direkt als Antioxidans. Eine erhdohte Expression
von DJ-1 scheint neben anderen Funktionen einen neuroprotektiven Effekt
gegen oxidativen Stress — verursacht durch mitochondriale Toxine — auszulben
[51].

PINK1 kodiert fur die phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced
putative kinase 1 (PINK1), eine Serin/Threonin-Kinase, welche bei der
Regulation des Zellzyklus mitwirkt und ebenfalls im Zytosol, sowie in den Mito-
chondrien zu finden ist. Es wird eine direkte Beeinflussung des programmierten
Zelltods als Protektion gegen Neurodegeneration angenommen. Da auf’erdem
die PINK1 in transfizierten Zellen in die Mitochondrien transportiert wird und
dort akkumuliert, wird angenommen, dass das Genprodukt eine relevante Rolle
im mitochondrialen Stoffwechsel spielt [51, 52].

Bei Mutationen im Parkin (PRKN)-Gen konnte im Vergleich zur idiopathischen
PD ein selektiver Verlust von Neuronen mit Beschrankung auf die SN und den
Locus coeruleus, sowie — interessanterweise — das Fehlen der typischen LB-
Pathologie festgestellt werden [53]. Parkin befindet sich meist im Zytosol, kann
aber unter Stressbedingungen in die aulere Mitochondrienmembran und das
Endoplasmatischen Retikulum (ER) aufgenommen werden. Es hat die Funktion
einer E3 Ubiquitin-Ligase im Prozess der Ubiquitinierung und Degradation von
zelluldren Proteinen. Durch Parkin-Mutationen wird die Interaktion zwischen
Parkin oder dessen Substraten beeinflusst. Die Folge sind teils akkumulierte,
nicht-ubiquitinierte intrazellulare Proteine, welche zum Untergang dopaminerger
Neurone fiihren. AuBerdem soll eine Uberexpression des Parkin-Proteins eine
neuroprotektive Wirkung gegenuber der durch eine Alpha-Synuklein-Mutation

verursachten Zytotoxizitat mit Bildung von LB erfullen [49] .
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Das ATP13A2-Gen wird ebenfalls rezessiv vererbt. Dessen Mutation zeigt
einen sehr frGhen Erkrankungsbeginn (11-16 Jahre) eines atypischen
Parkinsonismus. Das Gen kodiert fur ein gleichnamiges lysosomales Membran-
protein mit ATPase-Domane, welches Uberwiegend im Gehirn — hier vor allem
im Bereich des ventralen Mittelhirns (inklusive der SN) — exprimiert wird.

Genaue Funktionen sind jedoch noch nicht bekannt [3].

1.1.8.3 Molekularbiologie und Biochemie der LBD

Die beschriebenen monogenetischen Formen der PD kdnnen bereits gewisse

molekulare Hinweise darauf geben, wie die nicht monogenetisch bedingten PD-
Formen entstehen und verlaufen kdonnen. So konnte durch verschiedene
Analysen, Modelle und postmortale Studien nachgewiesen werden, dass
bestimmte molekulare Mechanismen eng mit LBD assoziiert sind. Darunter
fallen u. a. mitochondriale Dysfunktion, oxidative Stressantwort, fehlregulierte
Proteinaggregation, Storungen im Ubiquitin-Proteasomen System (ubiquitin-
proteasome system; UPS) oder den Kinase-Signalwegen und unkontrollierte
Inflammation [51]. Ein dynamisches Zusammenspiel der verschiedenen
pathologischen Prozesse (und nicht die einzelnen Prozesse per se) wird
vermutlich schlussendlich zur Neurodegeneration fuhren. Es bleibt noch zu
ermitteln, in welcher Abfolge diese Dysfunktionen auftreten, ob manche als
Ausloser fungieren oder sich nur als Folge oder Reaktion auf bestimmte
Prozesse ergeben. Auch wenn der Initiator oder die Initiatoren im Detail nicht
verstanden sind, wird — etwas unspezifisch — die bereits erwahnte Interaktion
von Genen und Umwelt fiir das Uberschreiten einer Grenze zur Pradisposition
fur die Neurodegeneration und damit den Beginn der Erkrankung verantwortlich
gemacht [54].

Die fur diese Arbeit relevanten Mechanismen werden nun etwas naher

vorgestellt.

Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion

Um den hohen basalen Energiebedarf der Neurone decken zu kénnen, sind

diese besonders auf die aerobe Glykolyse mit anschlieRender oxidativer
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Phosphorylierung in den Mitochondrien angewiesen. Die Energieumwandlung
Uber den Weg der Elektronen-Transport-Kette in den verschiedenen mito-
chondrialen Komplexen liefert letztendlich die bendtigte Energiequelle ATP
(Adenosintriphosphat) [55]. Ein geringer Teil der zwischen diesen Komplexen
Ubertragenen Elektronen reagiert mit Sauerstoff zu molekularen Sauerstoff- und
Superoxidanionen, welche in andere, zum Teil starker reaktive Sauerstoff-
spezies (reactive oxygen species; ROS) umgewandelt werden konnen. Zum
Schutz der Zelle wirken einer exzessiven Entstehung von ROS verschiedene
endogene Antioxidations-Systeme entgegen. Wenn dieser Schutzmechanismus
jedoch uberfordert ist, konnen die ROS mit verschiedenen Makromolekullen wie
Proteinen, Lipiden, als auch Nukleinsauren — und damit der DNA (Desoxy-
ribonukleinsaure; deoxyribonucleic acid) — interagieren und diesen Schaden
zufugen. Dieses Ereignis definiert den Begriff ,oxidativer Stress“ und steht in
Verbindung mit verschiedenen pathologischen Geschehnissen und dem
Alterungsprozess [56].

Es besteht eine sogenannte ,mitochondrial theory of aging®. Diese Hypothese
beruht auf einer gegenseitigen Beeinflussung zwischen Defekten im oxidativen
Phosphorylierungssystem der Mitochondrien und der Wirkung der ROS. Durch
verschiedene Szenarien wie einer Stressantwort, einer Erkrankung, oder einer
durch Schadigung oder zunehmendes Alter entstandenen mitochondrialen
Dysfunktion, konnen vermehrt ROS anfallen. Die ROS konnen, wie oben
beschrieben, eine gesteigerte Mutationsrate der mtDNA (mitochondriale DNA)
bewirken, was wiederrum eine Zunahme an Defekten in der Atmungskette
beglnstigen und sogar beschleunigen kann. Die dadurch weiterhin
zunehmende Produktion und Ansammlung von ROS hat eine Fortsetzung und
Verschlimmerung dieses pathologischen Prozesses zur Folge [55].

Die besonders vielfaltigen Erscheinungsformen von Stérungen im oxidativen
Phosphorylierungssystem sind darauf zurlckzufuhren, dass viele Unter-
einheiten der verschiedenen Komplexe der Atmungskette vom mitochondrialen
Genom kodiert werden. Daraus ergibt sich eine ausgepragte Heteroplasmie.
Dies bedeutet, dass Grad und Art der Erkrankung abhangig sind von dem

genetischen Defekt selbst, ebenso wie vom Anteil der defekten mitochondrialen
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Gene und Mitochondrien in den Zellen. Aullerdem ist die mtDNA weitaus
anfalliger gegenuber Mutationen, da Histone und ein effektiver Reparatur-
mechanismus fehlen. Aus diesen Uberlegungen kann der progressive Verlauf
von altersabhangigen degenerativen Erkrankungen abgeleitet werden [57] und
die mitochondriale Dysfunktion als eine der Schlusselfunktionen in der

Entstehung sporadischer, sowie familiarer PD-Falle angenommen werden [58].

Proteinfaltung und Proteinaggregation

Veranderungen im Protein-Metabolismus — wie Fehlfaltung und Aggregation,
post-translationale Modifikation oder dysfunktionale Degradation von zyto-
toxischen Proteinen — wurden bereits als bedeutendes Element in der
Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie der PD beschrieben
[59]. Nicht zuletzt werden bestimmte Krankheiten nach ihrem pathologischen
Charakteristikum — wie unldslichen, akkumulierten Aggregationen — zusammen-
gefasst. Als Beispiel sind hier die Alpha-Synukleinopathien (PD, DLB,
zusammen mit der Multisystematrophie (MSA) und einigen seltenen
Erkrankungen) zu nennen [60].

Der allgemeine Prozess der Proteinfaltung wahrend der Proteinbildung, aber
auch wahrend des Abbaus von Proteinen, bendtigt das Durchlaufen vielfaltiger
Schritte. Wahrenddessen konnen verschiedene Intermediarprodukte entstehen,
welche unldsliche Aggregate bilden und die Zelle damit gefahrden kénnen. Um
solche funktionsuntichtigen Verklumpungen der Polypeptide zu vermeiden und
Fehlfaltungen zu minimieren, bedient sich die Zelle gewisser Schutz- und
Hilfssysteme [57]. Die sogenannten Chaperone (chaperone) oder auch Hsps,
binden die naszierenden Polypeptidketten und verhindern so vor allem in
Stresssituationen eine fehlerhafte Interaktion und Aggregation ihrer
hydrophoben AS-Sequenzen. Sie beschleunigen und erleichtern den korrekten
Faltungsprozess, zusatzlich assistieren sie bei der Translokation von Proteinen
und spielen bei manchen Signalwegen der Zelle eine wichtige Rolle [61]. Fur
die Aufrechterhaltung der intrazellularen Protein-Homdostase verantwortlich,

interagieren die Chaperone aullerdem, wie weiter oben bereits angedeutet, mit
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verschiedenen Systemen der Proteindegradation wie dem UPS oder
verschiedenen Autophagensystemen [59].

Die Hsps sind ebenfalls in der Lage, eine Aggregation von Alpha-Synuklein und
damit deren Neurotoxizitat zu unterbinden. Aufgrund des Vorhandenseins von
manchen Untergruppen der Hsps in LB wird angenommen, dass durch diese
Sequestration ein funktionaler Verlust der Chaperone entsteht. Die Wirkung der
Schutzsysteme, der Abbau von fehlerhaften Proteinen und die Protektion
gegenuber Alpha-Synuklein sind dadurch eingeschrankt. Vermehrte

synaptische Dysfunktionen und eine Degeneration sind die Folge [59].

Ubiquitin-Proteasomen System

Das UPS tragt zur selektiven, streng regulierten Degradation von Proteinen bei.
So konnen beispielsweise regulatorische Proteine, welche an der
Signaltransduktion, der Zellzyklusprogression, der Apoptose und der zellularen
Differenzierung beteiligt sind, zielgerichtet abgebaut werden [62].

Proteasomen, in denen mithilfe spezifischer Untereinheiten [62] die Proteine
endoproteinolytisch abgebaut werden, befinden sich im Zytosol und im Zellkern.
Um die Substrate der Degradation flr das Proteasom erkenntlich zu machen,
werden Ubiquitin-Polypeptid-Ketten kovalent an das abzubauende Protein
gebunden.

Auch die Beseitigung von fehlgefalteten Proteinen aus dem ER fallt in den
Zustandigkeitsbereich des UPS, wobei die Gesamtheit dieses Entsorgungs-
systems als ER-assoziierte Proteindegradation (endoplasmic reticulum-
associated degradation; ERAD) bezeichnet wird. In diesem Zyklus werden
Glykoproteine mit verzogerter Faltung und nicht-glykosylierte Proteine mit
ahnlichen Faltungsproblemen durch eine Retrotranslokation ins Zytosol
transportiert, polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut [57].

Nun wurde in verschiedenen Studien — z. B. in postmortalem Gehirngewebe
von PD-Patienten — gezeigt, dass eine Storung dieses UPS an der
Pathogenese der PD beteiligt ist. Unterstitzend dabei sind die Tatsachen, dass
viele ubiquitinierte Proteine Inhalt der LB sind [63], und dass das UPS, ebenso

wie das Autophagen-Lysosomen-System (autophagy-lysosomal pathway; ALP)
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die Hauptabbauwege von Alpha-Synuklein darstellen [59]. Es kann bis heute
jedoch nicht eindeutig belegt werden, ob eine dementsprechende Dysfunktion
der Abbaumaschinerie der Zelle Ursache oder begleitende Folge in der

Entstehung der Neurodegeneration ist [62].

Kinase-Signalwege

Transferasen sind Enzyme, die den Transfer einer funktionellen Gruppe
zwischen zwei Substraten katalysieren. Die Kinasen, oder auch Phospho-
transferasen, bilden eine Gruppe innerhalb der Transferasen. Sie katalysieren
die Ubertragung der y-Phosphatgruppe des ATP auf Akzeptorsubstrate [57].
Unter den ersten Genen, die mit PD in Verbindung gebracht wurden, befinden
sich beispielsweise PINK1 und LRRK2, welche fur Kinasen kodieren. PINK1
ist eine mitochondriale Proteinkinase. Mutationen im Gen fuhren zu
mitochondrialer Dysfunktion, sowie einem Defekt im Apoptose-Weg [64].

Da die Signaltransduktionswege allgemein wichtig fur die inter- und
intrazellulare Kommunikation und eine funktionierende Regulation der
Zellfunktionen sind, kann angenommen werden, dass diese einen weiteren
Ansatzpunkt zur Klarung der Pathologie des neuronalen Zellverlustes bei PD

bieten.

Inflammation

Experimentelle Modelle der PD, Untersuchungen des Liquors und nigralen
Gewebes von PD-Patienten, als auch postmortale Autopsien zeigen aktivierte
Mikrogliazellen, reaktive Astrozyten, eine Akkumulation von Zytokinen, eine
Erhohung aktivierter Caspasen und anderer Induktoren des programmierten
Zelltods, sowie vermehrt oxidativ geschadigte Proteine. Dies ist als Hinweis zu
deuten, dass chronische inflammatorische Prozesse einen Beitrag zur
Progression der PD leisten [27, 65].

Die glialen Zellen sind wesentlich an der Aufrechterhaltung der Homdostase im
Gehirn beteiligt, und sorgen so fiir das Uberleben der Neurone [65]. Den
Astrozyten wird eine protektive Funktion im Allgemeinen, aber auch speziell bei

der PD zugeschrieben: Beispielsweise durch das Mitwirken bei der
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Sequestration geschadigter Zellen, der Metabolisierung von Dopamin, dem
vermehrten Glutathion-abhangigen Abbau von ROS und der Produktion von
neurotrophen Faktoren fur dopaminerge Neurone wie dem glial-derived
neurothrophic factor (GDNF) [27]. Andererseits sezernieren sie pro-
inflammatorische Faktoren (beispielsweise intracellular adhesion molecule 1,
ICAM-1), welche die Mikrogliazellen aktivieren und somit einen Entzindungs-
prozess unterhalten konnen [66]. Die Mikrogliazellen Ubernehmen die Aufgabe
als Phagozyten und vermitteln die angeborene Immunantwort. Sie kdnnen u. a.
aktiviert werden durch Pathogene oder auch durch Matrix-Metalloproteinase-3
(MMP-3), Interferon-Gamma (IFN-y), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
aggregiertem Alpha-Synuklein. All diese letztgenannten Metaboliten sind bei
der PD erhoht [67]. Aktivierte Mikroglia vermogen ihrerseits eine Vielzahl an
Faktoren zu produzieren, unter diesen sind inflammatorischen Zytokine wie
TNF-a, Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-1B (IL-1B) [66], sowie reaktive
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS). Manche dieser Substanzen
wirken bei Reparaturprozessen mit und haben neuroprotektive Effekte. Andere
fordern durch ihre Freisetzung die Unterhaltung und Ausbreitung der
Inflammation. Werden diese gegensatzlichen Wirkungsweisen (z. B. durch
exogene oder endogene Faktoren) aus dem Gleichgewicht gebracht, ist der
Untergang von Neuronen, insbesondere in den vulnerablen neuronalen
Populationen wie der SN, eine mogliche Folge. Durch die chronische und
dysregulierte Entzindung wird auch oxidativer Stress induziert [65].

Fehlgefaltetes Alpha-Synuklein vermag einen solchen inflammatorischen
Prozess in Gang zu setzen und/oder zu unterhalten, da es in der Lage ist,
sowohl Mikrogliazellen zu aktivieren, als auch Astrozyten zur Produktion von
IL-6 und ICAM-1 anzuregen [66]. Da aktivierte Mikrogliazellen demgegenuber
durch ihre Freisetzung von freien Radikalen zu einer Modifikation und
Aggregation von Alpha-Synuklein fuhren, kann hier von einer gegenseitigen

Beeinflussung ausgegangen werden [68].

Ob die o. g. Verbindungen ausreichend sind, um die Progression des Verlustes

an Neuronen erklaren zu konnen, ist letztlich nicht geklart. Vorstellungen von
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einer gestorten Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier;
BBB) und einem sich dadurch ergebenden autoimmunen Prozess bedurfen
einer weiteren Abklarung [67].

Der Prozess der Neurodegeneration mit begleitender Proteinakkumulation und
Bildung charakteristischer neuropathologischer Strukturen ist mit dem
Vorhandensein von biochemischen Markern im Liquor verbunden. Fur diese
Arbeit interessant sind das Tau-Protein (vermutlich als Marker der
Neurodegeneration) und Amyloid-B1.42 (AB1-42) als Marker parenchymaler ApB-

Ablagerungen [69].

1.1.8.4 Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms;

SNPs)

Nach der Vorstellung des ,idiopathischen“ Parkinsonsyndroms inklusive der

DLB, der monogenetischen Formen der PD, sowie der Beschreibung
verschiedener relevanter Pathomechanismen im Entstehungsprozess dieser
neurodegenerativen Erkrankungen, sollen nun die genetischen Varianten, die
die LBD beeinflussen, diskutiert werden.

Es gibt verschiedene Sequenzvariationen im menschlichen Genom. Am
haufigsten, mit ca. 1 auf 1000 Basenpaare (bp), sind die Einzelnukleotid-
polymorphismen (single nucleotide polymorphisms; SNPs). Dabei ist lediglich
ein Nukleotid (A, T, C, oder G), also ein Basenpaar, in einem definierten DNA-
Abschnitt verandert. Definitionsgemal betragt die Allelfrequenz dieser Variante
in der Bevolkerung >1%. Die Verteilung der Polymorphismen im Genom ist
nicht gleichmallig. Entsprechend ihrer Position und der Art des Basenpaar-
austausches, kann es zu funktionellen Auswirkungen kommen. Liegt ein SNP in
einer kodierenden Region, kann ein AS-Austausch beispielsweise zu
veranderter Proteinfunktion, -menge oder -stabilitat fihren.

Die SNPs haben eine grofle Bedeutung im Hinblick auf bestimmte
Gesundheitsrisiken, wobei die Auswirkungen auf bestimmte Erkrankungen bzw.
Krankheitsverlaufe noch unvollstandig verstanden sind. Diese Arbeit beschaftigt
sich daher mit der Assoziation von potentiell Krankheits-relevanten SNPs mit

demographischen, klinischen und biochemischen Aspekten von LBD.
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Die bis dato bekannten Rollen der SNPs, welche in dieser Arbeit bertcksichtigt
wurden — APOE, STK39, HLA, BIP, GAK, MAPT — werden nachfolgend

detaillierter beschrieben.

1.2 Apolipoprotein E — ApoE4

1.2.1 Lokalisation, Struktur und Polymorphismen von APOE

Das aus 299 AS bestehende Apolipoprotein E (ApoE), ein Glykoprotein von 35
Kilo Dalton (kDa), wird von dem APOE-Gen auf dem Chromosom 19q13.2
kodiert. Dieses setzt sich zusammen aus vier Exons und umfasst 3,6 Kilo-
Basenpaare (kbp) [70].

Die Variation zweier SNPs der APOE-Region, rs429358 und rs7412, resultiert
in verschiedenen Isoformen von ApoE, welche eine Heterogenitat bezlglich
bestimmter AS-Sequenzen aufweisen. Aus diesen SNPs abgeleitet konnten
drei Hauptallele — €2, €3 und €4 — identifiziert werden, woraus sich sechs
verschiedene homozygote und heterozygote Genotypen ergeben: €2/e2, €3/€3,
ed/ed, €2/e3, €2/e4 und €3/e4. Die drei Hauptallele kodieren fur die drei
entsprechenden Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoE4. Die verschiedenen
Varianten unterscheiden sich lediglich durch einen AS-Austausch an den
Positionen 112 und/oder 158 (Isoform: 112/158). ApoE2 enthalt Cystein (Cys)
an diesen beiden Lokalisationen (Cys/Cys), wahrend ApoE3 Cystein nur an
Position 112 und Arginin (Arg) an der Position 158 (Cys/Arg) beinhaltet. Bei der
Isoform ApoE4 werden beide AS-Standorte von Arginin (Arg/Arg) besetzt [70-
72].

1.2.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD

Das im Plasma vorhandene ApoE entstammt vorrangig der Leber und in
geringerem Ausmall den Makrophagen. Es wird jedoch in grol3er Vielfalt auch
in anderen Organen wie Gehirn, Milz, Nieren, Nebennieren, Lunge und Ovarien
exprimiert. Im ZNS, wo ApoE eines der hauptsachlichen Apolipoproteine
darstellt, findet dessen Synthese lokal — vorrangig in den Astrozyten und
Mikrogliazellen — statt [70, 73].
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ApoE vermittelt als Ligand die endozytotische Aufnahme von Lipoprotein-
Partikeln. Bei Bindung an spezifische Lipoprotein-Rezeptoren aus der Familie
der low-density lipoproteins (LDL) wird der Ligand-Rezeptor-Komplex durch
Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen und dissoziiert in Endosomen.
Der ApoE-Rezeptor wird dabei zurlick an die Zelloberflache transportiert,
wahrend der ApoE-beinhaltende Lipoprotein-Partikel zu den Lysosomen
gelangt, worin Cholesterol fur den zellularen Gebrauch verfugbar wird [74]. Im
ZNS konnen Veranderungen im Cholesterin-Metabolismus mit verschiedenen
Erkrankungen wie u. a. AD, PD, Multipler Sklerose (Multiple sclerosis; MS) und
Huntington (Huntington disease; HD) in Verbindung gebracht werden [75], denn
Cholesterol ist als ein Haupt-Bestandteil der neuronalen Zellmembranen und
Synapsen wichtig fur deren Erhalt und Funktion [76]. ApoE scheint mit der
Beteiligung an dem Transport von Lipiden auch fur die Cholesterin Homoostase
verantwortlich zu sein.

AuRerdem ist u. a. ApoE an der beschleunigten Aufnahme und dem
lysosomalen Transport von AB beteiligt. Dies geschieht Isoformen-abhangig, mit
einer effizienteren Degradierung bei ApoE3 im Gegensatz zu ApoE4, der
Risikovariante von neurodegenerativen Erkrankungen [77]. Es wird diskutiert,
ob diese Induktion der AB-Degradierung u. a. uber einen erniedrigten zellularen
Cholesterol-Spiegel — ebenfalls durch ApoE — vermittelt wird [78]. Bei in vivo
Experimenten konnte gezeigt werden, dass ApoE4 im Vergleich zu ApoE3 die
Beseitigung von AR sogar signifikant erniedrigte [77]. Auch eine ApoE4
induzierte Akkumulation von A4, und hyperphosphorylietem Tau mit
einhergehender kognitiver Storung konnte in einer Studie bereits nachgewiesen
werden [79]. Aullerdem fuhrte in einem transgenem Maus-Modell die
Uberexpression eines LDL-Rezeptors (low-density lipoprotein receptor; LDLR),
welcher an ApoE bindet, zur Erniedrigung von ApoE und zu einer verminderten
AB-Deposition und einer verstarkten extrazellularen Beseitigung von AB [74]. Es
scheint offensichtlich, dass ApoE die Akkumulation bzw. Beseitigung von AR

beeinflusst. Der genaue Mechanismus bleibt jedoch noch unklar.
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Des Weiteren fuhrt der Genotyp APOE — v. a. mit ¢4 — vermutlich zu neuro-
inflammatorischen Prozessen und damit vermehrter neuronaler Schadigung
[80].

Nach o. g. Erkenntnissen, dass der Cholesterin-Metabolismus sowie die ApB-
Pathologie Einfluss auf neurodegenerative Erkrankungen wie AD und PD
nehmen, und da zwischen diesen beiden Erkrankungen klinische, patho-
logische und genetische Ahnlichkeiten bestehen, scheint es in diesen
Zusammenhangen plausibel und durchaus wahrscheinlich, dass APOE nicht
nur Risikofaktor fur AD, sondern auch fur PD (und PD-assoziierte Symptome
wie Demenz) darstellt. Auch, wenn die Ergebnisse diesbezuglich nicht immer
einstimmig sind, konnte das APOE e4-Allel mit einem erhohten Erkrankungs-
risiko fur PD und einem jungeren Erkrankungsalter der PD bereits in

Verbindung gebracht werden [81].

1.3 Serin-Threonin-Kinase 39 — STK39

1.3.1 Lokalisation und Struktur von STK39

Das STK39-Gen, gleichbedeutend mit SPAK (Ste20-related proline-alanine-rich
kinase), ist auf dem langen Arm des Chromosoms 2 (2q24.3) lokalisiert. Das
humane SPAK-Gen kodiert fur ein aus 547 AS bestehendes Protein, welches
als ein Mitglied der Untergruppe der Selenophosphat-Synthetasen
(selenophosphate synthetase; SPS1)/Keimzentrum-Kinasen (germinal center
kinases; GCK) aus der Familie der STE20-Kinasen (Sterile 20, gehort zu den
Serin/Threonin-Kinasen) identifiziert wurde [82]. Am N-terminalen Ende des
Proteins befindet sich eine Region von Wiederholungen der AS Alanin und
Prolin (PAPA box). Vermutlich kann dieser Abschnitt der Kinase intermolekulare
Interaktionen mit Strukturen des Zytoskeletts wie Aktin oder ahnlichen
Proteinen eingehen. Die katalytische Domane mit der Funktion einer
Serin/Threonin-Kinase folgt nach dem N-Terminus mit einer Distanz von 61 AS.
Am C-terminalen Ende befindet sich die Struktur, an der die Caspasen die
SPAK spalten kdnnen [82].
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1.3.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD

Die SPAK wird ubiquitar in verschiedenen Geweben exprimiert, zeigt jedoch
eine Praferenz flr das Gehirn und das Pankreas [82].

Diese Phosphoryltransferase (STK39) soll eine Rolle bei der Regulation der
zellularen Stressantwort spielen, hier insbesondere auf der Ebene der p38
Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (mitogen activated protein kinase; MAPK)-
Kaskade. Die MAP-Kinasen koénnen aufgrund ihrer aktivierenden Faktoren
eingeteilt werden. Eine Aktivierung der Familie der p38-Kinasen — benannt nach
ihrer Molekilmasse von 38 kDa — wird z. B. hervorgerufen durch oxidativen
Stress, osmotische Veranderungen und pro-inflammatorische Zytokine. Es
wurde gezeigt, dass u. a. die Aktivierung des p38-MAPK Weges mit der
Apoptose korreliert [82].

Um die Kinasen zu aktivieren, spielen sogenannte Caspasen, eine Familie aus
proteolytischen Enzymen, eine Rolle. Caspasen sind Cysteinproteasen, welche
Proteine hinter Aspartyl-Resten spalten. Sie vermitteln in der intrazellularen
Proteolysekaskade und tragen so ihren Teil zur eingeleiteten Apoptose bei [82].
Johnston et al. [82] fand heraus, dass die Expression einer katalytisch aktiven
SPAK, sowie einer durch Caspasen C-terminal gespaltenen und dadurch
verkurzten SPAK, die p38-Kaskade spezifisch aktiviert. Ebenso konnte bei einer
zelluldaren Stressantwort eine Beeinflussung der Aktivitat von Kalium-Chlorid-
Kotransportern u. a. in Assoziation der Stress-Kinase SPAK gezeigt werden
[83]. Durch diese Erkenntnisse ist es also naheliegend, dass SPAK bei der
Stress-Antwort von Zellen involviert ist. Da bei LBD (wie o. g.) vermutlich
gewisse Stressstimuli bestehen bzw. Einfluss auf dessen Entstehung haben,
konnte diesbezuglich eine Verbindung mit STK39 und dessen Beeinflussung
der Pathologie vermutet werden. Diese Hypothese musste jedoch zunachst
abgeklart werden um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, inwiefern die
Kaskade uber Caspasen und Stress-Kinasen wie SPAK in der Entwicklung der
PD eine Rolle spielen konnte. In Bezug zu PD konnte STK39 in einer Analyse
von Daten mehrerer genomewide association studies (GWAS) als

Pradispositionsfaktor identifiziert [84] und anderweitig bestatigt werden [85-88].
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1.4 Humanes Leukozyten-Antigen — HLA

1.4.1 Lokalisation und Struktur von HLA

Das HLA-Gen (human leukocyte antigen) ist auf dem Chromosom 6p21.3
lokalisiert. Der fur unsere Arbeit relevante SNP rs3129882 liegt im Intron 1 von
HLA-DRA, in der nicht-kodierenden Region [89].

Die HLA-DR Region - als Haupthistokompatibilitdtskomplex (major
histocompatibility complex; MHC) mit ihren verschiedenen Haplotypen — wird
von vielen Loki kodiert und ist genetisch hoch komplex. HLA-DRA und HLA-
DRB kodieren fur HLA-DR Antigene, welche zu den HLA Klasse-lI-Molekulen
gehoren [89, 90]. Laut Tan et al. [89] liegt der SNP rs3129882 zwar in der nicht-
kodierenden Region, ist aber (entweder direkt oder Uber ein sogenanntes
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium; LD)) mit der Expression von
HLA-DRA korreliert. LD bedeutet, Allele an benachbarten Genorten wurden in
dieser Situation nicht mehr nach dem Zufallsprinzip, sondern wesentlich
haufiger gemeinsam vererbt werden. Aufgrund der geringen Diskrepanz ihrer

Loci auf dem Chromosom treten sie somit abhangig voneinander auf.

1.4.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD
Antigen-prasentierende Zellen — also auch Mikrogliazellen — exprimieren den
Zelloberflachen-Rezeptor HLA-DR (wie o. g. ein Haupthistokompatibilitats-
komplex Klasse-lI-Rezeptor), welcher u. a. auch mit T-Zell-Rezeptoren
interagiert [89, 91]. Das HLA-DR Antigen fungiert demnach als ein
Antigen-prasentierendes Molekll oder regulatorisches Molekul, welches in
der angeborenen und spezifischen Immunabwehr involviert ist [90].

HLA wurden urspringlich als Oberflachenantigene bezeichnet, welche die
,Graft-versus-Host Disease” vermitteln. Die HLA-Region ist v. a. in Verbindung
mit Immun-Erkrankungen als Pradispositionsfaktor sehr wichtig, spielt aber
auch in vielen anderen Erkrankungen eine Rolle [89, 92].

In mehreren GWAS konnten Varianten von HLA (mit besonders starker
Assoziation die kodierende Region des Rezeptors HLA-DR [93]) als
Risikofaktor fur die Entwicklung einer PD definiert werden [84, 94, 95]. Einige
Studien konnten diesen Zusammenhang bestatigen [90, 92, 96]. Auch deshalb
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wird vermutet, dass Mechanismen bzw. Dysfunktionen des Immunsystems an
der Entstehung, aber v. a. auch der Progression der PD beteiligt sind. In der SN
und anderen beteiligten Gehirn-Regionen von PD-Patienten konnte das
Vorhandensein von HLA-DR positiven Mikrogliazellen nachgewiesen werden,
besonders in Bereichen mit starker Neurodegeneration [90, 97]. Im Liquor von
PD-Patienten konnte aufllerdem eine vermehrte HLA-DR Expression der
Monozyten gemessen werden [98]. Auch konnten sowohl CD4+, als auch CD8+
T-Lymphozyten — mit denen HLA-DR interagiert (s. 0.) — in post-mortem
Gehirnanalysen von PD-Patienten nachgewiesen werden [91]. In Betrachtung
der Funktion von HLA in Immun-vermittelten Erkrankungen scheint somit auch

dessen Beteiligung an Entstehung und/oder Progression von PD mdglich.

1.5 Immunoglobulin-bindendes Protein — BiP

1.5.1 Lokalisation und Struktur von BIP

Das BIP-Gen ist auf dem Chromosom 9q33.3 lokalisiert, erstreckt sich uber 5
kb und besteht aus acht Exons und sieben Introns [99].

BiP (binding immunoglobulin protein), identisch mit HSPAS5 (heat shock 70kDa
protein 5) sowie auch GRP 78 (glucose-regulated protein 78kDa), gehort zur
Familie der Hitze-Schock-Proteine 70 (Hsp70).

Die Hsp70-Isoformen unterscheiden sich voneinander hinsichtlich ihrer AS-
Sequenzen, ihrer Expression, ihrer subzellularen Lokalisation, und ihrer
Induktion als Antwort auf variable Stress-Stimuli [100]. Das translatierte Hsp70
Protein besteht aus zwei Hauptdomanen: dem N-Terminus von etwa 45kDa mit
der ATPase-Aktivitat und der C-terminalen Substrat-bindenden Domane von
etwa 25 kDa [101].

1.5.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD

Aus der ,Genetic Association Database® lasst sich entnehmen, dass das
humane BiP verschiedene genetische Assoziationen zu Krankheiten in diversen
Organen aufweist. Diese Erkenntnis setzt dessen ubiquitdres Vorkommen

voraus.
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Die Aufgabe der Stress-induzierten Hsp70 beinhaltet das Verhindern einer
Akkumulation von durch Stress denaturierten Proteinen. Neben diesen, durch
bestimmte Signale vermehrt gebildeten Hsp70, konnten ebenfalls konstitutiv
exprimierte Hsp70 identifiziert werden. Folgende Funktionen werden diesen
dauerhaft vorhandenen  Regulationsproteinen  unter  physiologischen
Bedingungen zugeschrieben: Das Falten von naszierenden Proteinen, die
Protein Translokation zwischen zellularen Kompartimenten, die Degradation
von unstabilen oder fehlgefalteten Proteinen, die Regulation von Assemblierung
und Disassemblierung von Proteinkomplexen [100].

Das HSPAS5/BIP ist ein bedeutendes Hsp70-Chaperon im Lumen des ER, wo
die posttranslationale Modifizierung, Faltung und Oligomerisierung der Proteine
statt findet [57]. Dort fungiert es als Hilfsprotein im Proteinfaltungsprozess und
in Stresssituationen im Rahmen der Zell-Antwort auf ungefaltete Proteine
(unfolded protein response; UPR) [102].

Bereits aus Modellen friherer Studien besteht die Vorstellung, dass auf dem
Weg zur Neurodegeneration ER-Stress eine auschlaggebende Rolle spielt [103,
104]. Der Prozess der Stressentstehung im ER und die darauf folgende Antwort
aus dem Zellkern — die Induktion von Hilfs- und Kontrollmechanismen — setzt
eine optimale Kommunikation zwischen den Kompartimenten voraus. Im
Zusammenhang mit neuronaler Degeneration werden v. a. die (fehlerhafte)
Aktivierung folgender Systeme und Signal-Transduktionswege diskutiert: Das
UPS, die ERAD und die UPR [103].

Ein durch Akkumulation von ungefalteten oder fehlgefalteten Proteinen im
Lumen des ER hervorgerufener ER-Stress [57], fordert eine hohere
Beanspruchung des Hsp70-Chaperons BiP. Aullerdem bildet Zellstress eine
neue Grundlage fur eine zusatzliche Storung der korrekten Faltungsschritte von
Polypeptiden und fuhrt unter Umstanden zu einer Zerstérung von bereits
gebildeten nativen Proteinen. Die Registrierung dieses Zustandes fuhrt Gber
den UPR-Signalweg zur Informationsubertragung in den Zellkern. Dort wird als
Gegenregulation der Zelle eine Induktion von molekularen Chaperonen wie BiP
eingeleitet und die Aktivitat des ERAD-Systems erhoht [57, 103].
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Die Funktionen von BiP scheinen in Betrachtung der o. g. Pathogenese von PD
v. a. in Bezug zu ER-Stress und Apoptose von Neuronen interessant. Der
normale Alterungsprozess an sich ist mit Veranderungen von Struktur und
Funktion des ER vergesellschaftet [105]. Es wird vermutet, dass u. a. der
Aktivitatsverlust von BiP und anderen wichtigen ER-Chaperonen (in Beteiligung
von oxidativem Stress) fur diesen ER-Funktionsverlust verantwortlich ist.
Deshalb wird angenommen, dass der Funktionsverlust von BiP auch fur
altersabhangige neurodegenerative Erkrankungen wie PD einen pra-
disponierenden Faktor darstellt. Denn auch in verschiedenen PD-Modellen
sollen sowohl Menge, als auch Lokalisation von BiP verandert sein [105]. In
einem weiteren PD-Modell konnte gezeigt werden, dass BiP die Neurotoxizitat
von Alpha-Synuklein — dessen Akkumulation u. a. zu ER-Stress und Aktivierung
der UPR flhrt — vermindern konnte. Somit kdnnte BiP durchaus protektiv auf

die dopaminergen Neurone wirken und deren Apoptose reduzieren [106].

1.6 Cyclin G-assoziierte Kinase — GAK

1.6.1 Lokalisation und Struktur von GAK

Das GAK-Gen kodiert fur die gleichnamige GAK (cyclin G-associated kinase),
eine Serin/Threonin-Kinase, und befindet sich auf dem Chromosom 4p16.3. Die
GAK ist ein 160 kDa Protein und wird auch als Auxilin 2 bezeichnet. Das
vergleichbare Auxilin 1 ist zwar der GAK/Auxilin 2 funktionell homolog, zeigt
jedoch u. a. Abweichungen bezuglich dessen Struktur. Denn nur die GAK, nicht
aber Auxilin 1, weist eine Kinase-Domane am N-terminalen Ende auf, welche
die Clathrin Adaptoren AP-1 und AP-2 (adaptor protein; AP) in vitro
phosphorylieren kann. Der C-Terminus der GAK fungiert mit seiner J-Doméane
in vitro als Co-Chaperon fur das Hitze-Schock-Protein Hsc70 (heat shock
cognate; Hsps, welche hauptsachlich konstitutiv exprimiert werden und nur
schwach induzierbar sind) bei der Proteinfaltung, dem Proteintransport und der

Beeinflussung von Protein-Protein Interaktionen [107, 108].
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1.6.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD

Im Expressionsmuster zeigt sich ebenfalls ein Unterschied zwischen o. g.
Auxilin 1 und 2. Denn neben der ubiquitéar vorkommenden GAK/Auxilin 2 ist
Auxilin 1 Neuronen-spezifisch.

In unterschiedlichen Studien wurden die vielfaltigen Funktionen der GAK im
Zusammenhang mit verschiedenen Zellvorgangen diskutiert [109-111].

Es wird angenommen, dass die Kinase Uber verschiedene Mechanismen in
einem komplexen Zusammenspiel an der Clathrin-vermittelten Endozytose und
verschiedenen Vesikel-Transportvorgangen des trans-Golgi-Netzwerkes (TGN)
beteiligt ist. Auf’erdem soll die GAK bei der Bindung von Clathrin und
Adaptoren an die Plasmamembran und den Golgi-Apparat eine Rolle spielen,
sowie bei der Regulation einer korrekten Funktion der Endosomen mitwirken
[112, 113].

Die Clathrin-Beschichtung fungiert bei dem Transport einer aufgenommenen
Ladung von der Zellmembran zu den Endosomen als mechanisches Gerust und
ist somit notwendig fur die geregelte Clathrin-abhangige Endozytose wahrend
der Interphase. Dabei werden geldste Substanzen an einen spezifischen
Rezeptor an der Zelloberfliche gebunden. Uber die sogenannten Adaptine,
welche auf der zytosolischen Seite der Membran die beladenen Rezeptoren
erkennen, kann letztendlich Clathrin gebunden werden. Durch dessen Struktur
wird die Zellmembran zur Abschnirung veranlasst. Die zuerst entstehenden
Einbuchtungen (coated pits) entwickeln sich zu Vesikeln (coated vesicles).
Damit diese mit Clathrin-beschichteten Vesikel (Clathrin coated vesicles; CCVs)
zu frGhen Endosomen werden konnen, muss die Clathrinhille ab-dissozieren.
An dieser Dissoziation als Regulator beteiligt ist das Chaperon Hsc 70. Als Co-
Faktor wird die J-Domane, entweder des Proteins Auxillin oder der GAK
bendtigt. Diese veranlasst die Bindung der CCVs an das Hsc 70 [57, 114].

All diese Proteine — einschlieBlich Clathrin, Hsc70 und GAK — sind ebenfalls
beteiligt an der Vesikelabschnirung am Ende des TGN. Zusatzlich spielt hier
der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR) eine Rolle, welcher fur die
Sortierung der Enzyme aus dem Golgi-Apparat in die Lysosomen zustandig ist.

In Beteiligung dieser Strukturen konnte in vitro in Zellen mit einer verminderten
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GAK eine Reduktion der Rezeptor-vermittelten Endozytose, ein Effekt auf den
Vesikelverkehr vom TGN zu den Lysosomen, sowie Auswirkungen auf die
Zellstruktur (Reduktion von Adaptoren der Plasmamebran und des TGN und
Verminderung von Clathrin) festgestellt werden [112, 113].

Neben diesen Vorgangen im Vesikeltransport, scheint eine funktionierende
Kooperation (bei subzellularer Co-Lokalisation) der Molekule GAK und Clathrin
ebenfalls Voraussetzung fur die Regulation eines intakten mitotischen Ablaufs
zu sein [111, 115, 116].

Den Nachweis der Beteiligung der GAK an einem weiteren Mechanismus der
Zelle erbrachte eine Studie an einem Zebrafisch-Modell, wo Auxilin- und
GAK-Gen starke Homologien mit denen von Saugetieren aufweisen. Eine
Inhibition der GAK-Funktion verursachte dabei eine gesteigerte Apoptose
in neuroektodermalen Geweben. Dies wiederrum hatte eine schwere De-
generation neuronaler Strukturen zur Folge [117]. Des Weiteren beeintrachtigte
eine verminderte Kinase-Funktion den Notch-Signalweg wahrend der Neuro-
genese. Dieser Signalweg wird ebenfalls durch verschiedene Faktoren der
Endozytose reguliert, was eine Verbindung zu der bereits besprochenen
Funktion der GAK bei der Clathrin-assoziierten Aufnahme von Substanzen
herstellt. Diese Beobachtungen deuten an, dass die GAK eventuell eine
fordernde oder erhaltende Funktion beim Uberleben neuronaler Zellen
einnimmt, was hinsichtlich der Assoziation zu PD von Bedeutung sein konnte
[117]. Denn das GAK-Gen wurde bereits in GWAS — im Hinblick auf
sporadische sowie familiare PD-Falle — als mdgliche Pradisposition fur PD
identifiziert [84, 94, 118]. Eine zusammenfassende Meta-Analyse aller Daten
genetischer Assoziations-Studien von PD (ohne Mendelsches Vererbungs-

muster) konnte diesen Zusammenhang von GAK und PD bestatigen [88].

1.7 Microtubuli-assoziiertes Protein Tau — MAPT
1.7.1 Lokalisation und Struktur von MAPT

Das MAPT-Gen, welches fur das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau kodiert,
befindet sich auf Chromosom 17921.1 und besteht aus 16 Exons [119].
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Die chromosomale Region, welche u. a. das MAPT-Gen enthalt, ist hoch
komplex. Sie wurde mithilfe verschiedener Forschungen durch zahlreiche
Polymorphismen Uber den Bereich der gesamten MAPT kodierenden Region
hinweg erweitert: Beispielsweise bei der Untersuchung der allelischen
Assoziation von MAPT und den neurodegenerativen Erkrankungen wie der
progressiven supranuklearen Blickparese (progressive supranuclear palsy;
PSP) und der kortikobasalen Degeneration (corticobasal degeneration; CBD)
[120]. Es wird angenommen, dass sich der beschriebene Bereich — hervor-
gegangen als ,Ur-Ereignis” aus einem invertierten Fragment von 900 kb — aus
zwei Haupt-Haplotypen, H1 und H2, entwickelt hat. Aus Subhaplotypen
zusammengesetzt, haben die zwei unterschiedlichen Haplotypen individuell und
unabhangig voneinander verschiedene Sequenzvariationen angesammelt. Als
Folge einer unterdrickten Rekombination oder gewollten Selektion von
Rekombinanten sind sie in der Population weit verbreitet [121]. Die haploiden
Genotypen werden definiert durch die oben bereits erwahnten, zahlreich
vorhandenen Polymorphismen. Diese befinden sich Uber die gesamte Region
hinweg im kompletten LD. Durch weitere genetische Erkenntnisse und mit
Hilfe von SNPs konnte fur die Region, welche sich im LD befindet und
MAPT flankiert, eine maximale Ausdehnung von ~1,8 Mega-Basenpaaren (Mb)
ermittelt werden. Neben dem Tau-Gen beinhaltet dieser haploide Block
zusatzlich noch weitere Gene, welche im Hinblick auf neurodegenerative
Erkrankungen als madgliche pathologische Gen-Lokationen hinzugezogen
werden mussen [120, 122]. Dies scheint in Zusammenhang mit unserer Arbeit
ebenfalls wichtig. Denn aufgrund der Tatsache, dass die SNPs miteinander in
vollkommenem LD stehen, kann der Zusammenhang eines bekannten H1/H2-
SNP mit einem bestimmten Erkrankungsrisiko infolge der funktionalen Variation
innerhalb jeglichen Segments von MAPT oder eines Nachbarschaftsgens

entstanden sein [121].
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1.7.2 Vorkommen, Funktion und Zusammenhange mit LBD

Im Nervensystem werden die Tau-Proteine abhangig von der neuronalen Reife
und dem Neuronentyp exprimiert. Die Expression erfolgt in den Neuronen,
besonders reichlich sind sie in den Axonen vorhanden [123].

Tau-Proteine sind eine Gruppe phosphorylierter Proteine, welche an die
Mikrotubuli binden und diese in ihrer Assemblierung und Stabilisierung fordern
[123]. Tau hat damit eine SchlUsselrolle, was die Organisation und Intaktheit
des Zytoskeletts betrifft [121].

Das im humanen Gehirn exprimierte Tau wurde von Jensen et al. [124] als
Ligand von Alpha-Synuklein identifiziert und deren interagierende Domanen
beschrieben. Diese befinden sich am C-Terminus von Alpha-Synuklein und der
Mikrotubuli-bindenden Region von Tau. Daruber hinaus konnte eine Co-
Lokalisation der beiden Proteine in den Axonen nachgewiesen werden, und
gezeigt werden, dass Alpha-Synuklein eine Neigung besitzt, die
Phosphorylierung von spezifischen Serin-Residuen in dem gelosten Tau-
Protein zu stimulieren. Daraus ergibt sich durch Verminderung der
Konzentration eines funktionstichtigen Mikrotubuli-bindenden Proteins Tau ein
indirekter Einfluss von Alpha-Synuklein auf die Stabilitat und Dynamik der
axonalen Mikrotubuli, mit moglicherweise letalen Folgen fur das Neuron [125].
Alpha-Synuklein ist also in der Lage, die Bildung von phosphorylierten Tau-
Fasern zu induzieren und beide Proteine — Alpha-Synuklein und Tau -
beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Polymerisation zur Bildung von
Ablagerungen [126] .

Eine Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen wird mit Mutationen im
MAPT-Gen assoziiert. Zu diesen gehoren die AD, die CBD, die PSP, Morbus
Pick (Pick’s disease; PiD), die agyrophilic grain disease (AGD) und die
frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus in Verbindung mit dem
Chromosom 17 (frontotemporal dementia with parkinsonism linked to
chromosome 17; FTDP-17) [119]. Diese sogenannten Tauopathien weisen
charakteristische, faserartige, neuronale Einschllisse — die Neurofibrillenbindel
(neurofibrillary tangles) — auf. Sie bestehen aus abnorm phosphoryliertem Tau-

Protein und befinden sich an den Neuriten der Nervenzellen [124]. Des
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Weiteren wird das MAPT-Gen in einer groRen GWAS mit dem Auftreten von
PD in Verbindung gebracht [84], was andere Studien ebenso bestatigen
konnten [121, 127, 128]. Die H1-Variante wird weiters auch mit kognitiver
Beeintrachtigung und Demenz bei PD assoziiert [129, 130].

In grundlagenwissenschaftlichen Arbeiten konnte eine erhdhte transkriptionale
Aktivitat von H1 gegenuber H2 bei PD-Patienten nachgewiesen werden.
Interessant ist unter diesem Aspekt auch, dass die H1-Variante in PD
moglicherweise zu einer durch Tau vermittelten, verstarkten Fibrillenbildung bei
Alpha-Synuklein fuhrt. Diese beiden Aspekte konnten erklaren, warum der
Haplotyp H1 des MAPT-Gens mit dem gehauften Auftreten von PD assoziiert ist
[123]. Die genauen Ursachen und Zusammenhange sind jedoch noch unklar.
Passend zu den o. g. biochemischen Beobachtungen von Alpha-Synuklein und
Tau konnte auch — das Erkrankungsrisiko fur PD betreffend — eine ,Interaktion”
von MAPT- und eines SNCA-SNPs beobachtet werden. Die Kombination der
Risiko-Genotypen in MAPT und SNCA verdoppelte das Risiko an PD zu
erkranken [130].

1.8 Fragestellung
Aufgrund der in der Einleitung geschilderten, bereits bekannten Beziehungen
der Gene/Proteine mit PD/LBD, wurden in einer gro3en Kohorte von LBD-
Patienten und Kontrollen folgende SNPs definiert:
APOE-SNP: Chr. 19, Position: 50103781, SNPID: rs429358 und
Chr. 19, Position: 50103919, SNPID: rs7412
STK39-SNP: Chr. 2, Position: 168800545, SNPID: rs4668049
HLA-SNP:  Chr. 6, Position: 32517508, SNPID: rs3129882
BIP-SNP:  Chr. 9, Position: 127040940, SNPID: rs430397
GAK-SNP: Chr. 4, Position: 929087, SNPID: rs6599388
MAPT-SNP: Chr. 17, Position: 41074926, SNPID: rs393152

und die Ergebnisse auf folgende Fragestellungen hin analysiert:

1. Besteht bei Vorliegen der jeweiligen SNPs

a. ein erhohtes Erkrankungsrisiko fur LBD?
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b. eine Assoziation mit dem Auftreten von motorischen Subtypen?
c. ein erhohtes Erkrankungsrisiko fur Demenz?
2. Sind die SNPs assoziiert mit
a. dem Krankheitsbeginn von Parkinsonismus?
b. dem Krankheitsbeginn von Demenz?
c. der Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn
der Demenzerkrankung?
3. Sind die SNPs mit einem der folgenden Krankheitssymptome assoziiert?
a. Mit motorischen Symptomen — gemessen an H&Y-Stadium und
UPDRS-III.
b. Mit kognitiven Symptomen — gemessen am MMSE (Mini-Mental-
Status-Test; Mini-Mental-State-Examination)-Wert.
c. Mit Hyposmie — gemessen am Sniffin-Sticks-Testwert.
4. Sind die SNPs mit der Progression der o. g. Krankheitssymptome
assoziiert?
5. Sind die SNPs mit dem neurodegenerativen Marker Tau — Gesamt-Tau
(Total-Tau; h-Tau), phosphoryliertes Tau (Phospho-Tau; p-Tau), dem

Quotienten p-Tau/h-Tau — oder AB1.42 im Liquor assoziiert?
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2 Studienkollektiv, Material und
Methoden

2.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv wurde von der Abteilung fur Neurologie der Universitat
Tdbingen rekrutiert und nach unten beschriebenen Auswahlkriterien
zusammengestellt. Alle Teilnehmer wurden uUber die Studie aufgeklart und
willigten schriftlich in die Einverstandniserklarung ein. Die Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultat Tubingen genehmigte die Studie (Ethikantrage:
343/2003, 497/2004 und 199/2011BO1; Genetik: Projektnummer: 287/2004v).

In die vorliegende Riskpanel-Studie wurden 1038 Probanden mit Alter > 50
Jahren eingeschlossen, welche sich aus 347 Kontrollen und 691 Patienten
zusammensetzten. Je nach Gegenuberstellung gingen davon die Daten einer
unterschiedlichen Anzahl an Probanden in die statistische Analyse ein. Diese

kann dem jeweiligen Kapitel entnhommen werden.

2.1.1 Charakterisierung der Stichprobe

Patienten

Die Charakterisierung der Patienten erfolgte nach aktuell geltenden
Diagnosekriterien. Fur die klinische Diagnostik erfullten die PD-Patienten die
UK Parkinson's Disease Society Brain Bank Kriterien [18]. Die PDD-Patienten
erfullten zusatzlich die Kriterien fur Demenz nach DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders-1V) der amerikanischen psychiatrischen
Vereinigung und die DLB-Patienten die Diagnose-Kriterien nach McKeith et al.
[25]. Zum Ausschluss aus der Studie fuhrten folgende Kriterien: Entzindungen
des ZNS in der Anamnese, Ischamien, Neoplasien, tiefe Hirnstimulation,
Schadel-Hirn-Traumata, psychiatrische Erkrankungen (wie Schizophrenie,
Psychose, schwere Depression), andere neurodegenerative Erkrankungen,
sowie Patienten mit MSA oder PSP.

Die Diagnose wurde von erfahrenen Arzten der Abteilung fiir neurodegenerative

Erkrankungen des Universitatsklinikums in Tubingen gestellt.
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Klinische Daten wurden aus dem Klinikinternen KAS-System und der retro-
spektiven Zusammenfassung anhand von Arztbriefen ermittelt. Im Folgenden
sollen von den erhobenen klinischen Daten nur die fur diese Arbeit relevanten
Aspekte genannt werden: Datum der klinischen Untersuchung, Alter,
Geschlecht, Diagnose, Differentialdiagnose, Familiengeschichte bezlglich PD,
Alter bei Beginn der Symptome, Erkrankungsdauer seit Beginn der
Symptome, motorischer Subtyp (Tremor-dominanter-Typ, Akinetisch-rigider-
Typ, Aquivalenz-Typ), H&Y-Stadium, UPDRS-III, Vorhandensein einer Demenz,
Alter bei Demenzbeginn, Erkrankungsdauer der Demenz, MMSE mit
Erhebungsdatum, Alter bei MMSE-Erhebung, Erkrankungsdauer bei MMSE-
Erhebung, Einnahme von Antidementiva, Vorhandensein einer Hyposmie
(Sniffin-Testwert), L-Dopa-Aquivalenzdosis, Datum der Liquor-Entnahme und
Liquor-Konzentrationen fur h-Tau, p-Tau und ABa4z.

Ebenfalls grofdtenteils anhand der Arztbriefe, wurden die Patienten unter der
Ubergeordneten Kategorie der LBD in die folgende Untergruppen gegliedert: 74
PDD-Patienten, 279 PDND-Patienten, 39 DLB-Patienten und 299 PD-Patienten
(ohne verfugbare Zuordnung in PDND und PDD). Unter dem Aspekt kognitiver
Einschrankungen in Zusammenhang mit LBD wurde zusatzlich eine Demenz-

Gruppe, bestehend aus PDD-Patienten und DLB-Patienten abgegrenzt.

Kontrollen

Die Kontrollen wurden aus der bestehenden Biobank unter folgenden Vorgaben
rekrutiert: vorhandene AP42-Werte aus der Liquoranalyse, sowie ein MMSE-
Wert. Die Untersuchung dieser Probanden erfolgte vorrangig in der
Gedachtnisambulanz der Abteilung fur neurodegenerative Erkrankungen in der
Universitatsklinik Tubingen (Leiter Prof. Dr. Walter Maetzler). Zum kleinen Teil
erfolgte eine Rekrutierung auf der Station der Abteilung fur Neurologie.
Grunde fur die Liquorpunktion waren der Ausschluss einer neurodegenerativen,

entzundlichen oder vaskularen Erkrankung.
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Eine detaillierte Darstellung zu den Daten der Probandenzahlen ist in
Tabelle 2.1 dargestellt. Abbildung 2.1 soll die prozentuale Verteilung in der

Gesamtgruppe veranschaulichen.

Tabelle 2.1: Anzahl der Kontrollen und Patienten in den jeweiligen Kategorien der LBD-

und Demenz-Gruppe mit Subklassifikationen.

Total LBD Demenz
Kontrollen 347
DLB 39 691 113
PDD 74
PDND 279
PD 299
Total 1038

DLB: Demenz mit Lewykdrpern (Dementia with lewy bodies); LBD: Lewykérper-
Erkrankungen (Lewy body disorders); PD: Parkinson-Erkrankung (Parkinson’s
disease); PDD: Parkinson-Erkrankung mit Demenz (Parkinson’s disease with
dementia); PDND: Parkinson-Erkrankung ohne Demenz (Parkinson’s disease non-
demented/without dementia)

Verteilung in der Gesamtgruppe

Abbildung 2.1: Prozentuale (%) Verteilung der Kontrollen und jeweiligen Untergruppen
der LBD in der Gesamtgruppe. Abklirzungen werden in der Legende von Tabelle 2.1
ausgefuhrt.

Insgesamt (Kontroll-Gruppe + LBD-Gruppe) zeigte sich eine Geschlechter-
verteilung von 624 (60,1%) mannlichen und 414 (39,9%) weiblichen
Probanden/innen. Die Verteilung innerhalb der einzelnen Kohorten nach

Geschlecht ist in Tabelle 2.2 dargestellt.
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Tabelle 2.2: Aufteilung in die Kategorien Kontrollen, LBD-Gruppe, PDND-Gruppe,
Demenz-Gruppe (PDD + DLB) nach Geschlecht in Prozent (%) und Anzahl (N) der
eingeschlossenen Probanden.

Geschlecht | Kontrollen % (N) | LBD % (N) | PDND % (N) | Demenz % (N)

mannlich | 56,8 (197) 61,8 (427) | 62,0 (173) | 65,5 (74)

weiblich 43,2 (150) 38,2 (264) | 38,0 (106) | 34,5 (39)

Abkiirzungen werden in der Legende von Tabelle 2.1 ausgefihrt.

2.1.2 DNA-und Liquorproben

Die Gewinnung und Aufarbeitung der Proben war nicht Teil dieser Arbeit,
weshalb nicht im Detail darauf eingegangen werden soll.

Es wurden fir diese Studie nur Probanden mit normalen Liquor-Werten
(Leukozytenzahl <4x10°% IgG (Immunglobulin G)-Index Liquor/Serum <0,6)
eingeschlossen, welche aullerdem keinen Hinweis auf eine intrathekale 1gG-

Produktion zeigten.

2.1.3 Demographische, klinische und biochemische Daten

Nach der Charakterisierung der Stichprobe sollen nun die erhobenen und fur
diese Arbeit relevanten demographischen, klinischen und biochemischen Daten
folgen. Die Darstellung erfolgt mit der jeweiligen Anzahl N der Probanden, bei
der diese Daten ermittelt werden konnten, sowie deren Mittelwert (MW) und
Standardabweichung (Std) in den folgenden Tabellen 2.3 bis 2.8.

Die PD kann anhand der Auspragung der motorischen Symptome in drei
Subtypen eingeteilt werden, welche sich in unserer PD-Kohorte (LBD-Gruppe)

wie folgt zusammensetzten:

Tabelle 2.3: Demographische und klinische Daten zur Einteilung der motorischen
Subtypen in Prozent (%) und Anzahl (N) der eingeschlossenen Probanden in der LBD-
Gruppe.

Motorischer Subtyp N %

Tremor-dominant 71 23,0
akinetisch-rigide 105 34,0
aquivalent 133 43,0
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Das Erkrankungsalter der PD (age at onset PD; aao PD) und das
Erkrankungsalter der Demenz (age at onset dementia; aao_dem) wurde in der
LBD-Gruppe und den jeweiligen Untergruppen der LBD ermittelt.

Das durchschnittliche Erkrankungsalter der PD lag bei 60 Jahren. Dieses wurde
festgelegt nach Angaben der Patienten Uber das Auftreten der ersten
Symptome des Parkinsonismus, bzw. nach der Dokumentation der
Erstdiagnose, falls keine genauere Information vorlag. Bei LBD-Patienten mit
Demenz lag das Erkrankungsalter der PD im Mittel hoher als bei nicht
dementen LBD-Patienten. An einer Demenz erkrankten die PDD- und DLB-
Gruppe im Mittel mit 69 Jahren.

Die Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Erkrankung an
Demenz errechnet sich aus dem Erkrankungsalter bei Beginn der Demenz
minus des Erkrankungsalters bei Beginn von Parkinsonismus und ermdglicht
eine Aussage Uber die Progression der kognitiven Storung. Eine frihe
Demenzentwicklung wirde dementsprechend fur eine schnellere Progression
sprechen — wie bei der DLB-Gruppe. Eine spatere Entwicklung der Demenz
hingegen fur eine langsame Progression — wie bei der PDD-Gruppe mit im

Mittel 7 Jahren.

Tabelle 2.4: Demographische und klinische Daten zum Erkrankungsalter der PD (in
Jahren), dem Erkrankungsalter der Demenz (in Jahren) und der Progression der
Erkrankung anhand der Zeitspanne zwischen Erkrankung an Parkinsonismus und
Erkrankung an Demenz (in Jahren) in der LBD-Gruppe, der PDND-Gruppe, der
Demenz-Gruppe, der PDD-Gruppe und der DLB-Gruppe.

LBD PDND Demenz | PDD DLB
MW+Std | MW+Std | MW+Std | MW+Std | MW+Std
(N) (N) (N) (N) (N)
Erkrankungsalter PD 60+11 59+10 66+8,5 | 6419 688
(659) (278) (113) (74) (39)
Erkrankungsalter Demenz | - - 69,5+6,5 | 7116 6817
(63) (29) (34)
Zeitspanne - - 3,52 7+3 0+1
(63) (29) (34)

MW1Std: Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen
Probanden; weitere Abkurzungen werden in der Legende von Tabelle 2.1 ausgefihrt.
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Die funktionellen und motorischen Symptome wurden mithilfe des H&Y-
Stadiums und der UPDRS-III erfasst und dokumentiert. Dabei wurde auch das
Alter bei Klassifizierung, sowie die bisherige Erkrankungsdauer der Symptome
(disease duration; dd) bis zur Klassifizierung berucksichtigt, um spater den
zeitlichen Verlauf und damit einen Einfluss auf die Progression der Symptome

ermitteln zu kbnnen.

Tabelle 2.5: Demographische und klinische Daten der motorischen Symptome
(gemessen an H&Y-Stadium und UPDRS-III) in der LBD-Gruppe.

LBD

MW=Std (N)
H&Y 2,2+0,7 (391)
UPRDS-III 26+11 (311)
Alter bei Klassifizierung in Jahren 66+10 (674)
Krankheitsdauer bei Klassifizierung in Jahren 716 (644)

H&Y: Hoehn & Yahr; LBD: Lewykoérper-Erkrankungen (Lewy body disorders); MWtStd:
Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden;
UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale

Die kognitiven Symptome wurden mithilfe des MMSE-Wertes erfasst und
dokumentiert, wobei ebenfalls das Alter und die bisherige Erkrankungsdauer

(disease duration; dd) bis zur Datenerhebung bertcksichtigt wurden.

Tabelle 2.6: Demographische und klinische Daten der kognitiven Symptome
(gemessen am MMSE-Wert) in der Kontroll-Gruppe und der LBD-Gruppe.

Kontrollen LBD
MW=Std (N) | MW+Std (N)

MMSE-Wert 29+1 (305) | 2714 (414)
Alter bei MMSE-Erhebung in Jahren 6616 (305) | 67+10 (414)
Krankheitsdauer bei MMSE-Erhebung in Jahren | - 616 (414)

LBD: Lewykorper-Erkrankungen (Lewy body disorders); MMSE: Mini-Mental-
Status-Test (Mini-Mental-State-Examination); MW1Std: Mittelwerte und Standard-
abweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden
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Die Hyposmie wurde mithilfe der Sniffin-Sticks erfasst, wobei ebenfalls das Alter
und die bisherige Erkrankungsdauer (disease duration; dd) bei Datenerhebung

berucksichtigt wurden.

Tabelle 2.7: Demographische und klinische Daten der Hyposmie (gemessen am
Sniffin-Test) in der LBD-Gruppe.

LBD

MW=Std (N)
Richtig gewertete Anzahl von Sniffin-Sticks 613 (170)
Alter bei Klassifizierung in Jahren 66+10 (674)
Krankheitsdauer bei Klassifizierung in Jahren 716 (644)

LBD: Lewykdrper-Erkrankungen (Lewy body disorders); MW=z=Std: Mittelwerte und
Standardabweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden

Die Bestimmung der p-Tau, h-Tau und AB1.42 —Konzentration im Liquor erfolgte
routinemalig im chemischen Labor fur Neurologie mit ELISA Kits der Firma

Innogenetics NV.

Tabelle 2.8: Demographische, klinische und biochemische Daten bestimmter neuro-
degenerative Marker in der Kontroll-Gruppe und der LBD-Gruppe.

Kontrollen LBD

MW+Std (N) MW=Std (N)
p-Tau-Wert (pg/ml) 42+14 (52) 47+22 (116)
h-Tau-Wert (pg/ml) 221+112 (52) 2414155 (123)
p-Tau/h-Tau Ratio 0,21+£0,06 (52) | 0,22+0,07 (116)
AB1.42-Wert (pg/ml) 9041286 (53) 6061267 (123)
Alter bei Labor-Bestimmung in Jahren 59110 (52) 6819 (123)
Krankheitsdauer bei Labor-Bestimmung in | - 615 (123)
Jahren

AB1.42: Amyloid-B142-Wert im Liquor (in pg/ml); h-Tau: Gesamt-Tau/Total-Tau-Wert im
Liquor (in pg/ml); LBD: Lewykorper-Erkrankungen (Lewy body disorders); MW+Std:
Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden;
p-Tau: Phospho-Tau-Wert im Liquor in (pg/ml)

Fur die Bestimmung der genetischen Varianten von MAPT-H1C, LRRK2,
SNCA, HLA, MAPT, PDXK, PITX3, LINGO1, GAK und STK39 wurde auf die
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Biobank des Hertie-Instituts fur klinische Hirnforschung und der neurologischen
Abteilung der Universitatsklinik Tubingen zuruckgegriffen. Insgesamt wurden
die genannten 10 SNPs innerhalb eines Teilprojektes der Riskpanel-Studie der
neurologischen Abteilung der Universitatsklinik Tubingen genotypisiert (s. a.
Seite 157 f.: Erklarung zum Eigenanteil), von denen letztendlich 4 SNPs
(STK39, HLA, GAK, MAPT) fur die weitere statistische Analyse und
Bearbeitung der Fragestellung verwendet wurden. Die SNPs BIP und APOE
wurden aufgrund deren bisher bekannten und fur diese Fragestellung
interessanten o. g. Zusammenhange mit LBD im Rahmen der erwahnten
Ubergeordneten Riskpanel-Studie Ubernommen.

Die folgenden, fur die statistische Analyse und Diskussion relevanten
Genotypen (APOE, STK39, HLA, BIP, GAK, MAPT), werden in ihrer Haufigkeit
und Verteilung im Gesamtkollektiv in Tabelle 2.9 dargestellt.

Tabellen 2.10 und 2.11 zeigen den prozentualen Anteil ihrer Genotyp-
frequenzen in der Kontroll- und LBD-Gruppe und den jeweiligen Untergruppen
der LBD.

Tabelle 2.9: Allel-Haufigkeit der SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT
und deren MAF in der gesamten Kohorte (Kontroll-Gruppe + LBD-Gruppe).

N MAF
APOE ¢4 (rs429358 und rs7412) | 981 0,127
STK39 (rs4668049) 651 0,216
HLA (rs3129882) 920 0,461
BIP (rs430397) 649 0,08

GAK (rs6599388) 922 0,335
MAPT (rs393152) 962 0,189

APOE: Apolipoprotein E (apolipoprotein E)-Gen; BIP: Immunoglobulin-bindendes
Protein (binding immunoglobulin protein)-Gen; GAK: Cyclin G-assoziierte Kinase
(cyclin G-associated kinase)-Gen; HLA: Humanes Leukozyten-Antigen (human
leukocyte antigen)-Gen; MAF: Frequenz der selteneren Variante eines Gens (minor
allele frequency); MAPT: Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau (microtubule-associated
protein tau)-Gen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden; STK39: Serin-Threonin-
Kinase 39 (serine-threonine kinase 39)-Gen
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Tabelle 2.10: Haufigkeit und Verteilung der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP,
GAK und MAPT in der Kontroll-Gruppe und LBD-Gruppe in Prozent (%) und Anzahl (N)
der eingeschlossenen Probanden.

Genotyp Kontrollen % (N) LBD % (N)
APOE e4/e4 1,9 (6) 2,4 (16)
e4/X 18,5 (60) 22,1 (145)
X/IX 79,6 (257) 75,5 (497)
STK39 AA 5,9 (2) 8,8 (54)
AC 17,6 (6) 26,4 (163)
CcC 76,5 (26) 64,8 (400)
HLA GG 21,0 (59) 20,2 (129)
GA 48,4 (136) 52,6 (336)
AA 30,6 (86) 27,2 (174)
BIP AA 2,9 (1) 0,8 (5)
AG 26,5 (9) 13,5 (83)
GG 70,6 (24) 85,7 (527)
GAK TT 8,5 (24) 14,4 (92)
TC 40,8 (115) 42,2 (270)
CcC 50,7 (143) 43,4 (278)
MAPT AA 66,2 (202) 67,1 (441)
AG 27,9 (85) 28,9 (190)
GG 5,9 (18) 4,0 (26)

A: Adenin; C: Cytosin; €4: Risikoallel von APOE; G: Guanin; LBD: Lewykdrper-
Erkrankungen (Lewy body disorders); T: Thymin; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE;
weitere Abkurzungen werden in der Legende von Tabelle 2.9 ausgefiihrt.

Tabelle 2.11: Haufigkeit und Verteilung der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP,
GAK und MAPT in der PD-Gruppe, der PDND-Gruppe, PDD-Gruppe, der DLB-Gruppe,
und der Demenz-Gruppe in Prozent (%) und Anzahl (N) der eingeschlossenen

Probanden.
Genotyp | PD PDND PDD DLB Demenz
% (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
APOE | €4/¢4 2,1 (6) 1,5 (4) 1,4 (1) 15,2 (5) | 5,7 (6)
e4/X 18,2 (53) | 24 (63) 22,2 (16) | 39,3 (13) | 27,6 (29)
X/X 79,7 (231) | 74,5 (196) | 76,4 (55) | 45,5 (15) | 66,7 (70)
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STK39 | AA 8,5(24) |98(25 |70(5) |0(0) 6,4 (5)
AC 26,1 (74) | 25,7 (66) |31(22) |14,3(1) |47,5(23)
cC 65,4 (185) | 64,5 (165) | 62,0 (44) | 85,7 (6) | 46,1 (50)
HLA |GG 21,0 (61) | 19,6 (53) | 18,3 (13) | 28,6 (2) | 19,2 (15)
GA 50,7 (147) | 53,5 (145) | 57,8 (41) | 42,6 (3) | 56,4 (44)
AA 28,3 (82) |26,9(73) |23,9(17) |28,6(2) |24,4(19)
BIP AA 1(3) 0,8 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AG 12,1 (35) | 41 (36) 14,3 (9) |42,9(3) |17,1(12)
GG 86,9 (251) | 85,2 (218) | 85,7 (54) | 57,1 (4) | 82,9 (58)
GAK |TT 13,3(39) | 14,4 (39) | 18,8 (13) | 14,3 (1) | 18,4 (14)
TC 38,6 (113) | 44,6 (121) | 49,3 (34) | 28,6 (2) | 47,4 (36)
cC 48,1 (141) [ 41 (111) | 31,9(22) | 57,1 (4) | 34,2 (26)
MAPT | AA 65 (191) | 69,3 (187) | 64,4 (47) | 80,0 (16) | 67,7 (63)
AG 30,2 (89) |28,1(76) |30,1(22) |15(3) | 26,9 (25)
GG 48(14) [26(7) 55() |5(1) 54 (5)

A: Adenin; C: Cytosin; €4: Risikoallel von APOE; G:Guanin; T: Thymin; X: Allel €2 oder
Allel €3 von APOE; weitere Abkurzungen werden in der Legende von Tabelle 2.1 und
Tabelle 2.9 ausgefihrt.

2.2 Material
2.2.1 Chemikalien und Enzyme

Fir diese Arbeit wurden die in Anhang 1 auf Seite 136 dargestellten

Chemikalien und Enzyme verwendet.

2.2.2 Puffer und Losungen

Alle Losungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.

Die Zusammensetzung des fur diese Arbeit verwendeten Bromphenolblau-
markers und des Tris-Borat-EDTA-Puffers (TBE-Puffers) findet sich in Anhang 2
und Anhang 3 auf Seite 136.

0,5x TBE-Puffer wurde als Laufpuffer und als Bestandteil des Agarosegels bei
der Gelelektrophorese eingesetzt. Bromphenolblau wurde ebenfalls bei der

Gelelektrophorese verwendet.
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2.2.3 Oligonukleotide (Primer)

Fir diese Arbeit wurden die in Anhang 4 auf Seite 137 aufgelisteten Primer von
der Metabion International AG verwendet. Diese wurden mithilfe der Primer-
Design-Software Primer 3 (http://primer3.sourceforge.net) ausgewahlt.

In Anhang 5 auf Seite 137 f. finden sich die Sequenzen der PCR und SNaP-
Shot-Primer, sowie die Lange des PCR-Produktes.

2.2.4 Referenzsequenzen

Die Referenzsequenzen von HLA (NM_019111), GAK (NM_005255), STK39
(NM_013233), MAPT-H1C (NM_001123066), MAPT (NM_001123066), LRRK?2
(NM_198578), SNCA (NM_001146055), PDXK (NM_ 003681), PITX3
(NM_005029), LINGO1 (NM_032808) wurden von UCSC und NCBI unter den
Internetadressen  http://genome.ucsc.edu und http://www.ncbi.nlm.nih.gov
bezogen.

Auf Seite 139 ff. finden sich beispielhaft in Anhang 6 bis Anhang 9 Auszlge aus
den ausgewahlten Referenzsequenzen von HLA, GAK, STK39 und MAPT.

2.2.5 Verbrauchsmaterialien, Gerdate und Hilfsmittel
Es wurden die in Anhang 10 auf Seite 141 ff. genannten Verbrauchsmaterialien,

Gerate und Hilfsmittel eingesetzt.

2.2.6 Hard- und Software
Zur Erfassung, Dokumentation und Analyse der Daten wurden die in Anhang 11

auf Seite 143 aufgefuhrten Hard- und Softwaresysteme bendtigt.

2.3 Methoden

Zunachst sollen die verwendeten Standardmethoden, sowie das SNaPshot-
Verfahren geschildert werden, um ein besseres Verstandnis des anschlielend

erlauterten Versuchsablaufs zu gewahrleisten.
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2.3.1 Standardmethoden

2.3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Um eine ausreichende Menge an bestimmten DNA-Abschnitten zu erhalten,
wird eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) in vitro
durchgefuhrt. Durch den Zyklus von drei aufeinander folgenden Schritten,
konnen kleinste Mengen der DNA amplifiziert und mit weiteren Labormethoden
— hier der SNaPshot-Reaktion — untersucht werden [57].

Die Reaktionslosung fur die PCR enthalt:

- die zu amplifizierenden doppelstrangigen DNA-Molekdule.

- die Primer (Oligonukleotide in der Lange von 15-30 bp), welche den zu
vervielfaltigenden Abschnitt der DNA definieren und komplementar zu
den entsprechenden DNA-Einzelstrangen sind.

- die Nukleotide (Desoxyribonukleotidtriphosphate; dNTPs), die zum
Aufbau der Kopien dienen.

- die DNA-abhangige, hitzestabile Tag-Polymerase, welche die
komplementaren Strange bildet.

- Puffer und MgCl,.

Die Denaturierung der doppelstrangigen DNA-Molekule ist der erste Schritt: Die
Losung wird auf 94°C erhitzt, wodurch sich die beiden komplementaren Strange
der DNA trennen. Die beiden entstandenen Einzelstrange dienen in den
folgenden Schritten als Matrizen.

Es folgt die Hybridisierung: Durch das Herabsetzen der Temperatur auf etwa
50-60°C, dem Schmelzpunkt der Primer, kdnnen sich diese einzelstrangigen
Startermolekule an die jeweils spezifischen Basenpaare der vorliegenden DNA-
Einzelstrange anlagern (annealing). Die genaue Temperatur fur die Anlagerung
der Primer ist abhangig von deren Sequenz und Lange.

Den letzten Schritt bildet die Elongation: Mit Beginn am freien 3-Ende des
gesetzten Primers verbindet die Tag-Polymerase die fehlenden dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) mit den Molekuleinzelstrangen — den DNA-Matrizen. Diese
Synthese der identischen DNA-Doppelstrange erfolgt bei 72°C, da die bendtigte
DNA-abhangige Taqg-Polymerase unter dieser Temperatur ihr Aktivitatsoptimum

erreicht.
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Durch  Wiederholung dieses Prozesses (Denaturierung, Anlagerung,
Elongation), ergibt sich die exponentielle Zunahme des spezifischen DNA-
Fragments. Die entstandenen Produkte dienen dabei wieder als Matrizen fur
den nachsten Zyklus.

Um Unreinheiten der Reaktionsldsung auszuschlielBen, lauft bei allen
Verdopplungs-Zyklen eine Negativkontrolle (H,O-Probe statt DNA-Probe) mit.

In dieser Arbeit wurde die PCR zur weiteren Genotypisierung der SNPs
verwendet, wie in Kapitel 2.4 Studienbeschreibung (Versuchsablauf)

geschildert.

2.3.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, welche
die Wanderung von geladenen Teilchen im elektrischen Feld beschreibt. Die
Teilchen — hier DNA-Fragmente — besitzen entsprechend ihrer Eigenschaften,
wie Grolle und Ladung, eine unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit.
Die DNA-Fragmente sind durch Phosphatgruppen negativ geladen und
wandern deshalb, nach Anlegen an ein elektrisches Feld, von der Kathode
durch die Gelmatrix zur positiv geladenen Anode [57].

Durch die Poren der im Gel vernetzten Agarosepolymerfaden resultiert ein
Siebeffekt fur die Molekule. Kleinere Molekulfragmente konnen sich schneller
durch die Poren des Gels bewegen. Die Geschwindigkeit der Auftrennung
erfolgt also entsprechend der GroRe der DNA-Fragmente, ist jedoch ebenfalls
abhangig von der DNA-Konformation, der Beschaffenheit des Gels, der
Zusammensetzung des Laufpuffers und der angelegten Spannungshohe.

Dem Gel wird Ethidiumbromid — ein Fluoreszenzfarbstoff — hinzugefugt. Dieser
lagert sich in die doppelstrangige DNA ein, weshalb die entstandenen DNA-
Banden im Agarosegel unter UV-Licht visualisiert und ausgewertet werden
konnen.

In dieser Arbeit wurde ein 2%iges Agarosegel als elektrisch neutrale
Tragermatrix verwendet. Die Herstellung und Verwendung des Gels werden in

Kapitel 2.4 Studienbeschreibung (Versuchsablauf) naher erlautert.
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2.3.2 SNaPshot-Verfahren

Das SNaPshot-Verfahren wird verwendet zur Genotyp-Bestimmung von
genetischen Variationen, welche aus nur einem Nukleotid (einer Base)
bestehen (SNPs). Teil dieser sogenannten Genotypisierung der SNPs ist die
SNaPshot-PCR, welche ebenfalls in der Schrittabfolge der Denaturierungs-
phase, der Anlagerungsphase und (im Falle des SNaPshot-Verfahrens) einer
abschlieBenden Einzelbasen-Elongation erfolgt. Durch die Extension einer
Einzelbase kann bestimmt werden welche Base — und damit welcher Genotyp —
der Probe jeweils vorliegt.

Bei der SNaPshot-PCR hybridisiert der SNaPshot-Primer so mit dem zu
sequenzierenden DNA-Abschnitt, dass er genau an die letzte Base vor dem
SNP heranreicht. Bei einer SNaPshot-Reaktion kdonnen mehrere SNPs
gleichzeitig untersucht werden, da fur jeden SNP unterschiedlich lange SNP-
Primer gewahlt werden. Die Verlangerung des Primers erfolgt durch die zur
Position des SNP komplementare Bindung eines der vier spezifisch
fluoreszenzmarkierten Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTPs; ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP). Die ddNTPs sind im Gegensatz zu den dNTPs am 3'-
Kohlenstoff-Atom der Ribose ebenfalls hydrolisiert. Sie besitzen demnach keine
freie 3’-Hydroxyl-Gruppe, welche fur eine weitere Phosphodiesterbindung zur
Verknupfung mit einem weiteren Nukleotid fur die Verlangerung bendtigt wird.
Die terminierte Elongation der Primer um lediglich eine Base ergibt sich folglich
durch den Einbau eines ddNTPs, welches die weitere Polymerisierung
verhindert und damit zum Kettenabbruch fuhrt. Durch die Farbmarkierung der
ddNTPs konnen mit der entsprechenden Software nach erfolgreicher
Sequenzierung die Genotypen den SNPs zugeordnet werden.

Der Ablauf des gesamten SNaPshot-Verfahrens, welches sich zusammensetzt
aus den Schritten PCR, Gelelektrophorese, Purifikation, SNaPshot-Reaktion,
Post-Extensionsbehandlung  (Post  Extension  Treatment) und  der
abschlielienden Elektrophorese im Sequenzierer, soll nun im Versuchsablauf

genauer erlautert werden.
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2.4 Studienbeschreibung (Versuchsablauf)

Genotypisierung der SNPs mithilfe des SNaPshot-Verfahrens

Um die DNA im folgend beschriebenen Versuchsablauf einheitlich verwenden
zu koénnen, erfolgte zunachst eine Verdinnung der reinen DNA-Proben (mit
unterschiedlichen Ausgangs-Konzentrationen) auf eine einheitlich eingestellte
Konzentration (10 ng/pl in 100 pl Aqua bidest Li Chrosolv) nach folgendem
Schema:

Endvolumen (pl) x Endkonzentration (ng/pl)

Ausgangskonzentration der DNA (ng/pl)
= ul DNA pro Well

auffullen zum gewunschten Endvolumen mit H,O doppelt destilliert.

241 PCR

Fir den ersten Schritt des SNaPshot-Verfahrens erfolgte die Durchfuhrung
einer PCR, um die DNA-Abschnitte, welche die SNPs (MAPT-H1C, LRRK2,
SNCA, HLA, MAPT, PDXK, PITX3, LINGO1, GAK, STK39) enthielten zu
amplifizieren. Dabei wurden 4 Blocke Multiplex-PCRs angesetzt mit jeweils
unterschiedlich verwendetem Primer (jeweils forward- und reverse-Primer,
welche den entsprechenden DNA-Abschnitt der verschiedenen SNPs
flankieren). Fur die Amplifikation mehrerer Proben wurde zuerst ein Mastermix
aus H,O, PCR-Puffer, MgCl, (vom jeweiligen Block abhangig), dNTPs, Primern,
der Tag-Polymerase und bei Block Il zusatzlich DMSO hergestellt. Von diesem
Mastermix wurden je 12 pul in die einzelnen Wells pipettiert mit anschlieRendem
Hinzufigen von 3 pl der jeweiligen DNA-Probe, womit eine Gesamtmenge von
15 ul pro Einzelansatz/Well resultierte. Fur die Negativkontrollen wurde pro
Platte anstelle einer DNA-Probe eine Einzelprobe mit 3 ul H,O eingesetzt.

Die Vorgange des Pipettierens erfolgten bei allen Ansatzen auf Eis und — mit

Ausnahme der Tag-Polymerase — nach Vortexen der Reagenzien.

Far Block | und Il der Ansatze wurden folgende Primer verwendet:
Block | | Block I

MAPT-H1C | MAPT
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LRRK2 PDXK
SNCA PITX3
HLA LINGO1

PCR-Ansatz von Block | und Il jeweils:

Reagenzien Volumen
H.0 4,4 ul
Puffer (5x) 3,0 ul
MgCl; (25 mM) 1,8 pl
dNTPs (10 mM) 0,3 pl

Primer forward (10 uM) 0,3 pl (4 Primer a 0,3 pl; insgesamt 1,2 pl)
Primer reverse (10 uM) 0,3 pl (4 Primer a 0,3 pl; insgesamt 1,2 pl)
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl

12 yl
+ 3 pl DNA (10 ng/pl)

15 pl pro Well

Far Block Il der Ansatze wurde folgender Primer verwendet: GAK
PCR-Ansatz von Block I

Reagenzien Volumen
H.0 7,0 ul
Puffer (5x) 3,0 ul
MgCl; (25 mM) -

dNTPs (10 mM) 0,3 pl

Primer forward (10 yM) 0,3 pl
Primer reverse (10 uM) 0,3 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
DMSO 1,0 ul

12 ul
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+ 3 ul DNA (10 ng/ul)
15 pl pro Well

FUr Block IV der Ansatze wurde folgender Primer verwendet: STK39
PCR-Ansatz von Block IV:

Reagenzien Volumen
H-0 8,0 pl
Puffer (5x) 3,0 ul
MgCl; (25 mM) -

dNTPs (10 mM) 0,3 pl

Primer forward (10 uM) 0,3 pl
Primer reverse (10 uM) 0,3 pl
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl

12 yl
+ 3 pl DNA (10 ng/pl)

15 pl pro Well

Die Proben in den verschiedenen Ansatzen (Block I-IV) durchliefen im

Thermocycler folgendes Temperaturprofil des PCR-Protokolls:

Intervall

Inkubation bei 94°C fur 5 min.

Inkubation bei 94°C fur 30 sec.

Inkubation bei 60°C fur 30 sec.

Inkubation bei 72°C fur 30 sec.

Wiederholung von Schritt 2-4 fur insgesamt 34 Zyklen.
Inkubation bei 72°C far 10 min.

Inkubation bei 12°C dauerhaft.

N o o ke b=
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AnschlieRend erfolgte die Lagerung des PCR-Produktes bei 4°C bis zur

weiteren Verarbeitung in den folgenden Schritten.

2.4.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese diente zur Uberpriifung der PCR. So konnten durch die
Negativkontrolle etwaige Kontaminationen oder unerwunschte Interaktionen
ausgeschlossen und festgestellt werden, ob die PCR-Produkte in ausreichender
Menge und der erwarteten GrolRenordnung vorlagen. Das allgemeine Prinzip
der Gelelektrophorese wurde im Kapitel 2.3.1.2 auf Seite 58 bereits
abgehandelt.

Zur Herstellung eines 2%igen Agarosegels wurden 4g Agarosepulver mit 200ml
TBE-Puffer fur ca. 1,5 min. in der Mikrowelle aufgekocht bis zur vollstandigen
Verflussigung der Agarose. Anschlielend erfolgte mithilfe eines
Magnetruhrgerates eine Vermengung mit 5yl Ethidiumbromid und folgend das
Einbringen des Gels in die Plexiglas-Gelkammern. Das Einsetzen von
Gelkdmmen wurde entsprechend der gewunschten Volumina der Geltaschen
durchgefuhrt.

Nach vollstandiger Polymerisation der Gelmatrix wurden die Gelkamme entfernt
und die Matrix vollstandig mit TBE-Laufpuffer (als Trennmedium) bedeckt. Die
Lauftaschen befanden sich dabei auf der Seite der negativen Elektrode der
Spannungsquelle.

Um eine Diffusion aus dem Gel zu verhindern und eine sichtbare Wanderung zu
ermoglichen, wurden Stichproben der PCR-Produkte (jeweils 4pul) vorab mit
einem Bromphenolblaumarker (1ul) versetzt. Die sich daraus ergebenden 5 pl
einer Stichprobe wurden anschlielend in die Geltaschen eingebracht. Zur
Identifizierung der DNA-Abschnitte wurde gleichzeitig eine DNA-
Standardreagenz (DNA-Ladder 100 bp) als DNA-GroRenstandard in eine
Geltasche aufgetragen. Dieser DNA-Marker ermoglichte eine Grolen-
bestimmung doppelstrangiger DNA mit FragmentgroRen von 100 bis 1000 bp.
Die H,O-Negativkontrolle wurde ebenfalls in eine Geltasche eingebracht. Unter
einer Spannung von 100 bis 200 Volt wurde die Gelelektrophorese je nach
Bedarf 30-45 min. durchgefuhrt.
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Anschlielend erfolgte die Kontrolle unter UV-Licht mit einer digitalen
Fotodokumentationsanlage. Bei fehlender Verunreinigung des PCR-Produktes
zeigte sich dementsprechend in der H,O-Leerprobe ohne DNA keine Bande
unter UV-Licht. Bei ausreichender Lange und GroRenordnung der PCR-

Produkte stellten sich die Banden entsprechend der DNA-Standardreagenz dar.

2.4.3 Purifikation

Der nachste Schritt umfasste den enzymatischen Verdau, d. h. eine Auf-
reinigung der nach der durchgefihrten PCR entstandenen Ldsung. Diese
enthielt neben den amplifizierten DNA-Abschnitten zusatzlich noch
Uberschussige, an der Vervielfaltigung nicht beteiligte Primer und nicht
gebundene dNTPs, sowie Enzyme und Puffer. Um eine mdgliche Interaktion
der PCR-Nukleotide und ein Konkurrenzverhalten zwischen den Primern der
PCR-Produkte und den in der folgenden SNaPshot-Reaktion verwendeten
Sequenzier-Primern zu vermeiden, wurden die nun nicht mehr bendtigten
dNTPs und Primer mithilfe der Enzyme SAP (shrimp alkaline phosphatase,
1U/ul) und Exo | (Exonuclease 1) zersetzt, und damit aus dem Reaktions-

gemisch entfernt.

Protokoll des Ansatzes fur den enzymatischen Verdau:

Zusammensetzung Exo I-Mix:

Reagenzien Volumen
H-0 5ul
Puffer (10x) 4 ul
Exo | (1 U/ul) 1 ul
10 pl Exo I-Mix

Fir den Ansatz wurde der Exo I-Mix anschlieBend mit dem Enzym SAP wie

folgt zusammengefuhrt:

64



Studienkollektiv, Material und Methoden

Reagenzien Volumen
SAP (1 U/pl) 2 ul
Exo I- Mix 1 ul

3 ul pro Well

Fir den Vorgang der Reinigung wurden die PCR-Produkte aller vier Blocke —
und somit alle insgesamt verwendeten SNPs — bei jeweils Ubereinstimmender
DNA in einen gemeinsamen Ansatz verbracht.

Daraus ergab sich folgende Zusammensetzung:

Reagenzien Volumen
SAP und Exo I-Mix 3 ul pro Well
+ PCR-Produkt Block | 4 ul pro Well
+ PCR-Produkt Block Il 4 ul pro Well
+ PCR-Produkt Block I 4 ul pro Well
+ PCR-Produkt Block IV 4 ul pro Well
19 ul pro Well

Durch Zugabe der SAP wurden bei der Reaktion im Thermocycler mit einer
Inkubation von 1 h bei 37°C (Arbeitsoptimum der Enzyme) die nicht benutzten
dNTPs hydrolisiert. Die Exo | verdaute die Einzelstrange der DNA-Primer.
AnschlieRend wurden beide Enzyme durch eine Inkubation bei 75°C in einer
Zeitspanne von 15 Minuten deaktiviert.

Der gereinigte Ansatz wurde im Folgenden erneut bei einer Temperatur von
4°C — jedoch mdglichst nicht langer als 24h — bis zur nachsten Verarbeitung

gelagert.

2.4.4 SNaPshot-Reaktion
Fir die nachfolgende SNaPshot-Reaktion wurde der SNaPshot Multiplex Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems-Mix, ABI-Mix), welcher ddNTPs und die
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Polymerase mit zugehorigem Puffer enthalt, mit den jeweiligen SNaPshot-

Primern (je SNP ein forward-Primer) und H,O nach protokollietem Schema

angesetzt:

Reagenzien Volumen

ABI-Mix 2 ul

SNaPshot-Primer (4 uM) 0,5 pl pro Primer (x10; insgesamt 5 pl)

7 ul pro Well
+ 3 ul gereinigtes PCR-Produkt

10 pl pro Well

Im Thermocycler fand anschlieRend die eigentliche Reaktion der SNaPshot-
PCR mit folgendem Profil statt:

Intervall

Inkubation bei 94°C fur 1 min.

Inkubation bei 96°C fur 10 sec.

Inkubation bei 50°C fur 5 sec.

Inkubation bei 60°C fur 30 sec.

Wiederholung von Schritt 2-4 fur insgesamt 25 Zyklen.
Inkubation bei 12°C dauerhaft.

IZERL O

2.4.5 Post-Extensionsbehandlung (Post Extension Treatment)

Vor dem finalen Schritt der Sequenzierung wurden die bei der SNaPshot-
Reaktion nicht verwerteten und in der PCR-Produktldsung verbliebenen
ddNTPs durch die SAP am 5‘-Ende dephosphoryliert. Durch diese MalRnahme
kann das Wanderungsverhalten der ddNTPs modifiziert und deren potenziell
storende Einflussnahme auf die Wanderung der extendierten Primer in der

Kapillarelektrophorese verhindert werden.
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Hierfur wurde zu jeder Probe 1 uyl SAP hinzugefugt mit der im Thermocycler
folgenden Inkubation bei 37°C und einer Reaktionszeit von 1h. Die
abschlielfende 15-minltige Inaktivierung der Phosphatase bei 75°C beendete
das Programm.

Es erfolgte die weitere Lagerung bei 4°C (<24h).

2.4.6 Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese

Nach Verlangerung der SNaPshot-Primer um genau eine fluoreszenzmarkierte
Base und der Aufreinigung des PCR-Produktes konnten nun im letzten Schritt
die SNaPshot-Fragmente kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden. Dazu
wurde je 1 pl des aufgereinigten SNaPshot-PCR-Produktes mit Formamid und
LIZ-Standardreagenz in folgender Zusammensetzung auf einer fur die

Sequenzierung geeigneten Platte aufgetragen:

Reagenzien Volumen
Formamid 10 pl
LIZ 0,2 ul

10,2 pl pro Well

+ 1 yl gereinigtes PCR-Produkt
11,2 pl pro Well

Anschlieend wurden die Fragmente mit dem Sequenzer ABI Prism 3100
Genetic Analyser aufgetrennt und mit der Software Gene Mapper Version 3.5
analysiert. Die SNP-Allele konnten dabei entsprechend der jeweiligen

Farbkodierung visuell zugeordnet werden.

2.5 Datenanalyse und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS Version
19 der Software der Firma IBM Chicago, IL und dient der Beurteilung der

aufgestellten  Alternativhypothesen. Diesen gegenubergestellt ist die
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Nullhypothese, welche keinen signifikanten Unterschied der betrachteten
Variablen annimmt. Der p-Wert beschreibt dabei die Wahrscheinlichkeit, die
Alternativhypothese falschlicherweise zu akzeptieren und die Nullhypothese zu
verwerfen, obwohl diese richtig gewesen ware. Die Signifikanz des p-Wertes
wurde auf <0.05 festgelegt. Das heil3t, die Wahrscheinlichkeit, falschlich Daten
zu beobachten, die zu dieser Teststatistik gefuhrt haben, obwohl eigentlich kein
Effekt vorhanden ist, liegt unter 5%. In dieser Arbeit wurde neben diesem
signifikanten =~ Zusammenhang aullerdem eine Tendenz fur einen
Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs und den Hypothesen festgelegt mit
p<0.10.

Als Signifikanz-Test auf Unabhangigkeit von kategorialen Variablen (z. B. SNP-
Genotyp/Allel, Erkrankungsrisiko ja/nein, Demenz ja/nein, Hyposmie ja/nein)
wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson (Pearson-Chi2-Test) bei
ausreichender Stichprobe (Beobachtungszahl >5) wund bei geringerer
Beobachtungszahl (<5) der Fishers-exact-Test verwendet.

Fur den Vergleich von zwei unabhangigen, normalverteilten Stichproben (z. B.
als metrische Variable das Alter bei Beginn der Demenzerkrankung/Risiko-
SNPs als kategoriale Variablen) wurde der t-Test angewendet. Zwei
unabhangige, nicht-normalverteilte Stichproben (z. B. als metrische Variable die
Differenz zwischen Erkrankungsalter an Parkinsonismus und Demenz/Risiko-
SNPs als kategoriale Variablen) wurden mit dem nicht-parametrischen
Testverfahren nach Mann und Whitney (Mann-Whitney-Test) analysiert. Der
Kolmogorov-Smirnov-Test wurde benutzt um die metrischen Variablen auf eine
Normalverteilung zu Uberprufen.

Durch den Einfluss mehrerer Variablen auf eine Zielvariable bei dem
Vorhandensein von Storfaktoren (z. B. Alter, Erkrankungsdauer, Geschlecht)
wurde die logistische Regression (bei einer kategorialen abhangigen Variable)
bzw. die lineare Regression (bei einer metrischen abhangigen Variable) zur
Auswertung herangezogen. In dieser Studie wurde kein Verfahren zur Korrektur
von multiplen Testen (z. B. Bonferroni) angewendet, d. h. alle genannten p-

Werte sind diesbezuglich unkorrigiert.
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2.6 Betrachtung der Risikoallele im rezessiven und

dominanten Modell
Es wurden die Risiko-SNPs APOE (rs429358, rs7412), STK39 (rs4668049),
HLA (rs3129882), BIP (rs430397), GAK (rs6599388) und MAPT (rs393152) im
dominanten und rezessiven Modell untersucht. Dabei wurde jeweils das
Risikoallel dem protektiven Allel gegenubergestellt. Im dominanten Modell hat
das Risikoallel heterozygot und homozygot einen Effekt gegenuber dem
Wildtyp. Im rezessiven Modell hat das Risikoallel nur homozygot einen Effekt
gegenuber dem Wildtyp und dem heterozygoten Typ.
Im Gen APOE wurden die beiden funktionellen SNPs rs429358 und rs7412
untersucht. Durch den o. g. AS-Austausch zwischen den Allelen €2, €3 und €4
von APOE, ergeben sich unterschiedliche Darstellungen fur das Risikoallel als
€4 oder Allel C. Der Risikotyp APOE4 mit dem Risikoallel €4 weist im
Gegensatz zu €2 und €3 die AS Arginin an der Position 112 auf. Dies ist zurtck
zu fuhren auf den Ersatz des T Nukleotids (fuhrt zur AS Cystein bei €2 und €3)
durch das C Nukleotid (fuhrt zur AS Arginin) in der Allel-Frequenz des APOE4-
Typs. Das dominante Modell stellt sich somit als CC/CT wvs. TT,
beziehungsweise als €4e4/e4X vs. XX dar. Dabei steht X fur das €2-oder €3-Allel
von APOE. Daraus ergeben sich fur €4X folgende Genotypen: €4€2, €43 und
fur XX folgende Genotypen €2¢2, €2¢3, €3¢3. Das rezessive Modell kann
dementsprechend dargestellt werden als CC vs. CT/TT beziehungsweise als
gded vs. e4X/XX. Das Risikoallel €4 zeigte in einer PET-Studie eine erhohte
Pravalenz bei LBD-Patienten mit deutlichen kortikalen AB-Ablagerungen [131].
Im Gen STK39 wurde der SNP rs4668049 untersucht. STK39 konnte als
Risikovariante fur PD bestatigt werden [84]. Dabei gilt A als Risikoallel und C
als protektives Allel. Daraus ergeben sich die Modelle von dominant mit AA/AC
vs. CC und rezessiv mit AA vs. AC/CC.
Im Gen HLA wurde der SNP rs3129882 untersucht. Vorrangig diese Variante
konnte innerhalb der HLA-Region bereits mit starker Assoziation zu PD
dargestellt werden [93]. Das Risikoallel G steht dabei dem protektiven Allel A
gegenuber. Das dominante Modell stellt sich damit als GG/GA vs. AA und das
rezessive Modell als GG vs. GA/AA dar.
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Im Gen BIP wurde der SNP rs430397 untersucht. BiP — als molekulares
Chaperon — soll einen bedeutenden, protektiven Einfluss auf eine durch Alpha-
Synuklein induzierte Neurodegeneration in einem PD-Modell aufweisen [106].
Ob eine vergleichbare Pathologie eventuell durch das BIP-SNP ebenfalls
entstehen kann und sich dadurch Auswirkungen auf Erkrankungsrisiko, Klinik
oder biochemische Parameter innerhalb der LBD belegen lassen, sollte deshalb
analysiert werden. Das Risikoallel A steht G als protektivem Allel gegenuber.
Daraus ergeben sich die Modelle von dominant mit AA/AG vs. GG und rezessiv
mit AA vs. AG/GG.

Im Gen GAK wurde der SNP rs6599388 untersucht. Mit T als Risikoallel und C
als protektivem Allel stellt sich das dominante Modell mit TT/TC vs. CC und das
rezessive Modell mit TT vs. TC/CC dar. Im Bereich von GAK konnten bereits
vermehrt signifikante Assoziationen zu PD bestatigt werden [84].

Im Gen MAPT wurde der SNP rs393152 untersucht — ein mit PD hoch
signifikant assoziierter SNP, dessen Risikoallel im LD mit dem H1 Haplotyp von
MAPT stehen soll [128]. Das Allel A gilt dabei als Risikoallel gegentber Allel G
als protektivem Allel. Das dominante Modell stellt sich somit dar als AA/AG vs.
GG und das rezessive Modell als AA vs. AG/GG.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe und LBD-Patientengruppe, sowie deren
Subgruppen, wurden verschiedene Erkrankungsrisiken, Krankheitsparameter
und Krankheitssymptome registriert und im Zusammenhang mit den Varianten

der Polymorphismen analysiert.
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3 Ergebnisse

Zusammenhang zwischen den analysierten dominanten und rezessiven
Modellen der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT

und den LBD-assoziierten demographischen und klinischen Parametern

3.1 SNPs und erhohtes Erkrankungsrisiko

Die Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT wurden im
dominanten und rezessiven Modell betrachtet und in Bezug zum
Erkrankungsrisiko fur LBD, fur bestimmte motorische Subtypen und fur Demenz
gesetzt. Die Analyse erfolgte aus der Gesamtgruppe aller Proben (Kontroll-

Gruppe vs. LBD-Gruppe).

3.1.1 Erkrankungsrisiko fur LBD

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem GAK-Gen und
dem Erkrankungsrisiko fur LBD im dominanten und rezessiven Modell. Fur BIP
zeigte sich diesbezuglich ein signifikanter Zusammenhang im dominanten
Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang und auch
keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Erkrankungsrisiko fur LBD in der
Gesamtgruppe.

Genotyp mit Risikoallel im dominanten und p-Werte*
rezessiven Modell
APOE gd4ed/edX vs. XX 0.16
gded vs. e4X/XX 0.57
STK39 AA/AC vs. CC 0.16
AAvs. AC/CC 0.76**
HLA GG/GA vs. AA 0.30
GG vs. GA/AA 0.78

71




Ergebnisse

BIP AA/AG vs. GG 0.017
AA vs. AG/IGG 0.28™*

GAK TT/TCvs. CC 0.041
TT vs. TC/CC 0.013

MAPT AA/AG vs. GG 0.18
AA vs. AG/GG 0.78

Signifikante Werte sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem Pearson-Chi2-
Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl <5 wurde der p-Wert mit dem Fishers-
exact-Test ermittelt. A: Adenin; APOE: Apolipoprotein E (apolipoprotein E)-Gen; BIP:
Immunoglobulin-bindendes Protein (binding immunoglobulin protein)-Gen; C: Cytosin;
€4: Risikoallel von APOE; G: Guanin; GAK: Cyclin G-assoziierte Kinase (cyclin G-
associated kinase)-Gen; HLA: Humanes Leukozyten-Antigen (human leukocyte
antigen)-Gen; MAPT: Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau (microtubule-associated
protein tau)-Gen; STK39: Serin-Threonin-Kinase 39 (serine-threonine kinase 39)-Gen;
T: Thymin; vs.: versus; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE

Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 sollen das signifikante Ergebnis von BIP und

GAK besser veranschaulichen.

p=0.017
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Abbildung 3.1: Zusammenhang von B/P mit Genotypen AA/AG und LBD. A: Adenin; G:
Guanin; LBD: Lewykorper-Erkrankungen (Lewy body disorders); N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden
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p=0.041
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Abbildung 3.2: Zusammenhang von GAK mit Genotypen TT/TC und LBD. C: Cytosin;

LBD: Lewykdrper-Erkrankungen (Lewy body disorders); N: Anzahl der

eingeschlossenen Probanden; T: Thymin

3.1.2 Erkrankungsrisiko aufgegliedert nach motorischen Subtypen

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang und auch kein Trend fur einen
Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK
und MAPT im dominanten und rezessiven Modell und dem Erkrankungsrisiko

fur bestimmte motorische Subtypen der PD (Tremor-dominante, akinetisch-

rigide, aquivalente Form der PD).
Die p-Werte sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Erkrankungsrisiko fiir motorische
Subtypen in der Gesamtgruppe.

Genotyp mit Risikoallel im dominanten und p-Werte*
rezessiven Modell
APOE €ded/edX vs. XX 0.70
€4ed vs. e4X/XX 0.22
STK39 AA/AC vs. CC 0.83
AAvs. AC/CC 0.64
HLA GG/GA vs. AA 0.60
GG vs. GA/AA 0.42
BIP AA/AG vs. GG 0.47
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AA vs. AG/GG 0.71
GAK TT/TC vs. CC 0.52
TT vs. TC/CC 0.97
MAPT AA/AG vs. GG 0.37
AAvs. AG/GG 0.31

*Die p-Werte wurden mit dem Pearson-Chi2-Test berechnet. Abkirzungen werden in
der Legende von Tabelle 3.1 ausgefihrt.

3.1.3 Erkrankungsrisiko fur Demenz

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem APOE-Gen und
dem Erkrankungsrisiko fur eine Demenz im rezessiven Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang und auch
keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Erkrankungsrisiko fur Demenz in
der Gesamtgruppe.

Genotyp mit Risikoallel im dominanten und p-Werte*
rezessiven Modell
APOE gd4ed/edX vs. XX 0.13
gded vs. e4X/XX 0.035**
STK39 AA/AC vs. CC 0.95
AAvs. AC/CC 0.36
HLA GG/GA vs. AA 0.65
GG vs. GA/AA 0.95
BIP AA/AG vs. GG 0.64
AAvs. AG/GG 1.00**
GAK TT/TC vs. CC 0.29
TT vs. TC/CC 0.39
MAPT AA/AG vs. GG 0.20
AAvs. AG/GG 0.79

Signifikante Werte sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem Pearson-Chi2-
Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl <5 wurde der p-Wert mit dem Fishers-
exact-Test ermittelt. Abkirzungen werden in der Legende von Tabelle 3.1 ausgefuhrt.
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Abbildung 3.3 soll das signifikante Ergebnis von APOE besser
veranschaulichen.

p=0.035

e4ed in %
w

nicht dement (N=4) dement (N=6)

Abbildung 3.3: Zusammenhang von APOE mit Genotyp €4¢4 und Demenz bei LBD. €4:
Risikoallel von APOE; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden; X: Allel €2 oder
Allel €3 von APOE

3.2 SNPs und Beginn der Erkrankung sowie Zeitspanne
zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn der
Demenz

Es wurden die Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT im

dominanten und rezessiven Modell betrachtet und hinsichtlich einer Beziehung
zum Beginn des Parkinsonismus und dem Beginn der Demenz getestet. Die
zeitliche Betrachtung des Auftretens von Parkinsonismus erfolgte in der LBD-
Gruppe, der PDND-Gruppe, der PDD-Gruppe und DLB-Gruppe. Bei
Untersuchung der Risiko-SNPs auf einen Zusammenhang mit dem Beginn der
Demenz wurden die gesamte demente LBD-Gruppe (Demenz-Gruppe), sowie
die PDD-Gruppe und DLB-Gruppe getrennt getestet.

Zusatzlich wurden die jeweiligen Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP,
GAK und MAPT auf deren Einfluss auf die Zeitspanne zwischen Alter bei

Beginn von Parkinsonismus und Alter bei Beginn der Demenzerkrankung
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getestet. Diese Untersuchung wurde ebenfalls in der dementen LBD-Gruppe

(Demenz-Gruppe), sowie der PDD-Gruppe und DLB-Gruppe getrennt getestet.

3.2.1 Beginn des Parkinsonismus

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs
von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT im dominanten und rezessiven
Modell und dem Beginn des Parkinsonismus.

Es zeigten sich Trends fur einen Zusammenhang zwischen der Frequenz von
Risiko-SNPs und Beginn des Parkinsonismus fur STK39 im rezessiven Modell
in der PDD-Gruppe, fur HLA im rezessiven Modell in der DLB-Gruppe, fur GAK
im dominanten Modell in der LBD-Gruppe, sowie fur MAPT im rezessiven
Modell in der DLB-Gruppe.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Erkrankungsbeginn des
Parkinsonismus in der LBD-Gruppe, der PDND-Gruppe, der PDD-Gruppe und der
DLB-Gruppe mit Anzahl (N) der eingeschlossenen Probanden.

Genotyp mit p-Werte* p-Werte* p-Werte* p-Werte*
Risikoallel im LBD (N) PDND (N) | PDD (N) DLB (N)
dominanten und
rezessiven Modell

APOE | e4e4/e4X vs. XX 0.13 (626) | 0.82(262) | 0.92(72) | 0.96 (33)
gded vs. e4X/XX 0.58 (626) | 0.55(262) | 0.97**(72) | 0.67 (33)

STK39 | AA/AC vs. CC 0.96 (585) | 0.43 (255) | 0.61 (71) | 0.86** (7)
AAvs. AC/CC 0.73 (585) | 0.91 (255) | 0.060 (71) | -***

HLA GG/GA vs. AA 0.96 (608) | 0.70 (270) | 0.43 (71) | 0.86** (7)
GG vs. GA/AA 0.75(608) | 0.32(270) | 0.85(71) | 0.095* (7)

BIP AA/AG vs. GG 0.84 (583) | 0.95(255) | 0.27 (63) | 0.23**(7)
AAvs. AG/GG 0.14 (583) | 0.90 (255) | -*** S

GAK | TT/TCvs.CC 0.10 (608) | 0.77 (270) | 0.32(69) | 0.23**(7)
TT vs. TC/CC 0.89 (608) | 0.20 (270) | 0.90 (69) | 0.86** (7)
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MAPT

AA/AG vs. GG

0.14 (625)

0.39 (269)

0.79 (73)

0.20* (20)

AA vs. AG/GG

0.60 (625)

0.40 (269)

0.25 (73)

0.099"* (20)

Trends fir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem
Mann-Whitney-Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl <5 wurde der p-Wert mit
dem Fishers-exact-Test ermittelt. ***In dieser Gruppe konnte aufgrund einer zu
geringen Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. DLB: Demenz mit Lewykorpern
(Dementia with lewy bodies); LBD: Lewykdrper-Erkrankungen (Lewy body disorders);
PD: Parkinson-Erkrankung (Parkinson’s disease); PDD: Parkinson-Erkrankung mit
Demenz (Parkinson’s disease with dementia); PDND: Parkinson-Erkrankung ohne
Demenz (Parkinson’s disease non-demented/without dementia); Weitere Abkirzungen
werden in der Legende von Tabelle 3.1 ausgefihrt.

3.2.2 Beginn der Demenz

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs
von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT im dominanten und rezessiven
Modell und dem Beginn der Demenz.

Es zeigte sich ein Trend fur einen Zusammenhang zwischen HLA und dem
Erkrankungsbeginn der Demenz im rezessiven Modell in der DLB-Gruppe.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Erkrankungsbeginn fiir Demenz
in der Demenz-Gruppe, der PDD-Gruppe, und der DLB-Gruppe mit Anzahl (N) der
eingeschlossenen Probanden.

Genotyp mit Risikoallel | p-Werte* p-Werte* p-Werte*
im dominanten und Demenz (N) | PDD (N) DLB (N)
rezessiven Modell

APOE | e4¢e4/e4X vs. XX 0.94 (60) 0.49 (29) 0.77 (31)
gded vs. e4X/XX 0.28 (60) 0.55** (29) | 0.59 (31)

STK39 | AA/AC vs. CC 0.16 (36) 0.18 (29) 0.86** (7)
AAvs. AC/CC 0.61** (36) | 0.55** (29) |-***

HLA GG/GA vs. AA 0.69 (33) 0.56 (26) 0.86** (7)
GG vs. GA/AA 0.47 (33) 0.61** (26) | 0.095* (7)

BIP AA/AG vs. GG 0.29** (28) |0.76** (21) |0.23**(7)
AA vs. AG/GG e e TR

a4
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GAK | TT/TCvs.CC 0.94 (31) | 0.34 (24) 0.23" (7)
TT vs. TC/ICC 0.74 (31) | 0.97 (24) 0.86™ (7)

MAPT | AAJAG vs. GG 0.44* (48) |1.00 (29) |0.21** (19)
AA vs. AGIGG 0.82 (48) | 0.77 (29) 0.21" (19)

Trends fir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem
Mann-Whitney-Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl <5 wurde der p-Wert mit
dem Fishers-exact-Test ermittelt. ***In dieser Gruppe konnte aufgrund einer zu
geringen Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. Abklrzungen werden in den
Legenden von Tabelle 3.1 und Tabelle 3.4 ausgefuhrt.

3.2.3 Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn der
Demenzerkrankung

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem APOE-Gen im

dominanten Modell, sowie dem STK39-Gen im dominanten Modell und der

Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn der Demenz,

jeweils in der Demenz-Gruppe.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang.

Es zeigten sich Trends fur einen Zusammenhang zwischen der Frequenz von

Risiko-SNPs und der Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und

Beginn der Demenz fur APOE im rezessiven Modell in der Demenz-Gruppe und

in der PDD-Gruppe, fur STK39 im dominanten und rezessiven Modell in der

PDD-Gruppe.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit der Differenz vom Zeitpunkt des
Beginns von Parkinsonismus zum Beginn der Demenzerkrankung in der DLB-Gruppe,
der PDD-Gruppe und der Demenz-Gruppe mit Anzahl (N) der eingeschlossenen
Probanden.

Genotyp mit p-Werte* p-Werte* p-Werte*
Risikoallel im DLB (N) PDD (N) Demenz (N)
dominanten und

rezessiven Modell

APOE ededledX vs. XX 0.96 (31) | 0.30 (29) | 0.014 (60)

eded vs. e4XIXX 1.00 (31) | 0.069** (29) | 0.073 (60)
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STK39 | AA/AC vs. CC 1.00™ (7) | 0.06 (29) | 0.012 (36)
AAvs. ACICC 0.069"* (29) | 0.44* (36)

HLA GGIGA vs. AA 0.38"*(7) | 0.31(26) |0.30 (33)
GG vs. GA/AA 0.38"(7) | 0.43*(26) | 0.91 (33)

BIP AAJAG vs. GG 040" (7) | 0.38* (21) | 0.24* (28)
A vs AGIGG

GAK TT/TC vs. CC 1.00% (7) | 0.39(24) | 0.17 (31)
TT vs. TC/ICC 1.00™ (7) | 0.94 (24) | 0.74 (31)

MAPT AAJAG vs. GG 0.21"(19) | 0.49"* (29) | 0.63* (48)
AA vs. AG/GG 042" (19) |0.22(29) | 0.99 (48)

Signifikante Werte und Trends fiir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-
Werte wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl
<5 wurde der p-Wert mit dem Fishers-exact-Test ermittelt. ***In dieser Gruppe konnte
aufgrund einer zu geringen Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. Abklrzungen

werden in den Legenden von Tabelle 3.1 und Tabelle 3.4 ausgefuhrt.

Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5 sollen die signifikanten Ergebnisse von APOE

und STK39 besser veranschaulichen.

Abbildung 3.4: Einfluss von APOE mit Risikoallel €4 (Genotypen e4e4/e4X vs.
Genotypen XX) auf die Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn
in der gesamten Demenz-Gruppe.
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Abbildung 3.5: Einfluss von STK39 mit Risikoallel A (Genotypen AA/AC vs. Genotyp
CC) auf die Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn der Demenz
(in Jahren) in der gesamten Demenz-Gruppe. A: Adenin; C: Cytosin; N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden

3.3 SNPs und Auftreten/ Betonung spezifischer

Krankheitssymptome

Die Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT wurden in
Beziehung zum Auftreten bzw. dem Vorherrschen von spezifischen
Krankheitssymptomen der LBD gesetzt. Dabei wurde nach folgenden
Symptomen unterschieden:

1. Motorische Symptome (Punktwerte des H&Y- und UPDRS-III-Stadiums)

2. Kognitive Symptome (MMSE-Wert)

3. Olfaktorische Komponente (Hyposmie mit Sniffin-Wert<9 und Punktwert

des Sniffin-Tests).

Die Analyse erfolgte jeweils in der gesamten LBD-Gruppe.

Motorische Symptome

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem APOE-Gen und
dem Punktwert des H&Y-Stadiums im rezessiven Modell. BIP zeigte einen
signifikanten Zusammenhang zum Punktwert des UPDRS-IlI-Score im

dominanten Modell.
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Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang und auch
keinen Trend fur einen Zusammenhang.
Die p-Werte sind in Tabelle 3.7 dargestellt.

Tabelle 3.7: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Auftreten von motorischen
Symptomen in der LBD-Gruppe.

Genotyp mit Risikoallel im p-Werte* p-Werte*

dominanten und rezessiven Modell H&Y UPDRS-III
APOE gd4ed/edX vs. XX 0.52 0.34

gded vs. e4X/XX 0.024 0.24
STK39 AA/AC vs. CC 0.97 0.11

AAvs. AC/CC 0.98 0.30
HLA GG/GA vs. AA 0.61 0.48

GG vs. GA/AA 0.16 0.11
BIP AA/AG vs. GG 0.73 0.049

AAvs. AG/GG 0.45 0.45
GAK TT/TCvs. CC 0.58 0.13

TT vs. TC/CC 0.78 0.57
MAPT AA/AG vs. GG 0.77 0.92

AAvs. AG/GG 0.78 0.95

Signifikante Werte sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit der linearen
Regression berechnet und fir Erkrankungsdauer (disease duration, dd), Alter und
Geschlecht korrigiert. H&Y: Hoehn & Yahr; UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale; Weitere AbklUrzungen werden in der Legende von Tabelle 3.1
ausgefuhrt.

Tabelle 3.8 und Tabelle 3.9, sowie Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7 sollen die

signifikanten Ergebnisse von APOE und BIP besser veranschaulichen.

Tabelle 3.8: Ubersicht tiber die Verteilung des Genotyps €4¢4 und der Genotypen
€4 X/XX von APOE mit Bezug zum H&Y-Stadium. Erkrankungsdauer (in Jahren), Alter
(in Jahren) und Geschlecht (Anzahl der mannlichen Probanden in Prozent (%)) als
Variablen, fur die p korrigiert wurde.

H&Y Erkrankungsdauer | Alter Geschlecht
APOE MW+Std | N MWxStd MW=Std | mannlich%
eded 1,810,6 7 77 6816 71,4
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e4X/XX 2,3+0,7 367 716 66+10 61,6

APOE: Apolipoprotein E (apolipoprotein E)-Gen; €4: Risikoallel von APOE; H&Y:
Hoehn & Yahr; MW+Std: Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE

p=0.024

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

H&Y

eded €4 X/XX

Abbildung 3.6: Einfluss von APOE e4¢4 Genotyp auf das H&Y-Stadium (korrigiert fur
Krankheitsdauer, Alter und Geschlecht). H&Y: Hoehn & Yahr; X: Allel €2 oder Allel €3
von APOE

Tabelle 3.9: Ubersicht tber die Verteilung der Genotypen AA/AG und des Genotyps
GG von BIP mit Bezug zum UPDRS-III-Score. Erkrankungsdauer (in Jahren), Alter (in
Jahren) und Geschlecht (Anzahl der mannlichen Probanden in Prozent (%)) als
Variablen, fir die p korrigiert wurde.

UPDRS-III Erkrankungsdauer | Alter Geschlecht
BIP MW+Std | N MW+Std MW+Std | mannlich%
AA/AG 22+10 42 515 64+11 59,5
GG 26111 230 616 67+10 60,0

A: Adenin; BIP: Immunoglobulin-bindendes Protein (binding immunoglobulin protein)-
Gen; G: Guanin; MW+Std: Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden; UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale
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Abbildung 3.7: Einfluss von BIP mit Risikoallel A (Genotypen AA/AG vs. Genotyp GG)
auf den UPDRS-III-Score (korrigiert fur Krankheitsdauer, Alter und Geschlecht). A:
Adenin; G: Guanin; UPDRS-III: Unified Parkinson’s disease Rating Scale

Kognitive Symptome

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem APOE-Gen und
dem MMSE-Wert im rezessiven Modell, sowie zwischen dem MAPT-Gen und
dem MMSE-Wert im dominanten Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang.

Es zeigte sich ein Trend fur einen Zusammenhang zwischen dem GAK-Gen
und dem MMSE-Wert im dominanten Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.10 dargestellt.

Tabelle 3.10: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Auftreten von kognitiven
Symptomen in der LBD-Gruppe.

Genotyp mit Risikoallel im dominanten | p-Werte* MMSE
und rezessiven Modell
APOE €4ed/e4X vs. XX 0.12
g4ed vs. e4X/XX 0.01
STK39 AA/AC vs. CC 0.84
AAvs. AC/CC 0.48
HLA GG/GA vs. AA 0.19
GG vs. GA/AA 0.52
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BIP AA/AG vs. GG 0.87
AA vs. AG/GG 0.16

GAK TT/TCvs. CC 0.086
TT vs. TC/CC 0.53

MAPT AA/AG vs. GG 0.003
AA vs. AG/GG 0.56

Signifikante Werte und Trends fiir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-
Werte wurden mit der linearen Regression berechnet und fir Erkrankungsdauer
(disease duration, dd), Alter und Geschlecht korrigiert. MMSE: Mini-Mental-Status-Test
(Mini-Mental-State-Examination); Weitere Abklrzungen werden in der Legende von
Tabelle 3.1 ausgefihrt.

Tabelle 3.11 und Tabelle 3.12, sowie Abbildung 3.8 und Abbildung 3.9 sollen

die signifikanten Ergebnisse von APOE und MAPT besser veranschaulichen.

Tabelle 3.11: Ubersicht tber die Verteilung des Genotyps e4g4 und der Genotypen
€4X/XX von APOE mit Bezug zum MMSE-Wert. Erkrankungsdauer (in Jahren), Alter (in
Jahren) und Geschlecht (Anzahl der mannlichen Probanden in Prozent(%)) als
Variablen, fur die p korrigiert wurde.

MMSE Erkrankungsdauer | Alter Geschlecht
APOE MW+Std | N MW+Std MW+Std | mannlich%
eded 2318 11 616 6916 63,6
g4 X/XX 2714 375 616 67+10 60,8

APOE: Apolipoprotein E (apolipoprotein E)-Gen; €4: Risikoallel von APOE; MMSE:
Mini-Mental-Status-Test (Mini-Mental-State-Examination); MW=Std: Mittelwerte und
Standardabweichungen; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden; X: Allel €2 oder
Allel €3 von APOE
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Abbildung 3.8: Einfluss von APOE ¢4¢4 Genotyp auf den MMSE-Punktwert (korrigiert
fur Krankheitsdauer, Alter und Geschlecht). MMSE: Mini-Mental-Status-Test (Mini-
Mental-State-Examination); X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE

Tabelle 3.12: Ubersicht tiber die Verteilung der Genotypen AA/AG und des Genotyps
GG von MAPT mit Bezug zum MMSE-Wert. Erkrankungsdauer (in Jahren), Alter (in
Jahren) und Geschlecht (Anzahl der mannlichen Probanden in Prozent(%)) als
Variablen, fir die p korrigiert wurde.

MMSE Erkrankungsdauer | Alter Geschlecht
MAPT MW+Std | N MWz+Std MWz=Std | mannlich%
AA/AG 2714 371 616 6710 61,2
GG 2416 13 514 6819 61,5

A: Adenin; G: Guanin; MAPT: Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau (microtubule-
associated protein tau)-Gen; MMSE: Mini-Mental-Status-Test (Mini-Mental-State-
Examination); MW=Std: Mittelwerte und Standardabweichungen; N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden
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Abbildung 3.9: Einfluss von MAPT mit Genotypen AA und AG auf den MMSE-
Punktwert (korrigiert fir Krankheitsdauer, Alter und Geschlecht). A: Adenin; G: Guanin;

MMSE: Mini-Mental-Status-Test (Mini-Mental-State-Examination)

Hyposmie

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs
von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT im dominanten und rezessiven

Modell und einer Hyposmie bzw. dem Punktwert im Sniffin-Test.

Es zeigten sich Trends fur einen Zusammenhang zwischen Frequenzen von

Risiko-SNPs und einer Hyposmie fur STK39 im rezessiven Modell, sowie fur

BIP im dominanten Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.
Die p-Werte sind in Tabelle 3.13 dargestellt.

Tabelle 3.13: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Auftreten von Hyposmie oder
dem Sniffin-Testwert in der LBD-Gruppe.

Genotyp mit Risikoallel im p-Werte* p-Werte*
dominanten und rezessiven Modell | Hyposmie Sniffin
APOE | e4e4/e4X vs. XX 0.27 0.74
gded vs. e4X/IXX 1.00 0.11
STK39 | AA/AC vs.CC 0.11 0.62
AAvs. AC/CC 0.076 0.60
HLA GG/GA vs. AA 0.18 0.30
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GG vs. GA/AA 0.53 0.66
BIP AA/AG vs. GG 0.081 0.86
AA vs. AG/GG i i
GAK TT/TCvs. CC 0.37 0.90
TT vs. TC/CC 0.45 0.87
MAPT | AA/AG vs. GG 0.24 0.44
AA vs. AG/GG 0.75 0.87

Trends fir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit der
linearen Regression berechnet und fir Erkrankungsdauer (disease duration, dd), Alter
und Geschlecht korrigiert. ***In dieser Gruppe konnte aufgrund einer zu geringen
Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. Abkurzungen werden in der Legende
von Tabelle 3.1 ausgefuhrt.

3.4 SNPs und Progression von Krankheitssymptomen
Des Weiteren wurden die Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT hinsichtlich einer Progression der genannten Krankheitssymptome der
LBD getestet. Dafir wurden die Testverfahren jeweils ins Verhaltnis zur
Erkrankungsdauer der PD (disease duration, dd) gesetzt:

1. Progression motorischer Symptome (H&Y-Wert/dd und UPDRS-III-

Wert/dd).
2. Progression kognitiver Symptome (MMSE-Wert/dd).
3. Progression einer olfaktorischen Komponente (Sniffin-Wert/dd).

Die Analyse erfolgte jeweils in der LBD-Gruppe.

Progression motorischer Symptome

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen STK39 und einer
Progression motorischer Symptomatik, gemessen anhand des UPDRS-III-
Score, im dominanten Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang und auch
keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.14 dargestellt.
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Tabelle 3.14: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem H&Y-Stadium im Verhaltnis zur
Erkrankungsdauer und dem UPDRS-III-Wert im Verhaltnis zur Erkrankungsdauer.

Genotyp mit Risikoallel im p-Werte* p-Werte*
dominanten und rezessiven H&Y/dd UPDRS-III/dd
Modell
APOE gded/edX vs. XX 0.70 0.83
gded vs. e4X/XX 0.77 0.48
STK39 AA/AC vs. CC 0.15 0.013
AAvs. AC/CC 0.46 0.86
HLA GG/GA vs. AA 0.15 0.25
GG vs. GA/AA 0.59 0.69
BIP AA/AG vs. GG 0.85 0.58
AAvs. AG/GG S -
GAK TT/TC vs. CC 0.45 0.95
TT vs. TC/CC 0.30 0.77
MAPT AA/AG vs. GG 0.22 0.29
AAvs. AG/GG 0.89 0.56

Signifikante Werte sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-
Test berechnet. ***In dieser Gruppe konnte aufgrund einer zu geringen Probenanzahl
kein Ergebnis ermittelt werden. dd: Erkrankungsdauer (disease duration); H&Y: Hoehn
& Yahr-Stadium; UPDRS-IlI: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale; Weitere
Abkiirzungen werden in der Legende von Tabelle 3.1 ausgefihrt.

Abbildung 3.10 soll das signifikante Ergebnis von STK39 besser

veranschaulichen.
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Abbildung 3.10: Einfluss von STK39 mit Risikoallel A (Genotypen AA/AC gegentliber
Genotyp CC) auf den UPDRS-III-Wert im Verhaltnis zur Erkrankungsdauer. A: Adenin;
C: Cytosin; N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden; UPDRS-III: Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale

Progression kognitiver Symptome

Es zeigten sich kein signifikanter Zusammenhang und auch kein Trend far
einen Zusammenhang zwischen den Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA,
BIP, GAK und MAPT im dominanten und rezessiven Modell und einer

Progression von kognitiven Symptomen.
Die p-Werte sind in Tabelle 3.15 dargestellt.

Tabelle 3.15: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem MMSE-Wert im Verhéaltnis zur

Erkrankungsdauer.
Genotyp mit Risikoallel im p-Werte*
dominanten und rezessiven MMSE/dd
Modell
APOE gded/e4X vs. XX 0.53
gded vs. e4X/IXX 0.78
STK39 AA/AC vs. CC 0.12
AA vs. AC/CC 0.33
HLA GG/GA vs. AA 0.43
GG vs. GA/AA 0.65
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BIP AA/AG vs. GG 0.74
AA vs. AG/GG S

GAK TT/TC vs. CC 0.67
TT vs. TC/CC 0.58

MAPT AA/AG vs. GG 0.64
AA vs. AG/IGG 0.48

*Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet. ***In dieser Gruppe
konnte aufgrund einer zu geringen Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. dd:
Erkrankungsdauer (disease duration); MMSE: Mini-Mental-Status-Test (Mini-Mental-
State-Examination); Weitere AbklUrzungen werden in der Legende von Tabelle 3.1
ausgefuhrt.

Progression der Hyposmie/Sniffin-Testwert

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen APOE und einer
Progression im Sniffin-Testwert im rezessiven Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang und auch
keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.16 dargestellt.

Tabelle 3.16: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit dem Sniffin-Testwert im Verhaltnis zur

Erkrankungsdauer.
Genotyp mit Risikoallel im p-Werte*
dominanten und rezessiven Modell | Sniffin-Wert/dd
APOE eded/edX vs. XX 0.92
eded vs. e4X/XX 0.042**
STK39 AA/AC vs. CC 0.30
AAvs. AC/CC 0.26
HLA GG/GA vs. AA 0.11
GG vs. GA/AA 0.29
BIP AA/AG vs. GG 0.68
AA vs. AG/GG SrrE
GAK TT/TC vs. CC 0.77
TT vs. TC/CC 0.18
MAPT AA/AG vs. GG 0.33
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AA vs. AG/GG 0.64

Signifikante Werte sind hervorgehoben. *Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-
Test berechnet. **Wegen einer Probenanzahl <5 wurde der p-Wert mit dem Fishers-
exact-Test ermittelt. ***In dieser Gruppe konnte aufgrund einer zu geringen
Probenanzahl kein Ergebnis ermittelt werden. dd: Erkrankungsdauer (disease
duration); Weitere Abklrzungen werden in der Legende von Tabelle 3.1 ausgefiihrt.

Abbildung 3.11 soll den signifikanten Zusammenhang von APOE besser

veranschaulichen.

p=0.042

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00
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Sniffin-Testwert im Verhaltnis zur
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gded (N=1)  edX/XX (N=142)

Abbildung 3.11: Einfluss von APOE mit Risikoallel ¢4 (Genotyp €4¢4 vs. Genotypen
€4X/XX) auf den Sniffin-Testwert im Verhaltnis zur Erkrankungsdauer. N: Anzahl der
eingeschlossenen Probanden; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE

3.5 SNPs und neurodegenerative Marker im Nervenwasser

Die Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und MAPT wurden des
Weiteren in Bezug zu den neurodegenerativen Markern h-Tau, p-Tau, dem
Quotienten p-Tau/h-Tau sowie zu ABi.42 gesetzt. Die Analyse erfolgte in der

LBD-Gesamtgruppe.
Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen APOE und der

Konzentration von AB+.42 im Liquor im dominanten und rezessiven Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen signifikanten Zusammenhang.
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Es zeigten sich Trends fur einen Zusammenhang zwischen HLA und der AB1-.42-
Konzentration im Liquor im dominanten Modell, sowie zwischen BIP und der p-
Tau-Konzentration im Liquor im dominanten Modell.

Die restlichen Tests zeigten keinen Trend fur einen Zusammenhang.

Die p-Werte sind in Tabelle 3.17 dargestellt.

Tabelle 3.17: Assoziation der Risiko-SNPs von APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT im dominanten und rezessiven Modell mit den neurodegenerativen Markern h-

Tau, p-Tau, AB+.42, sowie der Ratio p-Tau/h-Tau in der LBD-Gruppe.
Genotyp mit Risikoallel | p-Werte* | p-Werte* | p-Werte* p-Werte*
im dominanten und h-Tau p-Tau p-Tau/ AB1-42
rezessiven Modell h-Tau
APOE | €4e4/e4X vs. XX 0.11 0.13 0.73 0.0002
gded vs. e4X/IXX 0.97 0.80 0.78 0.014
STK39 | AA/AC vs. CC 0.64 0.53 0.90 0.87
AAvs. AC/CC 0.70 0.59 0.76 0.90
HLA GG/GA vs. AA 0.17 0.11 0.87 0.10
GG vs. GA/AA 0.93 0.58 0.53 0.29
BIP AA/AG vs. GG 0.16 0.090 0.17 0.60
AA vs. AG/GG 0.52 0.33 0.76 0.20
GAK TT/TC vs. CC 0.41 0.44 0.68 0.47
TT vs. TC/CC 0.66 0.63 0.44 0.57
MAPT | AA/AG vs. GG 1.00 0.86 0.49 0.16
AA vs. AG/GG 0.79 0.80 0.70 0.94

Signifikante Werte und Trends fiir einen Zusammenhang sind hervorgehoben. *Die p-
Werte wurden mit der linearen Regression berechnet und fir Erkrankungsdauer
(disease duration, dd), Alter und Geschlecht korrigiert. AB142: Amyloid-B1.42-
Konzentration im Liquor; h-Tau: Gesamt-Tau/Total-Tau-Konzentration im Liquor; p-
Tau: Phospho-Tau-Konzentration im Liquor; Weitere Abklrzungen werden in der
Legende von Tabelle 3.1 ausgeflhrt.

Tabelle 3.18 und Abbildung 3.12 sollen das signifikante Ergebnis von APOE

besser veranschaulichen.

Tabelle 3.18: Ubersicht lber die Verteilung der Genotypen &4c4/e4X und der
Genotypen XX von APOE mit Bezug zum ABi.42-Spiegel im Liquor (in pg/ml) in der
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LBD-Gruppe. Erkrankungsdauer (in Jahren), Alter (in Jahren) und Geschlecht (Anzahl
der mannlichen Probanden in Prozent(%)) als Variablen, fur die p korrigiert wurde.

AB1.42 Erkrankungsdauer | Alter Geschlecht
APOE MWzStd | N MWzStd MWzStd | mannlich%
eded/edX 471+224 | 39 615 6919 53,8
XX 663+264 | 81 715 6819 60,5

AB1-42: Amyloid-B4.42-Konzentration im Liquor; APOE: Apolipoprotein E (apolipoprotein
E)-Gen; €4: Risikoallel von APOE; MW+Std: Mittelwerte und Standardabweichungen;
N: Anzahl der eingeschlossenen Probanden; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE

p=0.0002
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Abbildung 3.12: Einfluss von APOE ¢4¢4/¢4X Genotypen auf die AB+.42-Konzentration
in der LBD-Gruppe (korrigiert fur Krankheitsdauer, Alter und Geschlecht). AB+.42:
Amyloid-B1.42-Konzentration im Liquor; X: Allel €2 oder Allel €3 von APOE
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4 Diskussion

PD und DLB sind Lewykdrper-Erkrankungen (LBD), und es ist weitgehend
akzeptiert, dass sie ,Extreme” eines Kontinuums einer neurodegenerativen
Erkrankung — eben der LBD - darstellen [1]. Es macht daher Sinn, in
wissenschaftlichen Untersuchungen beide Krankheiten — PD und DLB — mit
einzubeziehen. Diese Arbeit beschaftigt sich mit SNPs, die mit dem Auftreten
von LBD (meistens PD) in Verbindung gebracht wurden, und vergleicht dabei
demographische, klinische und laborchemische Parameter mit dem Auftreten
der SNPs.

Im Folgenden werden die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit, geordnet nach

untersuchten SNPs, dargestellt und diskutiert.

41 APOE

4.1.1 Einfluss der APOE-SNPs auf Erkrankungsrisiko fiir LBD oder
bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD

In der vorliegenden Arbeit konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang

zwischen den SNPs rs429358 und rs7412 von APOE und dem

Erkrankungsrisiko an LBD finden.

Dieser Befund ist vereinbar mit Ergebnissen von Studien, welche bei APOE4-

Tragerstatus (in unterschiedlichen Ethnien) ebenfalls keine Pradisposition fur

PD finden konnten [132-136]. In einer Studie innerhalb einer kaukasischen

Population konnte sogar ein niedrigeres Risiko fur PD bei Vorhandensein von

APOE4 gezeigt werden [137]. Auch in familiaren Fallen von PD konnte APOE4

nicht als Risikofaktor fur PD identifiziert werden [138].

Im Gegensatz dazu fand Li et al. [81] bei Vorhandensein von APOE4 ein

erhohtes Erkrankungsrisiko fur PD. Im Unterschied zu unserer Arbeit wurde

dabei allerdings eine positive Familienanamnese fur PD als wesentlich

beeinflussender Faktor auf das Erkrankungsrisiko vermutet.

Ebenfalls kein Zusammenhang ergab sich in unserer Arbeit zwischen den SNPs

rs429358 und rs7412 von APOE und bestimmten motorischen Subtypen der

PD. Diesbezlglich muss die Datenlage noch erweitert werden.
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In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass APOE bei
Vorhandensein von zwei g4-Allelen im Gesamtkollektiv signifikant mit einem
erhdhten Risiko fiir die Entwicklung einer Demenz assoziiert war (p=0.035).
Dabei konnte der Genotyp €4¢4 etwa viermal haufiger in der Demenz-Gruppe
(5,7%) als in der nicht-dementen Gruppe (1,4%) nachgewiesen werden, wobei
ein Gen-Dosis-Effekt durchaus madglich erscheint.

Dieses Ergebnis ist vereinbar mit anderen Studien, in welchen APOE4 als
wichtiger genetischer Faktor fur Demenz in PD und anderen
neurodegenerativen Stoérungen — wie v. a. auch der AD — beschrieben wird
[139, 140]. Wobei Irwin et al. [140] belegen konnte, dass das APOE ¢4-Allel
signifikant haufiger bei dementen PD-Patienten (PDD), als in der nicht-
dementen PD-Gruppe (PDND) auftritt und somit moglicherweise bereits ein €4-
Allel zu einem erhohten Erkrankungsrisiko fur Demenz fuhren konnte.
Allerdings finden sich im Vergleich in unserer Studie niedrigere prozentuale
Anteile an PDD-Patienten, sowie eine zusatzliche Betrachtung der DLB-
Patienten. Durch diese Unterschiede konnte die bei uns fehlende Signifikanz
bezuglich eines e4-Allels erklart werden. Eine erhdhte Frequenz von €4-Tragern
konnte jedoch bei PDD und auch DLB, im Vergleich zu PD ohne Demenz,
bereits anderweitig nachgewiesen werden [133, 141]. Auch in familiaren PD-
Fallen wurde dies beobachtet [142].

Dagegen beschreibt eine andere Studie bei familidrer Disposition einen
Zusammenhang von APOE4 mit PD, ohne Beteiligung der kognitiven
Leistungsfahigkeit [81]. Die fehlende Assoziation zu einer kognitiven Storung
konnte hierbei jedoch an einer zu geringen Probandenzahl mit entsprechenden
kognitiven Symptomen liegen [81].

Somit wird der von uns gefundene Zusammenhang von APOE4 v. a. mit
Demenz, und nicht mit dem Erkrankungsrisiko fur PD, von bis dato bekannten
Studien bestatigt. Dennoch werden weitere Daten mit u. a. groReren
Probandenzahlen innerhalb der PD bendétigt, um diese Ergebnisse weiter zu
stitzen und die Wahrscheinlichkeit eines Gen-Dosis-Effektes genauer zu

betrachten.
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4.1.2 Einfluss der APOE-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und
Beginn der Demenz sowie deren Zeitspanne
Es zeigte sich in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen den SNPs
rs429358 und rs7412 von APOE und dem Beginn des Parkinsonismus.
Der offensichtlich fehlende Einfluss des APOE-Gens auf das Erkrankungsalter
von PD ist vereinbar mit Ergebnissen, welche zwar eine erhdhte Frequenz des
€4-Allels in der PD-Altersgruppe >70 Jahren (LOPD) beschreiben, jedoch nicht
auf eine Assoziation mit dem Erkrankungsalter hindeuten [133]. Auch
anderweitig konnte kein Einfluss des APOE-Gens auf das Erkrankungsalter bei
PD nachgewiesen werden [135].
Andere Studien deuten hingegen darauf hin, dass madglicherweise ein
Zusammenhang zwischen dem APOE4-Genotyp und einem um meist ca. 3
Jahre verfruhten Auftreten von PD besteht [81, 132, 143, 144]. Dort wurden im
Gegensatz zu unserer Studie jedoch beispielsweise u. a. vermehrt familiare
Falle der PD untersucht [81], oder auch vermehrt weibliche Probanden
eingeschlossen [132], weshalb es sich bei dieser Beobachtung u. a. auch um
einen geschlechts- aber nicht krankheitsgetriggerten Effekt handeln konnte.
Aulerdem wurde in unserer Studie die LBD-Gruppe allgemein, sowie demente
und nicht-demente LBD-Gruppen getrennt (mit somit auch niedrigeren
Probandenzahlen) getestet und nicht nur eine hohe Probandenzahl an PD-
Fallen. Die v. a. kognitiv beeinflussenden DLB-Patienten waren somit in unserer
Studie enthalten und konnten auf den Effekt des Erkrankungsalters des
Parkinsonismus — der v. a. motorisch beeinflussenden Symptome — relevant mit
einwirken. Auch kann naturlich die Information der Probanden selbst Uber die
subjektive Einschatzung, beziehungsweise personliche Registrierung des
ersten Auftretens von Parkinsonismus, den Beginn der Erkrankung
beeinflussen [144], wenn dieser nicht einheitlich Uber positive Tests
diagnostiziert und festgelegt werden konnte.
Die SNPs rs429358 und rs7412 von APOE zeigten in unserer Studie ebenfalls
keinen Einfluss auf das Alter bei Erkrankungsbeginn einer Demenz, jedoch eine
klare Auswirkung auf die Zeitspanne zwischen Beginn des Parkinsonismus und

der Entwicklung einer Demenz in der Demenz-Gruppe. Bereits bei
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Vorhandensein eines ¢4-Allels zeigten APOE4-Trager nach Beginn des
Parkinsonismus signifikant fruiher Demenzsymptome (p=0.014). Auch in der
untersuchten PDD-Gruppe zeigte sich ein Trend fur ein friheres Auftreten der
Demenzsymptome durch das Vorhandensein beider €4-Allele von APOE.
Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer friheren Studie [139], welche ebenfalls
einen fruheren Beginn klinisch signifikanter kognitiver Defizite bei Nachweis von
APOE4 bei PD-Patienten fand.

Nach Betrachtung der erwahnten Studien ist es gut moglich, dass der APOE4-
Tragerstatus das allgemeine Erkrankungsalter bei Beginn des Parkinsonismus
oder Beginn der Demenz unbeeinflusst lasst, beziehungsweise je nach
Zusammensetzung und Befragung der Kohorte Assoziationen gefunden werden
konnen. Eine gewisse Disposition zur frihzeitigen Entwicklung dementieller
Symptome in PDD oder DLB scheint durch APOE4 jedoch durchaus gegeben
zu sein. Auch die wahrscheinlich bedeutende geschlechtsbezogene
Modifikation des APOEA4-Effektes auf neurodegenerative Pathologien [132]
konnte somit die bei uns fehlende Assoziation zum Beginn des Parkinsonismus

oder der Demenz erklaren.

4.1.3 Einfluss der APOE-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter
APOE mit Genotyp €4€4 war in dieser Arbeit signifikant mit einem niedrigeren
H&Y-Stadium assoziiert (p=0.024). Dies erscheint auf den ersten Blick
Uberraschend. Insbesondere, da eine fruhere Studie ein hoheres H&Y-Stadium,
als auch eine schlechtere Performance im UPDRS, mit einem APOE4-positiven
Tragerstatus bei PD in Verbindung brachte [139]. Auch andere Studien fanden
einen eher negativen Einfluss von APOE4 auf die Progression motorischer
Defizite bei alteren Personen [145, 146].

Es ist daher anzunehmen, dass das APOE-Gen hier bei LBD und Nicht-LBD
verschiedene Rollen ausubt. Vorstellbar ist, dass in unserer Kohorte der Effekt
durch den Einschluss von DLB-Patienten getriggert wurde. Diese zeigen oft
prominente  kognitive  Einschrankungen und haben eine erhohte
Wabhrscheinlichkeit APOE4-positiv zu sein, sind nach klinischer Erfahrung aber

oft motorisch relativ mild (oder eben gar nicht) betroffen. Auch interessant
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scheint hierbei, dass in unserer Studie das Vorhandensein von zwei €4-Allelen
das Erkrankungsrisiko fur eine Demenz signifikant zu beeinflussen vermag, und
ebenso das Vorhandensein von zwei €4-Allelen sich nun kaum, bzw. eher
positiv auf die motorischen Fahigkeiten auszuwirken scheint. Da die Anzahl der
Probanden in dieser Gruppe (APOE €4¢4-Trager) allerdings sehr gering ausfiel,
musste unser signifikantes Ergebnis in groReren Kohorten auf Reproduzier-
barkeit Uberpruft werden. Es werden also sicherlich weitere Studien bendtigt,
um diesbezuglich Zusammenhange bestatigen oder wiederlegen zu konnen.
Unter dem Aspekt der kognitiven Leistung war APOE mit Genotyp ¢4e4
signifikant mit niedrigeren MMSE-Werten assoziiert (p=0.01).

Diese Beobachtung wurde in einer frUheren Studie bereits gefunden, wobei hier
schon ein €4-Allel fur die Beeinflussung der kognitiven Funktionen bei PD
ausreichend sei [139].

Ein Einfluss von APOE auf kognitive Defizite wurde jedoch nicht nur in PD oder
in AD postuliert, sondern scheint selbst in der ,normalen“ Bevdlkerung gegeben
zu sein [139]. In einer brasilianischen Studie konnte in einer gesunden
Population mithilfe des MMSE-Wertes nachgewiesen werden, dass durch die
homozygote Tragerschaft é4¢4 von APOE die Kognition innerhalb des normalen
Alterungsprozesses (bei Individuen >60 Jahren) beeinflusst wird [147]. Dieses
Ergebnis bestatigt Studien, welche diese Assoziation zwischen APOE4 und der
Entwicklung kognitiver Defizite (mit MMSE-Werten innerhalb kognitiv-
unauffalliger Probanden) in verschiedenen Kohorten ebenso feststellen konnten
[148, 149]. Die Auswirkung von APOE4 auf eine dementielle Entwicklung bei
alteren Menschen (auch ohne neurodegenerative Erkrankung), lasst durch den
grolReren Effekt bei Vorhandensein von zwei €4-Allelen hierbei wiederrum einen
Gen-Dosis-Effekt vermuten [147].

Zu der letzten klinischen Komponente, welche wir untersuchten — die Hyposmie
— konnte in unserer Arbeit keine signifikante Assoziation zu den Genotypen der
APOE-SNPs gefunden werden.

Bezuglich der genetischen Beeinflussung der Riechfunktion durch APOE4
speziell bei PD, muss die Datenlage zunachst noch erweitert werden, um

vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Es existiert bisher eine eher allgemeine
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Erfahrung (ohne Assoziation zur LBD), dass die olfaktorische Funktion sowohl
mit dem Alter, als v. a. auch bei e4-Tragerstatus vermehrt nachlasst [150].

Unter der zusammenfassenden Betrachtung unserer Ergebnisse, dass APOE
mit Genotyp €4e4 sowohl mit Demenz, als auch mit dem MMSE-Wert korreliert,
ist es auch in Bezug zu erwahnten Studien also sehr wahrscheinlich, dass das
Risikoallel von APOE in unterschiedlichen Genotypen zwar die Kognition
wesentlich beeinflusst, aber demgegenuber maodglicherweise einen eher
positiven Effekt bzw. keine Verschlechterung der motorischen Symptome mit
sich bringt. V. a. wenn man beachtet, dass APOE4 wie o. g. oftmals nicht als
Pradispositionsfaktor fur die Entwicklung einer PD — bei der motorische
Symptome zu den wichtigen diagnostischen Kriterien gehdéren — angesehen
wird. APOE4 konnte somit eher in Assoziation zu PDD und DLB (also mit
starker kognitiver Komponente) bestatigt werden. Innerhalb des LBD-
Patientenkollektivs ist APOE4 hierbei also uberwiegend mit AD assoziierten
Symptomen vergesellschaftet.

Andererseits ist es aufgrund der Tatsache, dass €4 an sich schon einen
Risikofaktor fur eine Demenz darstellt schwer zu definieren, ob APOE
zusatzlich speziell hinsichtlich PD das Erkrankungsrisiko an Demenz erhoht,
oder ob dies lediglich der genetische Einfluss von €4 allgemein auf die alternde
Bevolkerung ist. Eine Erweiterung der Literatur bezuglich einer Abklarung der
altersabhangigen Beeinflussung des Demenzrisikos durch APOE4 ware hier
sinnvoll.

Die bei uns fehlende Assoziation zwischen Riechvermodgen und APOE4 soll in
einer Hypothese im folgenden Abschnitt der Diskussion — zur Progression der

Hyposmie — naher erlautert werden.

4.1.4 Einfluss der APOE-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen den SNPs rs429358 und rs7412
von APOE und einer Progression motorischer Symptome (gemessen am H&Y-
Stadium und UPDRS-III-Wert) feststellen.

Wie bereits erwahnt, existieren zahlreiche Studien Uber die Auswirkung von

APOE4 auf eine Demenz, jedoch nicht Uber eine Assoziation mit motorischen
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Symptomen. Eine fehlende Progression der motorischen Belastbarkeit wurde
jedoch wiederrum fur eine hauptsachliche Beeinflussung der kognitiven
Leistung durch APOE4 sprechen.

Wir konnten in dieser Arbeit jedoch keinen Einfluss der APOE-SNPs auf die
Progression dementieller Symptome (gemessen am MMSE-Wert) erheben.
Andere Studien und Testverfahren zeigten hierbei eher gegenteilige
Ergebnisse. Beispielsweise, dass die kognitive Leistungsminderung pro Jahr
bei PD-Patienten mit APOE4-Tragerstatus rascher voranschritt [139]. Bei
Erfassung der kognitiven Leistung von DLB-Patienten durch ein Verfahren wie
,Cambridge Assessment for Mental Disorders in the Elderly, section B*
(CAMCOG) war APOE4 ebenfalls starkster Einflussfaktor auf ein besonders
beschleunigtes Fortschreiten der Demenz [151]. Auch bei APOE4-Tragern (>65
Jahren) mit verschiedenen ethnischen Urspringen — jedoch ohne PD oder
Demenz — konnte beispielsweise mit dem ,Short Portable Mental Status
Questionnaire® (SPMSQ) nicht nur eine schlechtere kognitive Leistung zu
Beginn der longitudinalen Studie, sondern auch eine bedeutendere
Verschlechterung uber 4 Jahre hinweg festgestellt werden [152]. Da jedoch
meistens mehrere verschiedene Testverfahren fur die kognitive Leistung
verwendet wurden, ist es gut moglich, dass der MMSE-Wert in dieser Arbeit fur
die Erfassung einer progressiven Leistungsminderung verschiedener
Gedachtnisfunktionen nicht ausreichend war.

Interessant im Zusammenhang mit der Entwicklung einer kognitiven Stoérung
scheint auch die bei uns getestete olfaktorische Komponente der LBD.

In unserer Arbeit ergab sich ein signifikant hoherer Sniffin-Wert im Verhaltnis
zur Krankheitsdauer (Siffin-Wert/dd mit MW 11) bei APOE mit dem Genotyp
gded (p=0.042), im Vergleich zu APOE mit Genotypen €4X/XX (Siffin-Wert/dd
mit MWz=Std 3,1+2,73). Allerdings konnte nur ein APOE e4e4-Trager im
Vergleich zu 142 APOE e4X/XX-Tragern in die Analyse mit eingeschlossen
werden, weshalb zunachst weitere Studien mit groReren Kohortenzahlen zur
Reproduzierbarkeit benotigt werden.

Nun existieren zwar keine Studien, welche einen direkten Einfluss des

Genotyps auf die Progression einer olfaktorischen Storung bei PD bestatigen
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oder widerlegen konnten. V. a. in Zusammenhang mit APOE und dessen
offensichtlicher Beeinflussung kognitiver Funktionen scheint hierbei jedoch
folgendes erwahnenswert: Olfaktorische Storungen konnten bei Individuen mit
milder kognitiver Storung, Gedachtnisschwierigkeiten, als auch bei neuro-
degenerativen Storungen wie der AD, der PD, der fronto-temporalen Demenz
und der DLB nachgewiesen werden [153]. Eine Schadigung des olfaktorischen
Sinnessystems, insbesondere die Differenzierung und Identifizierung von
Geruchen, wurde dabei bereits in empirischen und klinischen Studien als
prognostisch fur einen zukunftigen kognitiven Verfall beschrieben [153].

Auch im Hinblick auf das spezifische pathologische Ausbreitungsmuster der
Neuropathologie (,Braak-Staging“) erscheint es plausibel, dass ein progressiver
Verlust der Geruchsfunktion einer kognitiven Stérung (wie beispielsweise auch
bei Vorhandensein von APOE4) voraus geht. Wahrend sich die typische
Neuropathologie der LB in der praklinischen Phase der PD u. a. im anterioren
olfaktorischen Kern befindet, breitet sich die Alpha-Synuklein-Pathologie
anschlie3end progressiv im olfaktorischen System aus. Es wird vermutet, dass
zuerst die peripheren Strukturen betroffen sind, wahrend die komplexeren
kortikalen Strukturen erst in einer spateren Phase, in der die PD klinisch
manifest wird, beeintrachtigt werden [154].

In diesem histopathologischen Zusammenhang konnte au3erdem bereits belegt
werden, dass die olfaktorische Dysfunktion mit dem Genotyp APOE4, dem
Schweregrad der Tau-Pathologie im Gehirn und mit den LB im Kortex und der
Amygdala v. a. in AD, AD/LBD und LBD korreliert [155].

Wenn nun APOE mit entsprechendem Genotyp als Pradispositionsfaktor
vorhanden ist und damit ein hohes Risiko fur die Entwicklung einer
neurodegenerativen Storung mit dementieller Komponente besteht, kann
vermutlich schon frih eine Abnahme der Geruchsidentifizierung beobachtet
werden, bevor Veranderungen in anderen Testverfahren der Demenz-
Diagnostik auftreten [156]. Damit konnte ein Screening des Riechvermogens
derer, welche ein erhohtes Risiko einer Demenzentwicklung mit sich bringen —
wie vermutlich bei APOE4-Tragerstatus — ein zeitnahes Eingreifen in die

Progredienz der Gedachtnisstorungen ermdglichen. Allerdings scheint hierbei
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die Verwendung verschiedener Methoden zur Messung des Riechvermdgens
zu erheblich unterschiedlichen und nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen zu
fuhren [153]. Auch kann die PD meistens erst dann anhand der Klinik
identifiziert werden, wenn der orbito-frontale Kortex betroffen ist. Die klinische
Diagnose der PD ist jedoch schwieriger zu stellen, wenn sich die Pathologie auf
den olfaktorischen Bulbus und Trakt beschrankt [154]. Diese Fehlerquellen
konnten auch eine Erklarung dafur sein, warum in unserer Arbeit nur eine
signifikante Assoziation des APOE e4-Allels mit der Progression, nicht aber
dem Auftreten einer Hyposmie mithilfe des Sniffin-Tests eruiert werden konnte.
Die fruhzeitige Diagnostik einer Hyposmie scheint fur sich bereits grundlegend
erschwert zu sein. Ein stetiger Verlust des Riechvermogens konnte hingegen
moglicherweise eine erleichterte Beurteilung und Dokumentation zulassen.

Somit lasst sich der APOE-Genotyp also durchaus mit den verschiedenen
pathologischen Charakteristika der LBD im olfaktorischen System und damit
einem Verlust der Riechfunktion in Verbindung bringen, was jedoch gegen
unser signifikantes Ergebnis sprechen wurde. Um jedoch genauere Aussagen
diesbezuglich treffen zu kdnnen, wird im Rahmen einer ausreichenden Anzahl
an Probanden die Anwendung einheitlicher Testverfahren zur Erfassung des
Riechvermdgens Uber einen langeren Zeitraum hinweg bendtigt. Denn ebenso
konnen andere Variablen — wie Umwelteinflisse, welche auf das olfaktorische
System wirken — das Ergebnis der Sniffin-Sticks verandern. Diesbezlglich
konnte bereits beobachtet werden, dass junge Erwachsene APOE4-Gentrager,
welche einer hohen Umweltbelastung ausgesetzt waren, A4, in den Neuronen
des Bulbus olfactorius akkumulierten [157]. AulRerdem zeigten sie Marker flur
oxidativen Stress, fur Abnormalitaten der Mitochondrien und Dysfunktionen des
Proteasomen-Systems als Zeichen einer Inflammation — alles dies sind auch
Zellsysteme, welche fur eine PD-Entstehung verantwortlich gemacht werden. In
der genannten Studie aus Mexico City wiesen die Probanden mit APOE €4-Allel
trotz kurzerem Aufenthalt in stark Schadstoff belasteten Gebieten eine
betrachtliche Reduktion der Riechfunktion auf. Dadurch kann von einer

gewissen Pradisposition fur die Entwicklung von Veranderungen im
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olfaktorischen System wund einer Beschleunigung der Symptome bei
entsprechendem APOE-Genotyp ausgegangen werden [157].

Es lasst sich also festhalten, dass bei uns kein Einfluss von APOE auf die
Progression der Motorik oder der Kognition gefunden werden konnte.

Genannte Zusammenhange der klinischen Symptome Hyposmie und Demenz
(Uber o. g. Neuropathologie und Studien plausibel erklarbar) wurden in unserer
Studie nicht untersucht. Ebenso kdonnen wir keine Aussage uber die genaue
zeitliche Abfolge des Auftretens der Symptome treffen. APOE mit Genotyp €4¢4
zeigte in unserer Studie einen signifikanten Einfluss auf ein erhohtes
Erkrankungsrisiko an einer Demenz, jedoch gegenteilig auch auf eine geringere
olfaktorische Komponente in der Progression. Bei der Anzahl von lediglich
einem e4e4-Trager scheint es v. a. nach geschilderten Studien bezuglich der
Zusammenhange von Kognition und Hyposmie wichtig, dieses Ergebnis erneut

zu Uberprufen.

4.1.5 Einfluss der APOE-SNPs auf biochemische Parameter

Hinsichtlich der neurodegenerativen Marker konnten wir keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen den SNPs rs429358 und rs7412 von APOE und h-
Tau, p-Tau, sowie dem Quotienten p-Tau/h-Tau feststellen. In dieser Arbeit war
jedoch APOE4 mit signifikant niedrigeren APi42-Konzentrationen im Liquor
assoziiert. Bei APOE4-Tragern lag der AB1.42-Spiegel im Liquor im Mittel bei
471pg/ml und damit deutlich unter der AB1.42-Konzentration von 663pg/ml bei
Nicht-Tragern des APOE €4-Allels (p=0.0002).

Dies ist vereinbar mit anderen Forschungsergebnissen [158]. In der genannten
Studie — mit allerdings kognitiv gesunden APOE4-tragenden Individuen —
konnte eine lineare Abnahme der ABi.42-Konzentration im Liquor festgestellt
werden. Verstarkt wurde dieser genotypische Einfluss auf die Verminderung der
AB1.42-Konzentration durch ein steigendes Lebensalter. Der grofte Effekt der
beiden Variablen ergab sich zwischen dem 50.-60. Lebensjahr der Probanden
[158]. In unserer Studie wurden die Ergebnisse nach dem Alter der Teilnehmer
korrigiert, wodurch wir keine Aussage bezuglich des altersabhangigen

Einflusses auf die ABi.42-Konzentration machen konnen. Bei der Liquor-
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Untersuchung waren die Probanden der Kontrollgruppe jedoch im Mittel 59
Jahre alt und damit junger als die Probanden der LBD-Gruppe mit im Mittel 68
Jahren. Deshalb kdnnte der Altersfaktor durchaus eine Rolle spielen.

Eine erniedrigte ABi.42-Konzentration im Liquor von Patienten ist als Biomarker
fur die AD gut untersucht. APOE4 soll dabei die Ablagerung und Beseitigung
von AB modulieren und eine Plaque-Formation des Proteins im Gehirngewebe
beglnstigen. Vermutlich fuhrt dieser Niederschlag von AB zu einer
Konzentrationsanderung des Proteins im Liquor [158].

Die LBD gehort jedoch zu den Synukleinopathien mit dem neuropathologischen
Charakteristikum der LB mit Alpha-Synuklein-Einschlissen. Es ist moglich,
dass die genotypische Konstellation des gemeinsamen Pradispositionsfaktors
APOE4 die Entwicklung der LBD so beeinflusst, dass die fur eine AD typischen
Eigenschaften den Krankheitsverlauf dominieren, und dass in diesem Falle der
AB-assoziierte Stoffwechsel als auslosende Pathologie im Vordergrund steht.
Eine Verminderung der AB1.42-Konzentration im Liquor von LBD-Patienten ware
somit durch eine Uberlappende AD-Amyloid-Plaque-Pathologie erklarbar. So
existieren auch Studien, welche eine gegenseitige Beeinflussung der
verschiedenen Pathologien von AR, Tau und Alpha-Synuklein in den
neurodegenerativen Erkrankungen (neben AD auch DLB) und einer
Entwicklung starker kognitiver Defizite beschreiben [159]. Es soll u. a. eine
pathologische AB-Deposition bei PD bzw. LBD mit Demenz zu vermehrten
kortikalen Alpha-Synuklein Lasionen und damit LB fuhren [160].
Zusammenfassend ist es also sehr wahrscheinlich, dass AB in Assoziation mit
der in LBD beschriebenen Pathologie steht und sich damit auch die
Konzentration des Markers AB1.42 — v. a. bei Pradispositionsfaktoren wie APOE
— in LBD-Patienten verandern kann. Damit wurde sich auch unser Ergebnis
einer niedrigeren AB1.42-Konzentration im Liquor bei APOE4-Tragern in diese
Datenlage einreihnen. Auch in Betrachtung der bei uns gefundenen
Zusammenhange mit dem Erkrankungsrisiko fur eine Demenz, dem MMSE-
Status und nun der Konzentration des biochemischen Markers AB1.42 im Liquor,
zeigt sich eine Tendenz von APOE — meist mit e4e4-Genotyp — fur eine

kognitive Komponente der Erkrankung.
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Moglicherweise konnten dann in Assoziation zur Hyposmie tatsachlich
Testverfahren der olfaktorischen Funktion fur eine Fruherkennung einer
beginnenden kognitiven Einschrankung — v. a. auch bei APOE4-Tragern —
verwendet werden. Der biochemische Parameter ABi42 konnte dabei als

Unterstltzung heran gezogen werden.

4.2 STK39

4.2.1 Einfluss des STK39-SNPs auf Erkrankungsrisiko fiir LBD oder
bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD

In der vorliegenden Studie konnte fur das SNP rs4668049 von STK39 kein

Einfluss auf das Erkrankungsrisiko an LBD eruiert werden.

Der fehlende Einfluss auf das Erkrankungsrisiko fur PD ergab sich ebenfalls in

einer chinesischen Studie, jedoch bei Testung eines anderen STK39-SNP

[161].

Im Gegensatz dazu konnten in anderen Studien verschiedenster Populationen

SNPs der STK39-Region als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer PD

gefunden werden [84-88]. Allerdings handelte es sich dabei ebenfalls nicht um

den in unserer Studie verwendeten SNP, wodurch unsere fehlende Assoziation

erklart werden konnte.

In unserer Studie konnte auferdem kein Zusammenhang zwischen dem

STK39-SNP und bestimmten motorischen Subtypen der PD gefunden werden.

Die momentane Datenlage ist diesbezluglich noch nicht ausreichend um

vergleichbare Ergebnisse diskutieren zu kdnnen.

Ebenfalls keinen Zusammenhang fanden wir zwischen dem SNP von STK39

und dem Erkrankungsrisiko an Demenz. Ahnlich wie bei PD allgemein, fehlt fur

genauere Aussagen hierzu noch eine ausfuhrliche Studienlage.

Allgemein scheint in unserer Arbeit somit das untersuchte STK39-SNP weder

mit den Erkrankungsrisiken fur Parkinsonismus und den motorischen Subtypen

der PD, noch mit der kognitiven Domane der Erkrankung — der Demenz —

assoziiert zu sein. Auch wenn Studien bereits gegenteilige Ergebnisse

gefunden haben, muss nicht jeder SNP der Region um STK39 ahnliche

Funktionen ausuben, oder als hauptsachlich beeinflussender Faktor agieren.
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Ob gegenseitige Einflusse zwischen den SNPs stattfinden, oder nur bestimmte
Risiko-SNPs von STK39 Auswirkungen haben, bleibt in weiteren Nach-

forschungen zu untersuchen.

4.2.2 Einfluss des STK39-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und
Beginn der Demenz sowie deren Zeitspanne
Fir den Genotyp AA des STK39-SNPs konnte eine Tendenz fur den Einfluss
auf den Erkrankungsbeginn des Parkinsonismus in der vorliegenden PDD-
Gruppe gefunden werden. Bei Vorhandensein des Genotyps AA zeigte sich ein
im Mittel hdheres Erkrankungsalter von 71 Jahren (N=5) im Vergleich zu den
Genotypen AC/CC mit 64 Jahren (N=66). Ob der Tragerstatus AA wirklich zu
einem eher spateren Erkrankungsbeginn des Parkinsonismus fuhren kann, und
ob dies v. a. auch mit einer begleitenden kognitiven Komponente der
Erkrankung wie bei PDD zusammenhangt, muss in weiteren Studien mit
groReren Kohortenzahlen zunachst reevaluiert werden, um weitere Aussagen
treffen zu kdnnen.
Es ergab sich in dieser Arbeit kein Anhalt fir einen Zusammenhang des
STK39-SNP und dem Beginn einer Demenz. Diesbezuglich ist die Datenlage
noch nicht ausreichend.
Ein signifikanter Zusammenhang, sowie Tendenzen fur einen Zusammenhang
zeigten sich in unserer Arbeit zwischen den Genotypen AA und AC von STK39
und der Zeitspanne zwischen Beginn von Parkinsonismus und Beginn der
Demenz in der PDD- und Demenzgruppe. Dabei fuhrte das Vorhandensein des
Risikoallels A jedoch zu einer Verlangerung der Zeitspanne auf im Mittel 9
Jahre im Gegensatz zu 5 Jahren bei Genotyp CC ohne Risikoallel A (p=0.012).
Dies wiurde bedeuten, dass bei Risikoallel-Tragern von STK39 zwar
moglicherweise eine Pradisposition zur PD besteht, die Entwicklung einer
zusatzlichen kognitiven Symptomatik dadurch jedoch verzogert wird. Passend
hierzu konnten wir Trends fur einen Zusammenhang nur in der PDD-Gruppe
und ein signifikantes Ergebnis in der Demenzgruppe, nicht aber in der DLB-
Gruppe eruieren. Die Demenzgruppe zeigte allerdings auch entsprechend die

hochste Probandenzahl.
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Zusammenfassend erscheinen unsere Ergebnisse sehr interessant, da das
Risikoallel A von STK39 bei entsprechendem Genotyp einerseits zu einem
spateren Beginn des Parkinsonismus fuhren wirde und andererseits auch die
dementielle Komponente, beziehungsweise Progression der PD, positiv
beeinflussen wirde. Um jedoch genauere Aussagen uUber die o. g. zeitlichen
Aspekte der LBD in Bezug zu Varianten von STK39 treffen zu kdnnen, werden

weitere Studien bendtigt.

4.2.3 Einfluss des STK39-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter

In dieser Arbeit ergab sich kein Anhalt fur einen Zusammenhang zwischen den
Genotypen des STK39-SNPs und motorischen Symptomen der LBD.

Auch keine Assoziation ergab sich zwischen dem SNP rs4668049 von STK39
und kognitiven Symptomen einer LBD. Die momentane Datenlage bietet keine
Anhaltspunkte fur vereinbare oder widerlegende Ergebnisse bezuglich Motorik
und Kognition.

Innerhalb der LBD-Gruppe ergab sich ein Trend fur ein vermehrtes Auftreten
einer Hyposmie bei Genotyp AA von STK39 im Gegensatz zu Tragern der
Genotypen AC und CC.

Es gibt unseres Wissens zwar keine Studien, die diesen direkten Zusammen-
hang bei LBD bestatigen kdonnten, jedoch scheint STK39/SPAK eine Rolle im
olfaktorischen System zu spielen: Der Na'/K'/2CI-Co-Transporter (NKCC1)
wird in der Ziliarmembran olfaktorischer neuronaler Rezeptoren exprimiert und
ist an der Entstehung eines Chlorid-Stroms Uber die Membran, und somit einer
Potenzialentstehung beteiligt. Die Aktivitat dieses Co-Transporters ist u. a.
abhangig von der SPAK [162]. Diese Beteiligung der SPAK zeigt, dass eine
Beeinflussung dieser Kinase, und damit auch deren Funktion in der lonen-
Homodostase, eventuell zu Veranderungen des Geruchssinnes fuhren kdnnte.
Diese Hypothese konnte in weiteren Studien verfolgt werden, um genauere
Aussagen zu STK39 und deren Beeinflussung von Symptomen ermoglichen zu
konnen. Die Datenlage bezuglich STK39 und verschiedenen Faktoren der LBD

scheint momentan fur weitere Diskussionen noch zu gering zu sein.
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4.2.4 Einfluss des STK39-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
In dieser Arbeit zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Genotypen AA und AC von STK39 und einer Progression der motorischen
Symptomatik, gemessen anhand des Punktwertes des UPDRS-III-Score
(p=0.013). Bei Vorhandensein des Risikoallels A wies der UPDRS-III-Score (im
Verhaltnis zur Erkrankungsdauer betrachtet) signifikant niedrigere Werte auf,

als bei Vorhandensein des Genotyps CC ohne Risikoallel A. Dies wurde
bedeuten, dass sich das Risikoallel A protektiv auf die Entwicklung der
motorischen Symptomatik auswirken wirde, womit ein positiver Einfluss auf die
motorische Progression der Erkrankung resultiert.

In der verfugbaren Literatur fanden sich keine Studien, welche &ahnliche
Assoziationen von STK39 und der Progression motorischer Symptome in
verschiedenen Gruppen der LBD analysiert haben.

Einen Zusammenhang der SPAK mit der Aktivitdt des Bewegungsapparates
allgemein zeigt jedoch eine Studie von Geng et al. [163]. Dort wiesen SPAK-
Knockout-Mause eine verminderte lokomotorische Aktivitat auf. Da Muskelkraft,
Propriozeption und Balance unbeeintrachtigt waren und als Ursache dieser
Symptome ausgeschlossen werden konnten, schien es moglich, dass das
SPAK-Defizit das ZNS involviert. Als mogliches Ziel von SPAK im ZNS ergab
sich hier wiederrum ein lonen-Co-Transporter (K*/CI-Co-Transporter; KCC2),
welcher die GABA vermittelte Hyperpolarisation unterstutzt.

Bei ubiquitarem Vorkommen der SPAK [82], dessen Beeinflussung
verschiedener lonen-Transporter und damit der Entstehung von Membran-
potenzialen, erscheint es in Zusammenhang mit der Entdeckung als
Risikofaktor fur PD durchaus moglich, dass die unterschiedlichen Systeme (wie
bei uns die motorische Progression und die Hyposmie) bei LBD durch STK39-
SNPs beeinflusst werden konnen.

Allerdings konnten wir fur die Progression der anderen betrachteten klinischen
Parameter der LBD — Kognition und Hyposmie — wiederrum keine Assoziation
zum STK39-SNP feststellen.

Ob nun das eigentliche Risikoallel A von STK39 protektiv gegenlber der

Entwicklung verschiedener Symptome und deren Progression wirkt, und um
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zusammenfassend tatsachliche spezielle klinische Assoziationen diskutieren zu

konnen, bedarf es sicher weiterer Studien an LBD-Patienten.

4.2.5 Einfluss des STK39-SNPs auf biochemische Parameter

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang fur das SNP
rs4668049 des STK39-Gens und neurodegenerativen Markern im Liquor wie p-
Tau, h-Tau, dessen Quotient oder AB+.42 festgestellt werden.

Dies ist mit den oben diskutierten Ergebnissen einer nicht einheitlichen
Assoziation zu LBD, je nach untersuchtem SNP, gut vereinbar und spricht

gegen einen relevanten Einfluss von STK39 auf die ApR-Pathologie bei LBD.

4.3 HLA
4.3.1 Einfluss des HLA-SNPs auf Erkrankungsrisiko fur LBD oder
bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD
Wir konnten in dieser Arbeit keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem SNP rs3129882 von HLA und dem Erkrankungsrisiko fur LBD finden.
Andere Studien sind mit unserem Ergebnis vereinbar, da sie den betrachteten
SNP der HLA-DRA Region ebenfalls nicht als Risikovariante fur PD replizieren
konnten [86, 164, 165]. In PD Fall-Kontroll-Studien in den Vereinigten Staaten
von Amerika, Irland und Polen [166] zeigte sich bei homozygoten Tragern des
eigentlich postulierten Risikoallels G des HLA-SNP rs3129882 sogar ein
erniedrigtes Risiko fur eine PD. Auch in chinesischen und taiwanesischen
Studien konnte keine Assoziation zwischen diesem HLA-SNP und PD
hergestellt werden [167-169].
Im Rahmen einer GWAS [93] wird im Gegensatz dazu das HLA-SNP
rs3129882, beziehungsweise dessen Minor-Allel G, als Risikofaktor fur die PD,
v. a. bei Individuen europaischen Ursprungs beschrieben [89]. Auch andere
Studien konnten dieses Ergebnis fur HLA als Risiko-Variante von PD bestatigen
[94, 95], wenn auch teils andere Regionen von HLA, wie u. a. Allele von HLA-
DRB1 oder HLA-DRBS5 und nicht der von uns untersuchte SNP eine Assoziation
zeigten [84, 90, 92, 96].
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse wurden bereits von Hamza et al. [93]
vermutet, der aufgrund einer variablen Allel-Frequenz davon ausging, dass der
ethnische oder geographische Ursprung einer Population einen bedeutenden
Einfluss fur HLA als Risikofaktor der PD hat. Auerdem soll ein weiterer Grund
fur diese gegenteiligen Ergebnisse im Unterschied der Regionen von HLA
liegen. HLA-DRA und HLA-DRB sind eng miteinander verknupft und kodieren
fur Proteinketten, welche die Antigene der Klasse Il bilden. Die polymorphen
.Klassischen® HLA-DRB-Loki kodieren dabei fur eine Vielfalt von variablen
Proteinen fur die Antigen-Erkennung und stehen in Zusammenhang mit
verschiedenen HLA-assoziierten Erkrankungen. HLA-DRA hingegen ist
weitgehend monomorph und deshalb auch normalerweise nicht flr
Erkrankungs-Assoziationen untersucht [93, 95]. Dementsprechend konnte sich
das signifikante Ergebnis zu dem SNP rs3129882 der HLA-DRA Region
folgendermalden erklaren lassen [93]: PD soll mit einem klassisch polymorphen
HLA-Antigen assoziiert sein. Das SNP rs3129882 gehort dabei allerdings
vermutlich zu bestimmten Chromosomenabschnitten, den sogenannten
expression quantitative trait loci (eQTL), welche die Gen-Expression
beeinflussen konnen. Dadurch fungiert rs3129882 als eine regulatorische
Variante, welche nachweislich mit der Expression von u. a. HLA-DRBS5
signifikant korreliert [93, 96]. Somit kdnnte letztendlich auch die Pradisposition
fur PD durch diesen SNP beeinflusst werden.

Auch bezuglich der einleitend erwahnten Rolle des Immunsystems erscheint es
wahrscheinlich, dass HLA in Kombination mit Neuroinflammation und
Neurodegeneration eine Rolle bei der PD spielt. Denn aktivierte, HLA-DR
positive Mikrogliazellen konnten u. a. lokalisiert in der SN von PD-Patienten
festgestellt werden [93, 97, 165, 166, 170]. Die Rolle der Entzindungsreaktion
und aktivierten Mikrogliazellen in der Pathogenese der PD — u. a. auch in
Beteiligung der Alpha-Synuklein-Pathologie [171, 172] — ist Bestandteil weiterer
Studien und wird durch stetig neue Erkenntnisse erweitert. Dass LB die Immun-
antwort mit vermehrt aktivierten Gliazellen direkt provozieren, konnte jedoch

noch nicht sicher bewiesen werden [173].
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In unserer Arbeit ergab sich kein Zusammenhang zwischen dem HLA-SNP und
bestimmten motorischen Subtypen der PD. Diesbezuglich muss die Datenlage
noch erweitert werden.

Wir konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem HLA-SNP und
dem Erkrankungsrisiko fur die Demenz finden.

Diesbezuglich fehlen leider noch ahnliche Beobachtungen. Die diffuse
Verteilung von MHC Klasse-ll-positiven Mikroglia im Hippocampus von PD-
Patienten — sowie speziell auch DLB-Patienten — konnte jedoch auch hier fur
funktionelle Veranderungen der Neurone verantwortlich und damit auch Hinweis
fur die Entstehung kognitiver Defizite bei PD sein [174]. Ob gerade die
Tragerschaft des hier untersuchten HLA-SNPs dafur jedoch pradisponierend ist,
muss nach Erweiterung der momentanen Datenlage reevaluiert werden.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in dem grol3en, komplexen
Prozess der neuronalen Inflammation vermutlich sehr viele Faktoren
gegenseitig beeinflussen. Ob die Immunreaktion der Mikrogliazellen nun Folge
oder Ursache fur verschiedene neurodegenerative Erkrankungen darstellt [172]
ist in einem chronisch entzindlichen Zyklus durchaus schwieriger zu eruieren.
U. a. gibt es Theorien, dass der fortschreitende Verlust von Neuronen (und
damit auch deren verminderte Kontrolle Uber die Immunuberwachung des ZNS)
in einer verstarkten Immunantwort resultiert [175]. Durch diese entzindliche
Reaktion mit MHC ll-reaktiven Mikrogliazellen und begleitender Neuro-
degeneration wird wiederum oxidativer Stress in vulnerablen Regionen induziert
[170] und fuhrt zu einem sich selbst unterhaltenden Kreislauf und einer weiteren
Progression der Erkrankung. Die Bedeutung eines bestimmten Genotyps von
HLA wurde dann beispielsweise im Zusammenhang der bei PD beobachteten
hochregulierten Expression von u. a. HLA-DR [170] zum Tragen kommen. Die
Entdeckung, dass durch regelmaligen Konsum entzindungshemmender
Medikamente (non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) die Inzidenz der
PD reduziert werden konnte [89], muss durch gegenteilige Ergebnisse [166],
wiederum in Frage gestellt und weiter abgeklart werden.

Es ist durchaus moglich, dass das HLA-DRA-SNP rs3129882 im Sinne des

Kopplungsungleichgewichtes (LD) mit anderen Allelen der komplexen HLA-
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Region interagiert [166], bzw. wie 0. g. als eQTL Einfluss auf die Expression
anderer, mit PD-assoziierter Gene nimmt. Dadurch wird es umfangreicher, die
einzelnen Lokationen und SNPs zu bestimmen, welche tatsachlich in manchen
Populationen das Risiko fur eine LBD, motorische Subtypen bzw. Demenz
direkt oder indirekt beeinflussen. Daraus lassen sich unterschiedliche Studien-
Ergebnisse auch plausibel erklaren und bieten Anlass fur weitere

Nachforschungen.

4.3.2 Einfluss des HLA-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und Beginn
der Demenz sowie deren Zeitspanne

Eine Tendenz fur einen Zusammenhang zeigte sich zwischen dem Genotyp GG
von HLA und dem Erkrankungsbeginn des Parkinsonismus in der DLB-Gruppe.
Trager des Genotyps GG zeigten im Mittel ein jungeres Erkrankungsalter von
56 Jahren (N=2) im Vergleich zu Tragern der Genotypen GA und AA mit 71
Jahren (N=5).

Fir denselben SNP rs3129882 des HLA-Gens konnten andere Studien
ebenfalls einen Einfluss auf den Beginn der Erkrankung, jedoch gegensatzlich
ein spateres Erkrankungsalter der PD (LOPD) u. a. bei Amerikanern
europaischer Abstammung, sowie bei einer chinesischen Han-Population
nachweisen [89, 93, 176]. Da auch festgestellt werden konnte, dass
Mikrogliazellen alterer Ratten eher dazu neigen zu proliferieren und MHC |l zu
exprimieren [173], scheint eine alters-abhangige Entwicklung dieses Prozesses
wahrscheinlich und ware eher vereinbar mit einer Assoziation zu einem
spateren Erkrankungsbeginn von Parkinsonismus.

Da der bei uns gefundene Trend nur bei einer sehr geringen Probandenzahl in
der DLB-Gruppe nachweisbar war, konnte dieses unterschiedliche Ergebnis
erklart werden. AufRerdem ist es durchaus denkbar, dass die verschiedenen
Untergruppen der LBD — wie hier insbesondere die DLB-Gruppe — auch
differente Auswirkungen v. a. auf die zeitlichen Komponenten der Erkrankung
haben. In Kohorten mit einer groReren Anzahl an Probanden scheint es also

durchaus interessant, ob unser Ergebnis reproduzierbar ware.
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Es ergab sich in unserer Arbeit ebenfalls ein Trend fur einen Zusammenhang
zwischen dem Genotyp GG von HLA und dem Erkrankungsbeginn der Demenz
in der DLB-Gruppe. Trager des Genotyps GG waren mit 56 Jahren im Mittel
junger zum Zeitpunkt der Erkrankung an Demenz (N=2), im Vergleich zu
Tragern der Genotypen GA und AA mit 71 Jahren (N=5). Explizit diese
Fragestellung betreffend werden weitere Daten bendtigt, um den Einfluss von
HLA auf den Beginn einer Demenz weiter abklaren zu konnen.

In unserer Studie zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem betrachteten
HLA-SNP und der Zeitspanne zwischen Auftreten von Parkinsonismus und dem
Beginn der Demenz. In einer post-mortem Analyse der SN von PD-Patienten
konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die HLA-DR Expression der
Mikrogliazellen zwar positiv mit der Alpha-Synuklein-Deposition, aber nicht mit
dem klinischen Schweregrad der Erkrankung oder deren Progression korrelierte
[170].

Zusammenfassend bleibt es also fraglich, ob die zeitliche Komponente
bezuglich Parkinsonismus und Demenz in LBD durch HLA beeinflusst wird.
Man konnte vermuten, dass im Rahmen funktioneller Veranderungen und der
neuronalen Entzindungsreaktion v. a. ein zeitlicher Einfluss mit zunehmender
Beteiligung kognitiv wichtiger Zentren durch HLA besteht. Die verstarkte
Entzindungsreaktion konnte somit modulierend auf den Entwicklungsprozess
und damit den Beginn des Parkinsonismus oder einer Demenz einwirken. Denn
wenn Gene, welche mit Immunantwort und EntzUndungsreaktion assoziiert
sind, im Verlauf des normalen kognitiven Alterungsprozesses aktiviert werden,
konnte dies zu einer Neuroinfammation fuhren, welche fordernd auf
neurodegenerative Kaskaden und kognitive Defizite wirkt [177]. Dabei bedarf es
wahrscheinlich der Uberschreitung einer gewissen Grenze bis sich die
Erkrankung manifestiert, wobei Proteinablagerungen (wie z. B. AB) und
bestimmte Gene einen zusammenspielenden schadlichen Effekt ausuben [177].
Bezogen auf LBD ware es dann ebenfalls nur eine Frage der Zeit, wann es
durch verschiedene beeinflussende Faktoren — wie veranderter Expression von
HLA, Ablagerungen von AR und Alpha-Synuklein — zur Uberschie3enden

Aktivierung der Immunantwort mit vermehrtem Einsatz von MHC Il-positiven
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Mikrogliazellen und potenzierter chronischer Entzindungsreaktion mit
Untergang von Neuronen und damit einer Manifestation des Parkinsonismus
oder einer begleitenden Demenz kommt.

Aufgrund dieser Hypothesen mussen weitere Studien folgen, um die
Auswirkungen von HLA auf den Beginn des Parkinsonismus und der Demenz,
sowie der Zeitspanne bis zur Entwicklung einer Demenz eindeutiger betrachten

zu kbnnen.

4.3.3 Einfluss des HLA-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter

In der vorliegenden Studie konnte kein Einfluss des HLA-SNP rs3129882 auf
das Auftreten klinischer Parameter, die Motorik, Kognition und Hyposmie der
LBD betreffend, gefunden werden.

Eine Studie, welche unsere Ergebnisse unterstitzen konnte, jedoch nicht direkt
einen Zusammenhang zwischen HLA-Region und klinischen PD-Symptomen
untersucht hat, stammt von Croisier et al. [173] mit folgenden Erkenntnissen:
Dort wurde vermutet, dass PD-Falle mit vermehrter Ablagerung von Alpha-
Synuklein auch eine erhdohte Anzahl an MHC Il-reaktiven Mikrogliazellen
aufweist. Wie genau diese Beobachtungen miteinander verknupft sind und ob
der Verlust an Neuronen (assoziiert mit PD) tatsachlich mit dem Vorhandensein
von Mikrogliazellen in Verbindung steht, ist nicht ausreichend geklart und in der
Literatur teils widersprichlich. Wenn aktivierte Mikrogliazellen jedoch eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der PD spielen, konnte somit auch eine
Assoziation zu klinischen Symptomen bestehen. Von Croisier et al. [173] konnte
aber keine Korrelation zwischen der Expression von MHC lI-Antigenen durch
Mikroglia in der SN und der Schwere klinischer Subtypen oder Symptome der
PD hergestellt werden.

Um diesbezlglich eindeutigere Aussagen zur HLA-Region treffen zu kdnnen,
musste die momentane Datenlage mit entsprechenden Studien erweitert

werden.
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4.3.4 Einfluss des HLA-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
FUr das HLA-SNP rs3129882 konnte keine Assoziation zur Progression der
betrachteten klinischen Parameter (Motorik, Kognition, Hyposmie) der LBD
hergestellt werden.

Wie bereits 0. g. betrachtet Croisier et al. [173] eine Assoziation zwischen der
mikroglialen MHC II-Expression und dem Verlauf der Erkrankung als kritisch,
nimmt jedoch an, dass eine funktionelle Bedeutung dieser aktivierten Mikroglia
in der Progression der PD besteht. Aussagen diesbezuglich sind jedoch
vorsichtig zu treffen. Es bedarf hier ebenfalls weiterer Studien, um etwaige
Beteiligungen bestatigen oder widerlegen zu konnen. Oft genannte
Assoziationen von PD mit Alpha-Synuklein-Deposition und mikroglialer MHC II-
Expression wuirden in diesem Prozess einer sich selbst unterhaltenden

Entzindung jedoch eher eine gewisse Progression vermuten lassen.

4.3.5 Einfluss des HLA-SNPs auf biochemische Parameter

In dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen dem HLA-SNP
rs3129882 und den biochemischen Markern p-Tau und h-Tau im Liquor, sowie
dessen Quotient hergestellt werden. Es zeigte sich jedoch ein Trend fur einen
Zusammenhang zwischen den Genotypen GG und GA des SNP rs3129882 von
HLA und der Konzentration von ABi42 im Liquor. Bei Vorhandensein des
Risikoallels G lag der AB142-Spiegel im Liquor im Mittel bei 620pg/ml (N=71)
und damit unter der AB1.42-Konzentration von im Mittel 717pg/ml bei Genotyp
AA (N=26) ohne Risikoallel G. Vergleichbare Studien liegen unseres Wissens
dazu nicht vor. In Betrachtung des o. g. Prozesses der aktivierten Gliazellen
und dessen vermuteter Assoziation zur Pathogenese der PD kann auch hier
wieder folgende Feststellung genannt werden: Es erscheint moglich, dass
bestimmte MHC II-Molekile (oder deren Kombination untereinander) die
humorale und zellulare Immunantwort gegen AB1.42 beeinflussen [178]. Bei AD
konnte bereits ein morphologischer Zusammenhang zwischen MHC ll-positiven
Mikroglia und den senilen AB-Plaques nachgewiesen werden: Die Gliazellen
hauften sich, vermutlich als Folge der Amyloid-Ablagerungen, im Bereich

kompakter AB-Plaques an [179, 180]. Eine weitere Beobachtung (zusatzlich
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altersabhangig), zeigte bei Hemmung aktivierter Gliazellen eine aufgehobene
Toxizitat von AB (in fibrillarer Form) [181].

Diese Zusammenhange lassen eine Assoziation von HLA (und damit den MHC
lI-tragenden reaktiven Mikrogliazellen) und einer AB-Pathologie vermuten und
legen nahe, dass diese nicht nur bei AD, sondern auch im Zusammenhang
anderer neurodegenerativer Storungen mit ahnlichen pathologischen
Charakteristika (wie der LBD) zu finden ist. Die Pathologie und Toxizitat von AR
konnte dadurch maoglicherweise letztendlich auch in Verbindung mit der AB1.42-

Konzentration im Liquor stehen.

4.4 BIP
4.4.1 Einfluss des BIP-SNPs auf Erkrankungsrisiko fiir LBD oder
bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD
In unserer Arbeit wiesen die LBD-Patienten signifikant niedriger das Risikoallel
A des BIP-SNPs mit den Genotypen AA und AG (14,3 %) auf, als die
entsprechende Kontroll-Gruppe (29,4%) (p=0.017). Inwiefern dieser Effekt des
Risikoallels A von BIP einzuordnen ist, bleibt fur zukinftige Untersuchungen
offen.
Die Literatur bietet v. a. folgend genannte Studien, welche einen Zusammen-
hang des Hsp70 Chaperons BiP als Regulator in LBD relevanten, neuro-
pathologischen Prozessen wie dem ER- und Mitochondrien-UPR-Weg der
Proteindegradation nachweisen konnten. Diese wurden BIP eher als
Risikovariante fur LBD vermuten lassen und sollen aufgrund dessen zum
Interesse weiterer Nachforschungen kurz erwahnt werden: So wird
beispielswiese bezuglich familiarer Falle neurodegenerativer Erkrankungen
Uber  Mutationen  berichtet, welche die  Regulator-Proteine  der
Proteindegradation (wozu nach bereits geschilderten Erkenntnissen auch BiP
gehort) beeinflussen und damit wiederum in Verbindung mit der Inzidenz dieser
Erkrankungen gebracht werden konnten [182]. Interessant dabei erscheint,
dass BiP in PD-Modellen mit einer Alpha-Synuklein Uberexpression direkt an

Alpha-Synuklein bindet [182]. Dies zeigt eine Interaktion dieser beiden Proteine
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und wuirde eine Beteiligung von BI/P-Mutationen an einer LB-Entstehung
unterstutzen.

In einer anderen Studie [183] konnte eine verminderte Expression von BiP bei
LBD zwar im Zusammenhang mit Mutationen im GBA-Gen (kodiert fur die
Glucozerebrosidase) und nicht durch eine Mutation im flur das BiP-Protein
kodierenden Gen BIP gefunden werden. Dies scheint aber auch fur unsere
Erkenntnisse interessant, da eine verminderte Expression von BiP bei LBD
vermutlich ein haufiges Phanomen ist [183]. Andererseits scheint laut anderen
Untersuchungen BiP, ebenso wie andere Signalmolekule des ER-UPR, in
anderen PD-Modellen erhoht zu sein [182]. Dies wirft die Frage auf, in welchem
Zusammenhang nun eine verminderte oder vermehrte Expression von BiP
steht, was Ursache und was Wirkung der Erkrankung an LBD darstellt. Der
UPR-Signalweg ist offensichtlich am Prozess der Neurodegeneration beteiligt,
wobei unklar bleibt, ob es durch dessen Beteiligung zur Induktion der Apoptose
von Neuronen kommt oder dessen vermehrte Aktivitat dem Versuch einer
Gegenregulation, und somit dem Uberleben der neuronalen Zellen zu Gute
kommen soll [182].

Nun koénnen Uberlegungen folgen, in denen eine Mutation im BIP-Gen
beispielsweise ebenfalls zu einer verminderten Expression von BiP fluhrt. In
diesem Fall konnten etwaige Moglichkeiten zur Gegenregulation von
fehlgefalteten Protein-Aggregationen nicht mehr suffizient durchgefuhrt werden,
und wurden somit das Risiko fur eine LBD erhéhen [183]. Dem zu Folge konnte
die erhdhte Expression des ER-Chaperon BiP in anderen PD-Modellen
Ausdruck einer Reaktion der Zellen auf die Entwicklung von ER-Stress und
mitochondrialer Dysfunktion sein, beispielsweise ausgelost durch eine Alpha-
Synuklein-Uberexpression [184]. Denn speziell Neurone bedirfen einer
geregelten Protektion und Aufrechterhaltung ihrer Integritat, wodurch die
Bedeutung der Chaperone (wie BiP) zu tragen kommt [185].

Am Beispiel von Drosophila konnte beispielsweise bereits gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von Hsp70 (zu deren Familie BiP gehort) einen
dopaminergen Neuronenverlust — hervorgerufen durch vermehrt anfallendes

Alpha-Synuklein — verhindern kann. Eine Reduktion der Chaperone fuhrte
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umgekehrt zu einer verstarkten Alpha-Synuklein-Toxizitat [185]. Die
Erkenntnisse deuten also darauf hin, dass BiP vor neuronalem Zelltod schitzen
kann [186]. Es gibt bereits neue Therapieansatze, um die vermutete neuro-
protektive Wirkung von BiP zu unterstutzen und eine Elevation von endogenem
BiP/GRP78 zu erreichen [105, 187]. Eine Induktion von BIiP, einem
entscheidenden Glied in der Kette der Stressbewaltigungsmechanismen einer
Zelle, konnte damit eine neuronale Schadigung verhindern [104].

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Einfluss des SNP rs430397 von BIP
auf das Erkrankungsrisiko an bestimmten motorischen Subtypen der LBD
gefunden werden. Diesbezlglich werden weitere Studien bendtigt, die ahnliche
Assoziationen betrachten und erforschen.

Ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zeigte sich in unserer Arbeit
zwischen dem BIP-SNP und dem Erkrankungsrisiko fur eine Demenz.

Die bereits oben beschriebene Assoziation von Parkinsonismus und GBA-
Mutationen berichtet jedoch, dass v. a. diese PD-Falle mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit kognitiver Einschrankungen und Demenz (im Rahmen der
LBD dann Uberwiegend auch mit DLB) vergesellschaftet sind [183]. Da im
Pathomechanismus dieser GBA-Mutation BiP wahrscheinlich eine Rolle spielt,
konnte dies im Ruckschluss einen Zusammenhang mit dem Erkrankungsrisiko
fur Demenz herstellen.

Bei der AD existieren dhnliche Uberlegungen beziiglich der UPR-Pathologie wie
oben bei der BiP-assoziierten LBD beschrieben. Es wurde festgestellt, dass
eine Aggregation von AB im ER ebenfalls zur Erhéhung von UPR-Komponenten
— wie u. a. BiP — fuhrt. Dieses bindet hier APP (Amyloid precursor protein) und
limitiert dadurch die Produktion des toxischen AB. Ein vermindertes BiP, wie
z. B. bei Mutationen, welche mit familiarer AD assoziiert sind, wurde somit den
Uberschuss und eine vermehrte Toxizitat durch AR erklaren, wodurch die
Neurone sensitiver gegenuber ER-Stress reagieren und zur Apoptose neigen
[182]. BiP ist Uber seine Funktion im Protein-Degradierungssystem somit
anscheinend nicht nur bei der Akkumulation von Alpha-Synuklein involviert,
sondern reduziert auch die Bildung von AB4o 42 [188]. Da laut Petrou et al. [189]

eine AB-Ablagerung auch zu Demenz in PD fuhrt, kann in diesem Zusammen-
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hang ebenfalls angenommen werden, dass fur BiP eine Assoziation zu
kognitiver Beeintrachtigung besteht.

Zusammenfassend wéare es nach diesen Uberlegungen durchaus plausibel,
wenn BIP — entgegen unseres Ergebnisses — eine Risikovariante fur die
Entwicklung einer LBD darstellt. Auch hinsichtlich dessen klinischer
Auspragung und einer Demenz bleibt es interessant, ob sich diese
Vermutungen in anderen Studien bestatigen oder widerlegen lassen. Durch teils
gegensatzliche Feststellungen Uber verminderte oder vermehrte Expression
von BiP bei Modellen mit LBD oder PD erscheint es momentan noch schwierig,
eine klare Aussage Uber dessen Einfluss treffen zu konnen. Deshalb werden
weiterhin Studien bendtigt, um BIP eindeutig als Risikofaktor fur den
Parkinsonismus, oder eben als protektive Variante in Zusammenhang einer

Induktion von BiP/GRP78 bezeichnen zu konnen.

4.4.2 Einfluss des BIP-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und Beginn
der Demenz sowie deren Zeitspanne

In unserer Arbeit gab es keinen Anhalt fur einen Zusammenhang zwischen den
Genotypen des in der BIP-Region enthaltenen SNP rs430397 und dem Beginn
des Parkinsonismus.

Studien, welche vergleichbare Ergebnisse erzielen konnten, werden noch
bendtigt. Wie im Falle des Erkrankungsrisikos, konnte hierzu bei Betrachtung
von GBA-Mutationstragern mit verminderter Expression von BiP, eine
Assoziation zu einer frUhen Verlaufsform von PD ermittelt werden [183].
Inwiefern die Beteiligung von BiP hier Einwirkungen auf den Erkrankungsbeginn
hat ist jedoch unklar.

In unserer Arbeit konnte auRerdem weder fur den Beginn der Demenz noch fur
die Zeitspanne zwischen Auftreten von Parkinsonismus und Beginn der
Demenz eine signifikante Assoziation zu dem BIP-SNP gefunden werden. Auch
dadurch bleibt ein zeitlicher Einfluss von BIP fraglich, wobei in der verfugbaren

Literatur dazu keine weitere Meinung eingeholt werden konnte.
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4.4.3 Einfluss des BIP-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter

Wir konnten in dieser Arbeit einen signifikant niedrigeren Wert von im Mittel 22
Punkten im UPDRS-III-Score fur die Genotypen AA und AG des Risiko-SNPs
rs430397 von BIP ermitteln (p=0.049). Im Gegensatz dazu ergab der UPDRS-
[lI-Score bei Fehlen des Risikoallels A (Genotyp GG) von BIP einen Wert von
im Mittel 26 Punkten, was einer schlechteren motorischen Leistung entspricht.
Dies wurde bedeuten, dass das Risikoallel A des BIP-SNP eher protektiv
gegenuber der motorischen Auspragung bei LBD agieren wurde.

Den UPDRS-III-Score betreffend, muss in folgenden Studien zunachst weiter
abgeklart werden, ob die Regulierung der Proteindegradation und damit auch
eine modifizierte Expression von BiP, mit dem Auftreten bzw. der Protektion
gegenuber motorischen Symptomen verstarkt assoziiert ist.

Ein signifikanter Einfluss des BIP-SNPs auf eine kognitive Komponente der
LBD konnte in dieser Arbeit nicht eruiert werden. Auch hier fehlen vergleichbare
Studien um mehr Informationen Uber diesen Zusammenhang diskutieren zu
konnen.

Die Hyposmie betreffend konnte wiederum eine Tendenz fur einen
Zusammenhang mit den Genotypen AA und AG des BIP-SNP gefunden
werden. Bei Vorhandensein des Risikoallels A kam es somit zu einem
vermehrten Auftreten einer Hyposmie, im Gegensatz zu Tragern des Genotyps
GG ohne Risikoallel A von BIP. Weiterreichende Ergebnisse werden
diesbezuglich ebenfalls bendtigt, um eine Beteiligung des Geruchssinnes in
Assoziation mit BIP genauer betrachten zu kdnnen. Da sich im olfaktorischen
System schon frih im Krankheitsverlauf LB — und damit auch Alpha-Synuklein
und andere Proteine vermehrt ansammeln - ist es jedoch nicht
unwahrscheinlich, das eine frihzeitige oder signifikante Hyposmie bei Patienten
mit reduziertem Degradierungs- und Kontroll-System durch Mutationen im BIP-
Gen auftritt.
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4.4.4 Einfluss des BIP-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
Einen Einfluss des BIP-SNP rs430397 auf die Progression spezifischer
motorischer, kognitiver oder olfaktorischer Symptome konnte in unserer Arbeit
nicht festgestellt werden.

Die anfangs geschilderte Pathologie — im Speziellen ER-Stress und oxidativer
Stress — scheint an der Progression der PD beteiligt zu sein. Kim et al. [190]
konnte einen durch ER-Stress induzierten Zelltod durch eine Behandlung mit
IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) reduzieren. Durch IGF-1 konnte dabei
wiederrum eine signifikant vermehrte Expression von BiP gezeigt werden.
Vermindert vorkommendes BiP konnte damit nicht nur an der Krankheits-
entstehung, sondern auch an einem Progressionserhalt der Erkrankung beteiligt
sein, wenn dadurch das Unterbinden der in Gang gesetzten Apoptose nicht
mehr gewahrleistet ware.

Dieser hypothetische Einfluss ist jedoch zu wenig ausgepragt, als dass er zu
einem signifikanten Effekt in unserer Studie fuhren wirde und mdusste in

folgenden Studien zunachst belegt werden.

4.4.5 Einfluss des BIP-SNPs auf biochemische Parameter

Es konnte ein Trend fur einen Zusammenhang zwischen den Genotypen AA
und AG des BIP-SNP rs430397 und der Konzentration des neurodegenerativen
Markers p-Tau im Liquor gefunden. Bei Vorhandensein des Risikoallels A von
BIP konnte eine niedrigere Konzentration von p-Tau im Liquor mit im Mittel
35pg/ml gefunden werden (N=14), im Gegensatz zu einem p-Tau-Wert von im
Mittel 47pg/ml bei Genotyp GG ohne Risikoallel A (N=74).

Es gibt bereits Hinweise, dass Hitzeschock Proteine wie Hsp70 einer Tau-
Akkumulation und damit Neurodegeneration entgegenwirken [191]. Allerdings
wurde bei Aktivitatssteigerung der ATPase von Hsp70 eine begunstigte
Akkumulation von Tau und im Gegensatz dazu bei Inhibition eine verbesserte
Degradation von Tau beobachtet. Auflerdem war einer der angewendeten
Inhibitoren in der Lage p-Tau zu reduzieren und die Kognition in den Maus-
Modellen zu verbessern [191]. Da jedoch allgemein von Hsp 70 und nicht direkt

BiP die Rede ist, muss dies weiter untersucht werden.
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Keinen Zusammenhang konnten wir zwischen BIP und den anderen
neurodegenerativen Markern h-Tau, dem Quotienten p-Tau/h-Tau, sowie AB1.42
finden.

Damit verhalt sich der BIP-SNP im Hinblick auf eine fur Demenz u. a.
verantwortliche AB-Pathologie gleichsinnig mit der in unserer Studie erfassten,
nicht signifikanten Assoziation mit kognitiven Symptomen oder Demenz bei
LBD. Im Gegensatz dazu stehen o. g. Studien, welche im Zuge von AB-Toxizitat
und kognitiver Beeintrachtigung eine Beteiligung von BiP zeigen konnten [189].
Weitere Studien werden auch hier bendétigt, um den Einfluss einer Induktion
oder Inhibition von BiP und direkte Zusammenhange in LBD genauer zu

untersuchen.

4.5 GAK
4.5.1 Einfluss des GAK-SNPs auf Erkrankungsrisiko fur LBD oder
bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD
In unserer Arbeit konnte die Tragerschaft des Risikoallels T des GAK-SNPs
rs6599388 als signifikanter Risikofaktor fur die Entwicklung einer LBD ermittelt
werden (p=0.041).
SNPs in der Region von GAK konnten bereits als Risikofaktor in Assoziation mit
PD, dabei interessanterweise in Bezug zu familiaren Fallen der Erkrankung,
identifiziert werden [118]. Mehrere Studien kaukasischer, als auch u. a.
taiwanesischer oder chinesischer Populationen, konnten pradisponierende
Allele fur eine PD (neben familiarer PD auch die sporadische Form), innerhalb
von GAK ebenfalls bestatigen [84, 88, 93, 109, 165, 168, 192, 193]. Eine starke
Assoziation, v. a. des SNP rs1564282, schliel3t andere Loki (so auch unser
SNP rs6599388) innerhalb oder um die Region von GAK als Risikofaktoren
nicht aus [194]. Verschiedene kausale SNPs, als auch eine Populations-
spezifische Heterogenitat fuhren deshalb wahrscheinlich dazu, dass nicht in
jeder Studie unterschiedlicher Ethnien ein Zusammenhang von GAK und PD
festgestellt werden konnte [194].
Neben den o. g. allgemeinen funktionellen Aspekten der GAK, konnte speziell

in Bezug auf PD eine signifikante Assoziation zwischen einem Polymorphismus
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im GAK-Gen (rs1564282) und einer hoheren SNCA-Expression bei einer post-
mortalen Analyse des frontalen Kortex von PD-Patienten festgestellt werden
[195]. AulRerdem konnte in verschiedenen Modellen eine Interaktion zwischen
GAK und Alpha-Synuklein gezeigt werden. Eine reduzierte Funktion der GAK
fihrte bei einer Uberexpression von Alpha-Synuklein in einer Zellkultur zu
dessen erhohter Neurotoxizitat. Bei einem in vitro PD-Modell in den ,Primary
Neurons® von Ratten, konnte durch die Mutation AS53T-SNCA und einem
Knockdown von GAK, eine verminderte Zelliberlebensfahigkeit nachgewiesen
werden. Ein Knockdown der Expression von GAK flhrte also in beiden Fallen
zu vermehrtem Zelluntergang [195].

Einen weiteren Hinweis einer interagierenden Pathologie von GAK und Alpha-
Synuklein liefert eine Verbindung der beiden Proteine Uber die Aspartyl-
proteinase Cathepsin D (pre-cathepsin D; CTSD). Diese ist eines der
wichtigsten lysosomalen Enzyme, welches an der Alpha-Synuklein
Degradierung beteiligt ist. Mutationen im CTSD-Gen kbnnen zu einer
pathologischen Akkumulation des Proteins Alpha-Synuklein fuhren. Die GAK ist
bei diesem Prozess wie folgt involviert: Die Clathrin-bindende, C-terminale
Domane der GAK bindet das Enzym CTSD und ist dafur verantwortlich, das
Pro-Enzym (Zymogen) in die entsprechenden Clathrin-beschichteten Vesikel
(CCVs) fur den Transport zu den Lysosomen zu sortieren, um somit auch die
Beseitigung von Alpha-Synuklein zu gewahrleisten [195].

Neben diesen Mechanismen, welche uber ein bestimmtes SNP von GAK zu
einer LB-Entstehung durch Akkumulation von Alpha-Synuklein fuhren konnten,
existieren weitere Zusammenhange. Es konnten beispielsweise Informationen
eines erhohten Erkrankungsrisikos fur PD in Zusammenhang mit GAK Uber die
spermine oxidase (SMOX)-Expression in Erfahrung gebracht werden [196]. Das
Enzym SMOX spielt eine Rolle im Polyamin Katabolismus und ist u. a. beteiligt
an einer Antwort auf Medikamente, Stress und Apoptose. AulRerdem ist SMOX
ein Teil des Dopamin-Rezeptor-Signalwegs, wo es mit anderen Proteinen, u. a.
MAOA (monoamine oxidase A) und MAOB (monoamine oxidase B), den
MAO-Komplex bildet. Eine erhohte Expression von SMOX konnte bei

PD nachgewiesen werden, hat laut Dumitriu et al. [196] vermutlich einen
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protektiven Effekt und wird somit als Antwort auf die biochemischen
Veranderungen bei der PD bendtigt. Diese Moglichkeit wurde in Betracht
gezogen, da bei dem Minor-Allel eines SNP rs11731387 innerhalb von GAK
(mit einem erhohten Risiko fur PD), eine verminderte Expression von SMOX
nachgewiesen werden konnte. Uber den Zusammenhang der beschriebenen
Mechanismen und Proteine (Dopamin-Rezeptor, SMOX, MAOA, MAOB),
welche in Verbindung mit PD stehen, konnte GAK also ebenfalls eine Rolle in
der Entwicklung der Erkrankung spielen.

Im Gegensatz dazu konnte fur diese Arbeit kein signifikanter Zusammenhang
des GAK-SNP mit dem Erkrankungsrisiko fur motorische Subtypen der PD oder
einer Demenz ermittelt werden. Es werden weitere Studien diesbezlglich
bendtigt, um mdgliche Assoziationen feststellen zu kdnnen.

Zusammenfassend scheinen verschiedene SNPs von GAK also ein erhohtes
Risiko fur die Erkrankung an PD bzw. LBD mit sich zu bringen. Wobei abgeklart
werden musste, ob die untersuchten SNPs ahnliche Funktionen beeinflussen,
bevor dessen Auswirkungen gleichwertig betrachtet werden kénnen.
Zuruckgefuhrt auf die allgemeine Bedeutung von GAK als Protein-Kinase in
verschiedenen Prozessen der Zelle — wie des Protein- und Transport-
metabolismus — erscheint dessen Assoziation und Beteiligung an der

Pathogenese der PD durchaus plausibel.

4.5.2 Einfluss des GAK-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und
Beginn der Demenz sowie deren Zeitspanne
Ein Trend fur einen Zusammenhang zeigte sich zwischen dem Auftreten der
Genotypen TT und TC des GAK-SNPs rs6599388 und dem Beginn des
Parkinsonismus. Es zeigte sich ein allerdings im Mittel nur um ein Jahr hoheres
Erkrankungsalter mit 60 Jahren bei Vorhandensein des Risikoallels T (N=347),
im Gegensatz zu 59 Jahren bei Genotyp CC ohne Risikoallel T (N=261).
Andere Studien, welche sich allerdings auf das GAK-SNP rs1564282 bezogen,
berichten Uber einen fehlenden Einfluss auf das Erkrankungsalter der PD [192].

Diese Feststellung konnte in einer weiteren chinesischen Studie bestatigt
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werden, bei der ebenfalls keine Assoziation von GAK-SNP und EOPD oder
LOPD gezeigt werden konnte [193].

In unserer Studie gab es keinen Anhalt fur einen Zusammenhang zwischen
GAK und dem Beginn einer Demenz oder der Zeitspanne zwischen dem
Auftreten von Parkinsonismus und Beginn der Demenz.

Es werden allgemein weitere Studien bendtigt um GAK im zeitlichen Kontext
der LBD zu untersuchen und unseren Trend fur einen Zusammenhang zum
hoheren Erkrankungsalter mdoglicherweise bestatigen oder widerlegen zu

konnen.

4.5.3 Einfluss des GAK-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter

Die Motorik betreffend konnten wir in unserer Arbeit keinen signifikanten
Zusammenhang zu dem GAK-SNP rs6599388 herstellen.

In einer chinesischen Han-Population konnte ebenfalls kein Unterschied
bezlglich klinischer Symptome oder motorischer Schweregrade (gemessen an
H&Y und UPDRS) hinsichtlich des Tragerstatus eines GAK-SNP (rs1564282)
gefunden werden [192].

Im Bereich der kognitiven Symptomatik zeigte sich eine Tendenz fur einen
niedrigeren MMSE-Wert mit im Mittel 27 Punkten bei den Genotypen TT und
TC der GAK SNP-Variante (N=225), gegenuber 28 Punkten bei Genotyp CC
ohne Risikoallel T (N=145).

GAK konnte zwar in zahlreichen o. g. Studien als pradisponierendes Gen fur die
PD entdeckt und auch mehrmals repliziert werden, im Zusammenhang mit PDD
oder DLB — und somit auch einer kognitiven Komponente — fehlen jedoch
weiterreichende Erkenntnisse. AufRerdem konnten wir GAK weder mit dem
Erkrankungsrisiko, noch mit dem Beginn einer Demenz in Zusammenhang
bringen, was eher gegen eine eindeutige Beeinflussung der kognitiven
Funktionen spricht.

Bezlglich der Hyposmie zeigte sich in unserer Arbeit kein Zusammenhang mit
dem GAK-SNP.
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4.5.4 Einfluss des GAK-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
FUr das GAK-SNP konnte keine Assoziation zur Progression der betrachteten
klinischen Parameter (Motorik, Kognition, Hyposmie) hergestellt werden.

Nach unserer Analyse scheint GAK wenig Einfluss auf die Auspragung der
Erkrankung zu nehmen. Dies konnte ahnliche Ursachen haben, wie Latourelle
et al. [197] Uber den Erkrankungsbeginn berichtet: So sollen ,Major-Gene* eher
einen Einfluss auf den Beginn des Parkinsonismus oder die Penetranz haben,
als Gene, welche lediglich eine Pradisposition vorgeben, zu denen vermutlich

auch GAK gehdren konnte.

4.5.5 Einfluss des GAK-SNPs auf biochemische Parameter

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang fur das SNP
rs6599388 von GAK und den Konzentrationen der neurodegenerativen Marker
wie p-Tau, h-Tau, dessen Quotient oder AB+.4, festgestellt werden.

Dies ist gut damit erklart, dass GAK als Protein-Kinase in Zusammenhang mit
CTSD mdglicherweise am Ablauf der lysosomalen Degradation von Alpha-
Synuklein beteiligt ist [195] und keine direkten Hinweise zum Einfluss auf AB-

Ablagerung bestehen.

4.6 MAPT
4.6.1 Einfluss des MAPT-SNPs auf Erkrankungsrisiko fiir LBD oder

bestimmte motorische Subtypen und Demenz in LBD

Wir konnten in dieser Arbeit keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem SNP rs393152 der MAPT-Region und dem Erkrankungsrisiko fur LBD
feststellen.

Bezlglich einer Assoziation von MAPT und dem Erkrankungsrisiko fur PD
existieren v. a. in verschiedenen Populationen unterschiedliche Ergebnisse. In
GWAS asiatischer Populationen konnte ebenfalls kein Einfluss auf das
Erkrankungsrisiko fur PD bestatigt werden [85, 128].

In anderen GWAS - v. a. in Populationen kaukasischen Ursprungs — konnten
allerdings variierende SNPs in der Region von MAPT als haufige Risikofaktoren

der PD ermittelt werden [85, 198, 199]. Darunter konnte auch ein eindeutiger
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Zusammenhang zwischen dem SNP rs393152 im Bereich von MAPT und PD-
Probanden nachgewiesen werden [128]. Besonders der Haplotyp H1 von MAPT
soll mit PD assoziiert sein [129].

Insbesondere bei MAPT erscheint jedoch die genaue Bezeichnung eines
spezifischen Risikogens schwierig, da sich die Region — wie bereits in der
Einleitung erwahnt — Uber ein umfassendes invertiertes Fragment entwickelt
hat. In diesem unterscheidet sich demnach der H1-Haplotyp mit einem erhohten
Risiko fur PD und kognitive Defizite, von dem weniger haufigen und PD-
protektiven H2-Haplotyp [200]. AulRerdem befinden sich die SNPs durch die
Inversion Uber einen sehr weiten Bereich hinweg im LD [139, 200]. U. a.
aufgrund dieser, auf spezifische Vorfahren zurtckzufuhrenden Entwicklung,
kann wahrscheinlich auch eine Populations-spezifische, genetische
Heterogenitat der PD vermutet werden [85, 128].

Auch Latourelle et al. [200] analysierte in der hohen Komplexitat der MAPT-
Region die funktionalen Konsequenzen einer Assoziation von Risiko-SNPs mit
PD. Es wurde hierbei die Modifikation von Gen-Expressionen durch u. a. das
SNP rs393152 im Bereich von MAPT in Proben des prafrontalen Kortex von
pathologisch bestatigten PD-Fallen und Kontrollen untersucht. In dieser Studie
konnte zwar keine Assoziation zwischen dem SNP rs393152 und der
Expression von MAPT selbst gefunden werden, jedoch zeigten PD-Proben mit
dem ,Major-Allel® des SNP (im Fall von MAPT das Risikoallel fur PD) eine
gesteigerte Expression des Gens DCAKD (800kb proximal von MAPT), im
Gegensatz zu einer verminderten Expression des Gens bei Kontroll-Proben mit
dem Risiko-SNP [200]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass u. a. das Gen
DCAKD in der Region von MAPT — in Zusammenhang mit u. a. dem SNP
rs393152 — das Erkrankungsrisiko fur PD beeinflussen kann [200]. Da hierbei
jedoch weitlaufige Zusammenhange mit anderen beeinflussenden Genen
vorausgesetzt werden ist es schwierig, mit unserem Ergebnis Vergleiche zu
ziehen, es zu bestatigen oder zu widerlegen.

FUr das Erkrankungsrisiko an bestimmten motorischen Subtypen der LBD
konnten wir keinen Einfluss durch MAPT zeigen. Es fehlen diesbezuglich noch

vergleichbare Erkenntnisse.
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Wir konnten ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
MAPT-SNP und dem Erkrankungsrisiko einer Demenz finden.

Laut Morley et al. [139] konnten bereits mehrere Studien keinen Einfluss der
MAPT-Varianten auf die Entwicklung einer Demenz bei PD finden.

Andererseits soll wie o. g. der H1-Haplotyp — speziell die H1/H1 Variante von
MAPT — auch mit einem vermehrten Risiko fur kognitive Storungen und der
Entwicklung einer Demenz bei PD assoziiert sein [130, 201]. Eine longitudinale
Studie zeigte, dass H1 nicht nur ein Risikofaktor fir Demenz darstellt, sondern
auch die Pathologie in post-mortem LBD-Proben beeinflusst, indem es die
Transkription einer Isoform von Tau (mit 4 Mikrotubuli-bindenden Domanen; ,4-
repeat tau“; 4R-Tau) um 20% steigert [201]. Auch anderweitig wird durch
verschiedene Varianten von MAPT — ebenfalls v. a. hinsichtlich des H1-
Haplotyps — eine gesteigerte Expression oder eine veranderte Verarbeitung von
Tau diskutiert. Dies soll wiederum einen Prozess mit vermehrtem Anfallen von
Tau, sowie folgend verschiedenen pathologischen Proteinaggregationen nach
sich ziehen [198, 202]. Da hierbei auch Studien mit pathologisch gesicherter PD
Assoziationen zum MAPT-Lokus bestatigen konnten, erhoht sich die
Wabhrscheinlichkeit, dass eine Dysfunktion von Tau die Proteinaggregation und
u. a. damit die Pathogenese der PD und den dementiellen Prozess bedeutend
beeinflussen kann [202].

Durch den H1/H1-Haplotyp von MAPT konnte jedoch ebenfalls eine vermehrte
diffuse Alpha-Synuklein-Ablagerung und eine erhéhte Anzahl an LB bei DLB
gezeigt werden [203]. Dies bietet wiederrum Hinweise, dass der pathologische
Einfluss von MAPT auch Uber die Modifikation des Hauptmarkers der LBD —
Alpha-Synuklein — bedeutend sein kdnnte [204].

Es bedarf also weiterer Forschungen, um den &tiologischen und damit auch
pathogenetischen Einfluss von MAPT auf die LBD (speziell auch DLB und PDD)
klaren zu kdnnen. Denn allgemein erscheint es erschwert, fur MAPT spezifische
Aussagen Uber die pradisponierten Krankheitsrisiken und deren
Zusammenhange — wie die Relevanz von Tau-Aggregation und Alpha-
Synuklein-Ablagerungen — zu treffen. Die Komplexitat der Region lasst

zahlreiche beeinflussende Faktoren zu. So auch beispielswiese benachbarte
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Gene, welche vermutlich in Kombination u. a. an der Beeinflussung des
Erkrankungsrisikos fur PD beteiligt sind [118, 199, 200, 205]. Dadurch wird das
Zusammenspiel der verschiedenen MAPT-Varianten und folgenden Pathologien
zu umfangreich, um Uberhaupt eine klare Aussage Uber eine direkte
Beeinflussung durch lediglich ein spezifisches SNP treffen zu kdnnen. Zudem
muss bei allen genannten Ergebnissen und Assoziationen anderer Studien
beachtet werden, dass es sich dabei nicht immer um das SNP rs393152
(welches wir in unserer Studie ausgewahlt haben) handelte. Deshalb lasst sich
diesbezuglich nur vermuten, dass die SNPs ahnliche Funktionen und damit
auch vergleichbare Auswirkungen haben, wenn wir in diesem Zusammenhang

eine Aussage Uber MAPT als signifikanten Risikofaktor treffen wollen.

4.6.2 Einfluss des MAPT-SNPs auf Beginn von Parkinsonismus und
Beginn der Demenz sowie deren Zeitspanne
In dieser Arbeit lield sich eine Tendenz fur einen Zusammenhang zwischen
MAPT-SNP und Beginn des Parkinsonismus in der DLB-Gruppe herstellen.
Trager des Genotyps AA zeigten im Mittel ein hoheres Erkrankungsalter mit 69
Jahren (N=16), gegenuber den Tragern der Genotypen AG und GG mit 64
Jahren (N=4).
Die Rolle von Tau bei der PD-Entstehung scheint bedeutend durch das Alter
beeinflusst zu werden, da gerade bei PD-Patienten in hdherem Alter der
Nachweis einer Assoziation zu MAPT mit H1-Haplotyp am deutlichsten gezeigt
werden konnte [205]. Somit kdnnte unser Ergebnis unterstutzt werden und ein
Einfluss von MAPT auf den Erkrankungsbeginn von Parkinsonismus scheint
moglich. Jedoch existieren auch Ergebnisse, welche keinen Zusammenhang
von MAPT-SNPs mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn von Parkinsonismus
finden konnten [206]. Diese gegenteiligen Ergebnisse konnten allerdings auf
der Untersuchung unterschiedlicher SNPs der MAPT-Region beruhen.
Bezlglich des Erkrankungsbeginns einer Demenz oder der Zeitspanne
zwischen Auftreten von Parkinsonismus und Beginn der Demenz ergab sich in

unserer Arbeit kein Zusammenhang mit MAPT.
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Es existiert jedoch eine longitudinale Studie, in der MAPT als genetischer
Risikofaktor fur eine fruhzeitige Entwicklung einer kognitiven Stérung oder
Demenz bei PD durchaus hinweisend war [130].

Inwiefern MAPT tatsachlich zeitliche Faktoren der Erkrankung beeinflusst, sollte

daher in zukunftigen Studien weiter analysiert werden.

4.6.3 Einfluss des MAPT-SNPs auf das Auftreten klinischer Parameter

In unserer Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang von MAPT und
motorischen Symptomen gefunden werden.

Es konnte jedoch hinsichtlich kognitiver Symptome ein signifikant hoherer
MMSE-Wert von im Mittel 27 Punkten bei den Genotypen AA und AG im
Gegensatz zu im Mittel 24 Punkten bei dem Genotyp GG ohne Risikoallel A von
MAPT gezeigt werden (p=0.003). Somit wurde sich das Risikoallel von MAPT
protektiv gegenuber einer kognitiven Symptomatik auswirken.

Diese Art eines protektiven Effektes konnte zwar anderweitig nicht beobachtet
werden, jedoch konnte zumindest ein signifikanter Zusammenhang zwischen
MAPT und dem Grad des kognitiven Defizits ebenfalls nicht bestatigt werden
[139]. Im Vergleich zu unserer Studie erfolgte allerdings die Verwendung der
Mattis Dementia Rating Scale-2 (DRS-2) zur Einschatzung der kognitiven
Performance.

Die bereits oben mehrfach erwahnte Studie von Williams-Gray et al. [201] fUhrte
die Untersuchungen bezuglich einer Demenz u. a. ebenfalls mithilfe des MMSE-
Wertes durch und konnte damit gegensatzlich einen Zusammenhang von
MAPT und der Demenzentwicklung bei PD finden. Interessanterweise fand
Morley et al. [139] durch MAPT zumindest eine Beeinflussung der Gedachtnis-
funktion im Sinne eines vermutlich vorwiegend Temporallappen-dominanten
Effektes, vergleichbar mit AD.

Schlussendlich bleibt das hier beobachtete Ergebnis nicht schlussig erklart, und
eine suffiziente Antwort wirde letztendlich post-mortem Untersuchungen
verlangen.

Es ergab sich in unserer Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen

MAPT und einer Hyposmie.
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Uber MAPT als moglicherweise beeinflussenden Faktor der Tau-Pathologie
ware ein Zusammenhang jedoch durchaus denkbar. Denn in Fallen von LBD
war eine Tau-Pathologie im anterioren olfaktorischen Nukleus nachweisbar und
diese Pathologie korrelierte u. a. wiederrum mit der Anzahl kortikaler LB [155].
Dies lasst bei Vorliegen beider pathologischer Prozesse innerhalb der LBD, den
vermuteten synergistischen Effekt von Tau und Alpha-Synuklein im
olfaktorischen Bulbus an Bedeutung gewinnen. Durch etwaige pathogenetische
Zusammenhange ware dann durchaus auch eine Auswirkung auf die Geruchs-
funktionen bei LBD durch MAPT denkbar. Es bedarf jedoch weiterer Studien,
um belegbare Aussagen Uber Assoziationen von Hyposmie und MAPT

zulassen zu konnen.

4.6.4 Einfluss des MAPT-SNPs auf die Progression klinischer Parameter
In der vorliegenden Studie konnte fur das MAPT-SNP kein Einfluss auf die
Progression der motorischen Symptome gefunden werden.

Durch Evans et al. [204] konnte vergleichbar ebenfalls keine Assoziation zur
H&Y-Progression hergestellt werden.

Auch die Progression der kognitiven Einschrankungen betreffend, konnten wir
in unserer Arbeit keinen signifikanten Zusammenhang bezuglich MAPT
eruieren.

Bereits erwahnte Studie von Morley et al. [139] konnte weder einen
signifikanten Zusammenhang zwischen MAPT und den zu Beginn geleisteten
kognitiven Fahigkeiten, noch zum Grad der Gedachtnisleistung im Verlauf
zeigen. Da hierbei jedoch mithilfe eines anderweitigen Systems zur Erfassung
der kognitiven Performance (DRS-2) gearbeitet wurde, sind jene Ergebnisse mit
unseren nur eingeschrankt vergleichbar.

Longitudinale Studien uber mehrere Jahre, welche den Verlauf einer
Erkrankung und damit v. a. auch die Progression bestimmter Symptome
beurteilen konnen, konnten einen signifikanten Zusammenhang von MAPT —
v. a. mit dem Haplotyp H1 — sowohl mit Demenz bei PD, als auch einem
beschleunigten kognitiven Verfall (u. a. gemessen am MMSE-Wert) nachweisen
[130, 201].
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Dieses bei uns ausgebliebene Ergebnis kdnnte zum einen durch eine zu
geringe regelmalige Dokumentation bzw. eine zu geringe Zeitspanne der
MMSE-Messungen im Verlauf unserer Arbeit begrindet sein. Auch umfasst die
bei uns analysierte gesamte LBD-Gruppe mehrere Subgruppen, im Vergleich
zu einer reinen PD-Gruppe fur sich.

Was die Progression der Hyposmie der LBD betrifft konnten wir keinen Einfluss
von MAPT finden.

In Zukunft bleibt interessant, ob MAPT nun als protektiver oder doch als
Risikofaktor — wie bei genannten Studien plausibel beschrieben — vorwiegend
kognitive Aspekte der PD beeinflusst und inwiefern unser Ergebnis in dieser

Reihe einzuordnen ist.

4.6.5 Einfluss des MAPT-SNPs auf biochemische Parameter

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang fur das SNP rs393152
der MAPT-Region und der Konzentration der neurodegenerativen Marker p-
Tau, h-Tau, dessen Quotient oder AB1.42 im Liquor festgestellt werden.

Obwohl durch das MAPT-SNP die Expression von Tau gesteigert werden soll
[201], zeigte sich in unserer Studie kein entsprechendes Korrelat im Liquor. Es
bedarf weiterer Studien, die MAPT und v. a. dessen Einfluss auf Tau und

dessen Konzentration im Liquor naher betrachten.

4.7 Limitationen der Arbeit

Es existieren einige Faktoren, welche die Ergebnisse unserer Arbeit
moglicherweise beeinflusst haben konnten. Hierunter fallt beispielsweise die
Grofle und Verteilung des Studienkollektivs. Die Gesamtgruppe/Anzahl der
LDB-Patienten war grol3, die genaue Zuordnung bezuglich der Sub-
klassifizierung in u. a. PD jedoch in einer relevanten Population nicht moglich
und einzelne Subgruppen damit teils recht klein, wie v. a. die dementen
Untergruppen (Demenz-Gruppe, PDD, DLB). Von diesen Untergruppen
wiederrum, konnte nicht bei allen ein MMSE-Status erhoben oder die
neurodegenerativen Marker im Liquor bestimmt werden. Aufgrund dieser

zahlreichen Einordnungen und Subklassifizierungen war die Betrachtung einer
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Assoziation in den einzelnen Gruppen nicht immer moglich, bzw. zeigten sich
Zusammenhange in Unter-Gruppen mit nur sehr geringer Probandenzahl.

Auch die retrospektive Erfassung des Beginns der ersten Symptome der PD
wird oft subjektiv geleitet und wurde manchmal nicht in den Arztbriefen erwahnt.
Einen weiteren Kritikpunkt im Vergleich zu anderen Studien bildet der MMSE-
Status als Mal} fur die Einteilung kognitiver Defizite. Da dieser durch zahlreiche
Storfaktoren beeinflusst wird und nicht optimal die kognitiven Defizite bei LBD
abbildet, heilden ihn viele fur ungeeignet.

Die Hyposmie betreffend wurde lediglich die Geruchsidentifizierung Uberpruft
und die Patienten in der Anamnese bezuglich einer Hyposmie befragt.

Auch wurde nicht die genaue Abfolge der Symptome erforscht, was wie in der
Arbeit erwahnt v. a. bezuglich kognitiver Symptome und dem Geruchssinn
aulerst interessant erscheint.

Ebenfalls schwierig festzustellen und zu dokumentieren erscheint die
Progression der unterschiedlichen Symptome, da eine ausreichend lange
Beobachtung des Krankheitsverlaufs notwendig ist. So konnte beispielsweise
auch anderweitig die Progression motorischer Symptome bei behandelten
Patienten als nur mafig beschrieben werden (um ca. 2,2 Punkte jahrlich nach
dem UPDRS-III-Score) [204].
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5 Zusammenfassung

Die LBD, als bedeutende neurodegenerative Erkrankung der alternden
Bevolkerung, bleibt in ihrer Atiologie bisher weitgehend unklar. Monogenetische
Vererbungsmuster und identifizierte Gen-Varianten konnen lediglich
Vermutungen Uber gewisse Zusammenhange und Einflussfaktoren, die
Neuropathologie betreffend, liefern. Es fehlen jedoch weitgehend Kenntnisse
Uber die spezifische Beeinflussung von genetischen Varianten auf klinische und
biochemische Aspekte der LBD. Fur diese Arbeit lag der Schwerpunkt daher
auf der Genotypisierung bereits identifizierter Risikovarianten fur LBD und
deren Beeinflussung des Krankheitsrisikos, des Krankheitsbeginns, bestimmter
Symptome, der Krankheitsprogression und relevanter biochemischer
Parameter. Aus derartigen Analysen konnen Hypothesen Uber beteiligte
pathologische Mechanismen an der Krankheitsentstehung, bestimmten
Symptomen und deren Progression aufgestellt werden, und fur die Entwicklung
von therapeutischen Interventionen bei vorliegendem Genotyp behilflich sein.
Die erwahnten Risikovarianten bzw. SNPs betreffen die Gene APOE, STK39,
HLA, BIP, GAK und MAPT.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass das Vorliegen des Risikoallels T des
GAK-SNPs (rs6599388) sowohl im homozygoten als auch im heterozygoten
Zustand ein erhohtes Erkrankungsrisiko fur eine LBD darstellt. Jedoch wiesen
wir im Gegensatz dazu einen hoheren Anteil an Tragern mindestens eines
Risikoallels A des BIP-SNPs (rs430397) in der Kontroll-Gruppe nach. Trager
beider e4-Allele von APOE (rs429358, rs7412) erkrankten im Rahmen der LBD
signifikant haufiger an einer Demenz. Des Weiteren prasentierte sich die
Zeitspanne, nach Beginn des Parkinsonismus eine Demenz zu entwickeln,
signifikant kurzer bei Vorliegen mindestens eines €4-Allels von APOE. Hierzu
gegensatzlich erkrankten Patienten ohne Risikoallel A im STK39-SNP
(rs4668049), also mit Genotyp CC, im Schnitt nach kurzerem LBD-
Krankheitsverlauf an einer Demenz. Die Risikovariante fur die Erkrankung an
PD (welche bei uns allerdings nicht bestatigt werden konnte) wurde demnach

protektiv gegenuber einer frihen Demenzentwicklung wirken. Im Gegensatz zu
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dessen Einfluss auf die Demenz, zeigten LBD-Patienten bei Vorhandensein
beider g4-Allele von APOE weniger stark ausgepragte motorische Symptome.
Trager mit mindestens einem Risikoallel A des BIP-SNP zeigten ebenfalls eine
geringere motorische Auspragung der Symptome. Bezuglich dementieller
Symptome zeigte sich abermals ein signifikanter Zusammenhang mit APOE,
indem bei LBD-Patienten mit beiden ¢4-Allelen der MMSE-Wert deutlich
niedriger ausfiel als bei anderen Genkonstellationen. Auch konnten deutlich
niedrigere AB1.42-Spiegel im Liquor bei €4-Tragerstatus von APOE in der LBD-
Gruppe festgestellt werden. Das protektive Allel des MAPT-SNPs (rs393152)
war mit einem schlechteren MMSE-Status der LBD-Patienten assoziiert. Die
eigentliche Risikovariante fur die Erkrankung an PD (welche bei uns ebenfalls
nicht bestatigt werden konnte) wirde demnach protektiv gegenliber einem
kognitiven Defizit wirken. Eine beschleunigte Progression motorischer
Symptome (den UPDRS betreffend) konnte bei homozygotem Vorliegen des an
sich protektiven Allels des STK39-SNPs, also mit Genotyp CC, gezeigt werden.
Somit wurde die Risikovariante fur die Erkrankung an PD (welche in unserer
Studie nicht belegt werden konnte) einer raschen Progression von motorischen
Symptomen entgegenwirken. Ebenso zeigte sich bei Vorhandensein beider €4-
Allele von APOE ein besserer Sniffin-Wert im Verhaltnis zur Erkrankungsdauer.
Unsere Ergebnisse lassen somit durchaus spezifische Einflusse der SNPs auf
klinische und laborchemische Parameter der Erkrankung erkennen.
Hervorzuheben ist beispielsweise der durchweg relevante Einfluss des APOE
e4-Allels auf LBD-assoziierte kognitive Defizite, vermutlich Uber Beteiligung des
AB-Stoffwechselweges, womit bereits bekannte Zusammenhange dieser
Risikovariante mit Demenz bestatigt werden. Auch deshalb sollte hier die
durchaus interessante Verbindung zwischen Demenz und Hyposmie v. a. bei
APOE4 genauer verfolgt werden. Unsere Resultate zu den motorischen
Symptomen und deren Progression zeigten Uberraschender Weise einen
vorwiegend positiven Effekt der eigentlichen Risikovarianten. Das erhohte
Risiko an LBD zu erkranken, muss moglicherweise also nicht gleichzeitig
bedeuten, dass die klinische Auspragung dadurch ebenfalls negativ beeinflusst

wird.
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Agarose

Biozym LE

Aqua bidest Li Chrosolv, Wasser fur Chromatographie

Merck

BigDye® Terminator V3.1 cycle sequencing

Applied Biosystems

Big Dye Puffer

Applied Biosystems

Bromphenolblau Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) Fermentas
DNA-Ladder 100 bp Fermentas

DNA-Polymerase GoTag® 5 U/ pl

Promega, USA

Ethanol p.a. Merck, Emsure®
Ethidiumbromid Merck
Exonuclease | (Exo 1) 20 U/pl Fermentas
Exonuclease |-Puffer Fermentas

Formamid

Applied Biosystems

Gene Scan-120 LIZ Size Standard

Applied Biosystems

Magnesiumchlorid (MgCly) Promega
Natriumacetat Roth
Natriumhydroxid (NaOH) Merck

PCR-Puffer GoTaq® farblos Promega
PCR-Puffer GoTaq® grun Promega
Phosphorsaure (H3PO4), 85%ig Merck
Sequenzier-Puffer Applied Biosystems
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) 1 U/ pl Fermentas

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (incl. ddNTPs)

Applied Biosystems

Wasser Chromanorm

VWR, Prolabo®

Anhang 1 zu Kapitel 2.2.1 auf Seite 55: Chemikalien, Enzyme und Hersteller.

Glycerol 20 ml
Bromphenolblau 0,04 mi
Xylencyanol 0,04 g

Anhang 2 zu Kapitel 2.2.2 auf Seite 55:
markers.

Zusammensetzung des Bromphenolblau-

TrisBase 108 g
Borat 959
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 40 ml

Anhang 3 zu Kapitel 2.2.2 auf Seite 55: Zusammensetzung des TBE-Puffers; wird mit
doppelt destilliertem Wasser auf 1 | aufgefiillt.
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Forward-Primer Reverse-Primer SNaP-Primer
HLA F HLA R HLA SNAP_F
GAK _F GAK R GAK_SNAP
STK39 F STK39 R STK39 SNAP
MAPT-H1C_F MAPT-H1C R MAPT-H1C_SNAP
MAPT_F MAPT_R MAPT_SNAP
LRRK2_F LRRK2_ R LRRK2_SNAP
SNCA _F SNCA R SNCA_SNAP
PDXK _F PDXK_R PDXK_SNAP
PITX3 F PITX3 R PITX3 SNAP
LINGO1 _F LINGO1 R LINGO1_SNAP

Anhang 4 zu Kapitel 2.2.3 auf Seite 56: Oligonukleotide (Primer).

Bezeichnung | Primersequenz Fragmentlange
des PCR-

(6 —3) Produktes (bp)

HLA

(rs3129882)

Forward TTCCCTTGGTGTTGGTTATTC 610 bp

Reverse AAATGTTCTCTCACTTTCTTTACCC

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
AGAGTCAGAAGCTTCT

GAK

(rs6599388)

Forward CTGGACTGGGTGAGGGCACTGTGA 1955 bp

Reverse AAGCCCCAGAGACCCTGCTTACC

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTcgctcacctgeggtece

STK39

(rs4668049)

Forward Caaaaagtgggcgaaggata 933 bp

Reverse Acatctgcctttccaccaac

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTacaaaggacatgaact
catc

MAPT-H1C

(rs2471738)

Forward GAGGGAGGGAAGGAAGAGAA 284 bp

Reverse GAACCGAATGAGGACTGGAA

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAAATAACTCACAG

GTGAC
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MAPT

(rs393152)

Forward AAGGAGGGAAGGAAGCAAAG 215 bp

Reverse GCATCAAGGGTAGATCCAGGT

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTGAATGAGGAGAGGAT

LRRK2

(rs1491923)

Forward ACTTCGGGTGTCCTCATAGC 555 bp

Reverse CCCTCTTTCCCAACACACAT

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTT
TGGCTTTTAGGAATC

SNCA

(rs356219)

Forward TGATGTTTGCACATTCATGC 310 bp

Reverse TGCTCCTTTGAGCCACTGTA

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTCAAACACAAAATTCCA

PDXK

(rs2010795)

Forward GAGGAGTAAGTGCCCCCATC 184 bp

Reverse CCTGTGAGGTCTTGGGAATC

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTAAGCCTTATCCAGCACC

PITX3

(rs3758549)

Forward GATGCCCACCTGTTTTCACT 356 bp

Reverse CGGATGGTCTTTGGATGTCT

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTCTGGAAGTGAGAATG

LINGO1

(rs9652490)

Forward GGGAGGAAGGAGGAGAAGAA 396 bp

Reverse CTGGAAGTCTCACCCAGGAG

SNaP TTTTTTTTTTTTTTTTTTGCAGAGTGAAGCTAGGC

Anhang 5 zu Kapitel 2.2.3 auf Seite 56: Sequenzen der PCR- und SNaPshot-Primer fur
die Genotypisierung von HLA, GAK, STK39, MAPT-H1C, MAPT, LRRK2, SNCA,
PDXK, PITX3, LINGO1. Die SNaPshot-Primer wurden mit einem unterschiedlichen
Poly-T-Schwanz versehen, um sie im Sequenzierer besser differenzieren zu kénnen.
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cacagaggca gcatactctc caagtgtagc tttctctttt catgttcatt 3687381
attcccttgg tgttggttat tctcaatgtc aatcataaca gaacatcttc 3687431
cataataaca gtcccaattt aaggagcatt aagataaaag gtggaattgc 3687481
caaggtcaat ccagacgaga accttctcat agaggtaacc accgtgtggg 3687531
tttggatgct gggaagcagg gggactatga cgctacaagg tctcagtctt 3687581
aatttttgga gtacttcagt ccccaggtat attttccata gatttggccc 3687631
ttaaataaag agaagcttct gactctaaaa tgtaaacagt gcttgttaca 3687681
gtcttgttga tatattaaga aattactcac cttatctcat ttaatcttaa 3687731
aaacaaaccc ctgacaggat caaaaccaca gcagggctac ataataggaa 3687781
aactatacat aaataggtag aataatctgc tcaggatcac taggtaagtt 3687831
gctgaataag aattcaagat gtttttgatc ccagagttta aaacccaacc 3687881
tttcaaacag cgtttctttc ttcttagagt acaatgttct gagaaagaga 3687931
tcctctggaa ttctggccta agtgtattta atgcccgggt aaagaaagtg 3687981
agagaacatt tctctttagg ggctgctgct ggatttctaa aaagaaaata 3688031
atttctcagc tagtaacatg gagccaaaca acagcttcac aagactctgg 3688081
Anhang 6 zu Kapitel 2.2.4 auf Seite 56: Auszug aus der genomischen Referenz-

sequenz von HLA

(NM_019111).

Hervorgehoben und schraggestellt sind die

Anlagerungsstellen der PCR-Primer F und R, sowie einfach hervorgehoben die
Anlagerungsstelle des SNaPshot-Primers fur den SNP rs3129882.

Die Nummern stehen flr die Positionsangabe, Zahlenangabe einfach durch-
nummeriert. Grofe Buchstaben stehen fiir Exon-Regionen, kleine Buchstaben fir
Intron-Regionen.

agccaagatc
cgtctcacca
agggcactgt
acaagcaaga
agtggcagga
ccgcatgctg
cttttattga
cgatcacgac
ggcctaggcc
agccttagac
cctgtaatcce
caggagttcg
aaaatacaaa
gctcaggagg
gcagtgagct
gactctatct

acgccattgce
aaaaaaaaag
gaatatttgg
ctcttggttg
aggccccatg
gccccatgtg
aaagagtctg
tcactgcagc
tcccagagtg
tgatcttaaa
cagcactttg
aaaccagcct
aactagctgg
ctgaggcagg
aagattgcac

Caaaaaaaag

actccagcecct
aaaagaaaaa
tactgactga
caagtttcag
tctccaaggt
tcctccgeag
gctctgtcge
cttgaactcc
ctgggacgac
agtagaccgg
ggaggccgag
gaccaacatg
gcatggtggc
agaatcactt
cactgcactc

tagaccctta

gggcaacaag agtaaatctc 922575
agaatgttct ggactgggtg 922525
cagttgcaga atcatgtggt 922475
aaaccctccc aggtgggctc 922425
gggctcagtg gcaggggagg 922375
ggtacacttg agatcatttt 922325
ccatgttgag tgcagtggag 922275
tgggcctacg tgatcccecct 922225
aggcatgaga taatgtgccc 922175
gccgggcacg acggctcacg 922125
gtgggcagat cacccgaagt 922075
gcaaaacccc atctctactg 922025
gcgtgcctgt aatcccagct 921975
gaacctggga ggtggaggct 921925
cagcctggac gacagagcga 921875
ggttgctgtg gcgagccage 921825
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cttgtagccg accctcttcec cacataggac ttgtgactga gggcaccage 921775
ctctgaagct ccgtgctgtt ctcttggcca tgtgactgag ggcaccagece 921725
tctgcagctc tgtgctgttc tcttagccac cagggttctg tcatccttge 921675
ttctttgtac ctctcctgga cccagagecct gaagtgcggt ggctgecgcte 921625
acccagggag gggtgcgggg cctgcgctca cccagggagg ggtgcgggge 921575
agtgcagagc gcaggtaagc agggaggggt gcggggcagt gcagagcgca 921525
ggtaagcagg gaggggtgcg gggcagtgcg gagggcaggt gagcggggag 921475
gggtgcgggg cagtgcggac tacaggtgag cggggagggg tgcggggcag 921425
tgcggactgc aggtgagccg ggaggggtgc ggggcagtgc ggactgcagg 921375
tgagccggga ggggtgcggg gcagtgcgga ctgcaggtga gccgggaggg 921325
gtgcggggca gtgcggaccg caggtgageg gggaggggtg cggactgcag 921275
gtgagccggg aggggtgcgg ggcagtgcgg actgcaggtg agcggggagg 921225
ggtgcggggc agtgcggact gcaggtgagc cgggaggggt gcggggcagt 921175
gcggactgca ggtgagcggg gaggggtgcg gggcagtgcg gactgcaggt 921125
gagccgggag gggtgcgggg cagtgcggac tgcaggtgag cggggagggg 921075
tgcggggcag tgcggagcgc aggtgagccg ggaggggtgt ggggcagtge 921025
ggagggcagg tgagccggga ggggtgcggg gcagtgcgga ctgcaggtga 920975
gccgggaggg gtgcggggca gtgcggagcg caggtgagcc gggaggggtg 920925
tggggcagtg cggactgcag gtgagcgggg aggggtgcgg ggcagtgcgg 920875
actgcaggtg agcgggaagg ggtgcggggc agtgcggagc gcaggtgagce 920825
ggggaggggt gcggggcagt gcggagcgct ggtgagccgg gaggggtgeg 920775
gggcagtgcg gagcgcaggt gagcggggag gggtgcgggg cagtgcggag 920725
cgctggtgag ccgggagggg tgcggggcag tgcggagcgc aggtgagegg 920675
ggtggggggg gttgcggggc agtgcggagc gcaggtgagc tgggaggggt 920625
gcggggcagt gcggagcgca ggtaagcagg gtctctgggg cttggttagt 920575
tggttctagg tcatcaggcc tgtgaggccc agattctgcc acagagtage 920525
Anhang 7 zu Kapitel 2.2.4 auf Seite 56: Auszug aus der genomischen Referenz-

sequenz von GAK (NM_005255).

Hervorgehoben und schraggestellt sind die

Anlagerungsstellen der PCR-Primer F und R, sowie einfach hervorgehoben die

Anlagerungsstelle des SNaPshot-Primers fir

den

SNP

Erlauterungen sind in der Legende von Anhang 6 ausgeflhrt.

tccagaatct
atcaaaaagt
ttatgcagcc
gagaaatgca
atggtgatca

agaaatagga

acaatgaact
gggcgaagga
aaaagacaca
aatgaaaacc
ttaaaaagtc

acacttttac

ccaacaaatt
tatgaacaga
tgaaaaaatg
acaatgagat
aggaaacaac

actgttggtg

tacaagaaaa
cacttctcaa
ctcatcatcg
accatctcac
aggtgctgga
ggactgtaaa
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aaacaacccc
aagaagacat
ctggctatca
accagttaga
gaggatgtgg

ctagttcaac

rs6599388. Weitere

169092806
169092756
169092706
169092656
169092606
169092556
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cattgtggaa gtcagtgtgg cgattcctca gggatctaga actagaaata 169092506
ccatttgacc cagccattcc attactgggt atatacccaa aggattataa 169092456
atcattctgc tataaagaca catgcacacg tatgtttatt gtggcactat 169092406
tcacagtagc aaagacttgg aaccaaccca gatgtccaac aatgatagac 169092356
tggattaaga aaatgtggca catatacacc atggaatact atgcagtcat 169092306
aaaaaaggat gagttcatgt cctttgtagg gacatggatg aagctggaaa 169092256
ccatcattct cagcaaacta ttgcagggac aaaaaatcaa acaccgcatg 169092206
ttctcactca taggtgggaa ttgaacaatg agaacacatg gacacaggaa 169092156
ggggaacatc acactctggg gcctgttgtg gggtgggggg aggggggagg 169092106
gatagcatta ggagaaatac ctaataccta atgttaaatg acgagttact 169092056
gggcgcagca caccaacatg gcacatgtat acatatgtaa cctgcacatt 169092006
gtacacatgt accctaaaac ttaaagtata ataataatta aaaaaaaaaa 169091956
aatcccaggc tcgtgattct gccctaattc agtattttct tccacttata 169091906
tcacattgtt tccttgttgg tggaaaggca gatgttagaa atattattga 169091856
ctcgggccgg ccgtggtgge tcagggacgc ctgtagtccc agcacttcag 169091806
Anhang 8 zu Kapitel 2.2.4 auf Seite 56: Auszug aus der genomischen Referenz-
sequenz von STK39 (NM_013233). Hervorgehoben und schraggestellt sind die

Anlagerungsstellen der PCR-Primer F und R, sowie einfach hervorgehoben die

Anlagerungsstelle des SNaPshot-Primers fir

den

SNP

Erlauterungen sind in der Legende von Anhang 6 ausgefihrt.

rs4668049. Weitere

TCTAAGTACA CCCTACTGCC TTGGAATCTG CTGAAGACCA AGCCCCTGCC 45641578
CCCAAGCCAT GGCAAAGAAG GAGGGAAGGA AGCAAAGGTG CCCAGCGGGG 45641628
ACAACTCGGG GAGGGGCGAG GTGCCCAGGG CCCAGGAAGG CCAAGCAGCA 45641678
TGTGGCAGGG CAGCATCAGG TGACTCCCAA GAAGGAATGA GGAGAGGATA 45641728
TGAGGAAAGA GCCACAGCAC AGAGGCCTGC TGTTAGGTCA GCGGAGACCA 45641778
CGGCCCATGG GACCTGGATC TACCCTTGAT GCTAACAATG TTCTTTGGGG 45641828
AAAAAATCTA TAATCACAAA GTTTCTGCAA CTGGACTGTA GTCATGGTTG 45641878
Anhang 9 zu Kapitel 2.2.4 auf Seite 56: Auszug aus der genomischen Referenz-

sequenz von MAPT (NM_001123066). Hervorgehoben und schraggestellt sind die
Anlagerungsstellen der PCR-Primer F und R, sowie einfach hervorgehoben die

Anlagerungsstelle des

SNaPshot-Primers

fir den

SNP

Erlauterungen sind in der Legende von Anhang 6 ausgeflhrt.

Abi Prism 3100 Genetic Analyzer

Applied Biosystems

rs393152.

Weitere

Cellstar® Tubes

Greiner bio-one, (50ml)

Combitips® plus fur Multipette

Eppendorf (0,1ml; 0,2ml; 0,5ml; 1ml)

Digitales pH-Meter

Schott

Einfachpipetten Gilson pipetman, (P2; P10; P20; P100;
P200; P1000)
Einfachpipetten Eppendorf, Research plus, (2,5; 10;

20; 100; 200; 1000)
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Eismaschine ZBE

Ziegra Eismaschinen

Erlenmeyer-Kolben

Schott Duran (300ml)

Erlenmeyer-Kolben

Simax, approx.vol., Chech Republic

(500ml)
Falkonstander Nalgene®
Feinwaage, Explorer® Pro Ohaus

Frischhaltefolie

Gefrierschrank -25°C

Liebherr Premium

Gefrierschrank -20°C

Dometic Medical Systems, MF280

Geldokumentationssystem

Vilber Lourmat

Gelelektrophoresekammern

Peqlab Biotechnologie GmbH

Kdhlschrank Bosch

Kdhlschrank Dometic Medical Systems, ML 402
5°C

Latexhandschuhe Hygrip®, Micro-touch®, Ansell

Magnetruhrgerat MR3000 Heidolph Instruments

Magnetruhrstabchen neoLab®

Mehrkanalpipette Eppendorf Research® (0,5-10ul, 10-
100ul)

Mikrowellenherd Panasonic

Multipette® plus

Eppendorf, Hamburg, Germany

Nanodrop Spectrophotometer ND1000

Peqlab Biotechnologie GmbH

Nitrilhandschuhe Safeskin Purple
Nitrile

Kimberly Clark

Parafiim®M

Pechiney, Plastic Packaging, Chicago

PCR-Plattenstander

PCR-Platten semi-skirted (96-well)

Brand GmbH+ Co KG Wertheim,

Germany
PCR-Verschlussmatten Brand GmbH+ Co KG Wertheim,
(Plattensepten) Germany

Pipettenspitzen

Greiner (0,5-10pl; 2-200ul; 100-
1000ul)

Pipettenspitzen

Premium Tips, Biozym (10ul; 20pl;
100pl; 200ul; 1000pl)

Platten (96-well) fUr Sequenzierer

Thermo Scientific

Plattensepten fur Sequenzierer

Applied Biosystems

Plexiglaskamme 16well; 24well
(1,5mm)

Peqlab Biotechnologie GmbH

Reaktionsgefalle, eppendorf Tubes

Eppendorf (0,5ml; 1,5ml; 2ml)

Spannungsquelle E835 (300 V - 500
mA)

Consort
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Spectrafuge™ Mini Centrifuge

Labnet International, Woodbridge, NY

Stabpipetten

Costar® (5ml; 50ml)

Summit-Analysewaage

Denver Instrument, SI-234

Thermo-Cycler DNA-Engine DYAD™

Bio-Rad

Thermomixer comfort

Eppendorf

Tubes-Stander

UV-Tisch

Vilber Lourmat

Varispenser®

Eppendorf

Vortex Genie 2 (Model No G-560E)

Scientific Industries, Bohemia N.Y .,
11716 USA

Waage Explorer®

Ohaus

Zentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg, Germany

8er-Tube-Strips 0,2ml und Deckel

Peqlab Biotechnologie GmbH

Anhang 10 zu Kapitel 2.2.5 auf Seite 56: Verbrauchsmaterialien, Gerate und Hilfsmittel

mit deren Hersteller.

Gene Mapper Version 3.5

Applied Biosystems

Sequencing Analysis

Applied Biosystems

Anhang 11 zu Kapitel 2.2.6 auf Seite 56: Hard- und Softwaresysteme.
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Erklarung zum Eigenanteil

Im Rahmen einer Riskpanel-Studie fur LBD der Abteilung fir neurodegenerative
Erkrankungen des Universitatsklinikums und des Hertie-Instituts in Tubingen —
mit insgesamt 3789 Proben und 44 SNPs — handelt es sich bei dieser Arbeit um
ein Teilprojekt.

Fur die Hauptstudie wurde die Genotypisierung im Helmholtz-Institut in
Muanchen durchgefuhrt. Die SNPs wurden somit je nach ausgewabhlter,
optimaler methodischer Variante teilweise in Minchen mit dem MALDI-TOF
Verfahren  (Matrix  unterstitzte  Laser-Desorption/lonisation, = Massen-
spektrometrie mit Flugzeitanalysator; matrix assisted laser desorption/ionization
time of flight) genotypisiert, teilweise im Rahmen der SNaPshot-Reaktion im
Hertie-Institut in Tubingen bearbeitet. Die Nachbearbeitung und Auswertung
erfolgte jeweils im Hertie-Institut in TUbingen.

In diesem Teilprojekt wurde mit 567 Proben gearbeitet. Durch einleitend
geschilderte Beobachtungen bezlglich der Zusammenhange der Gene/Proteine
mit PD/LBD, wurde innerhalb der bereits genotypisierten, sowie der noch zu
bearbeitenden SNPs eine Auswahl bezlglich der in dieser Arbeit
beschriebenen SNPs getatigt. Dabei wurde aus Interesse der Kklinischen,
demographischen und biochemischen Zusammenhange auch auf das SNP
APOE zurlckgegriffen, welches im Rahmen eines anderen Teilprojektes, der
Dissertation von Johannes Georg Stirnkorb [207], ebenfalls bereits genotypisiert
und in anderem Kontext analysiert wurde.

Aufgrund dessen differieren die in der Fragestellung definierten und folgend
analysierten und diskutierten SNPs (APOE, STK39, HLA, BIP, GAK und
MAPT), teils von den 10 SNPs (MAPT-H1C, LRRK2, SNCA, HLA, MAPT,
PDXK, PITX3, LINGO1, GAK, STK39), welche in eigener Arbeit genotypisiert
wurden. Eine Auswahl der eigens genotypisierten SNPs wurde wiederrum in
einem anderen Teilprojekt der Riskpanel-Studie verwendet, u. a. hinsichtlich der
retrospektiv erfassten klinischen Daten analysiert und publiziert [208]. In der
genannten Publikation wurden keine relevanten Daten verodffentlicht, die sich

mit dieser Doktorarbeit Uberschneiden.
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Erklarung zum Eigenanteil

Methoden und Assays gehortem zum Standard der Arbeitsgruppe
,Neurodegeneration“ und konnten nach Einarbeitung durch Frau Ann-Kathrin
Hauser weitgehend selbststandig durchgefuhrt werden. Die Qualitat der Arbeit
und die Auswertung wurden wahrend allen Arbeitsschritten kontrolliert.

Arbeit der Promovendin Sarah Selina Dilger innerhalb dieses Teilprojektes:

Die eigene Arbeit im Rahmen dieses Teilprojektes bestand somit in der
Genotypisierung von 10 SNPs (MAPT-H1C, LRRK2, SNCA, HLA, MAPT,
PDXK, PITX3, LINGO1, GAK, STK39) der 567 Proben nach dem in Kapitel 2.4
beschriebenen Versuchsablauf.

AulBerdem erfolgte in Arbeitsteilung mit weiteren Mitarbeitern der Abteilung fur
Neurologie der Universitat Tubingen innerhalb der Riskpanel-Studie eine
retrospektive Erfassung wichtiger klinischer Daten der teiinehmenden Patienten
anhand von Arztbriefen.

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von Frau Dipl. Biol. Claudia Schulte
am Hertie-Institut TUubingen.

Herr Prof. Dr. Walter Maetzler war an der Konzeption des Teilprojektes
innerhalb der Riskpanel-Studie beteiligt, er hat die Arbeit betreut und das
Manuskript korrigiert.
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