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1 EINLEITUNG

James Parkinson beschrieb in seinem Essay aus dem Jahre 1817 eine
Erkrankung, die er als ,shaking palsy“, also Schuttellahmung, bezeichnete und
die seither seinen Namen tragt [133]. Morbus Parkinson wird heute als
klinikopathologisches Konstrukt angesehen, das sich uber klinische Symptome
in variabler Kombination von Akinese, Rigor, Tremor und Standunsicherheit
definiert. Neuropathologisch sind Betroffene charakterisiert durch eine
Degeneration hauptsachlich, aber nicht ausschlielich, dopaminerger Neurone
der Substantia nigra sowie einem daraus resultierenden Mangel an Dopamin in
den nigrostriatalen Projektionen [51]. Morbus Parkinson ist die nach Morbus
Alzheimer zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung mit etwa 150.000
Betroffenen alleine in Deutschland [32].

Es gibt neben dem Morbus Parkinson als haufigster Ursache eine Reihe
weiterer Erkrankungen, die zur Ausbildung eines Parkinson-Syndroms flihren

konnen und die in verschiedenen Gruppen zusammengefasst werden.

1.1 Klassifikation der Parkinson-Syndrome

Man unterscheidet die degenerativen Parkinson-Syndrome von denen, die
entweder im Rahmen anderer neurologischer Erkrankungen auftreten oder als
sekundar (symptomatisch) einzustufen sind [153]. Die degenerativen
Parkinson-Syndrome  werden  weiter in zwei Klassen unterteilt:
Synukleinopathien und Tauopathien. Sie sind jeweils charakterisiert durch die
Bildung von Proteinaggregaten, die als Hauptbestandteil entweder a-Synuklein
oder das mikrotubuliassoziierte Protein Tau (MAPT) enthalten. Zu den
Synukleinopathien gehéren das idiopathische Parkinson-Syndrom (Morbus
Parkinson), die Multisystematrophie (MSA) und die Demenz mit Lewy-
Korperchen (DLB). Tauopathien umfassen die Progressive Supranukleare
Blickparese (PSP) und die Kortikobasale Degeneration (CBD). Aufgrund

zusatzlicher Symptome, dem generell schlechteren Ansprechen auf L-
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Dopa und der rascheren Krankheitsprogression, werden PSP, MSA, DLB und
CBD als atypische Parkinson-Syndrome bezeichnet [97, 99].

Parkinsonismus tritt bei einer Vielzahl weiterer neurologischer Erkrankungen
auf und steht dabei mitunter nicht im Vordergrund der Symptomatik, spielt aber
bei differentialdiagnostischen Uberlegungen eine Rolle [153].

Sekundaren (symptomatischen) Parkinson-Syndromen wiederum liegen
ursachlich primar nicht-neurologische Stérungen zu Grunde. Sie haben toxische,
metabolische oder (para)infektiose Ursachen [96, 153]. Tabelle 1 fasst das

eben Gesagte mit Angabe einer Auswahl von Beispielen zusammen.
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Tabelle 1: Uberblick iiber die Klassifikation der Parkinson-Syndrome

Degenerative

Parkinson-Syndrome

Sekundare Parkinson-

Parkinson-Syndrome im Rahmen anderer Syndrome
Erkrankungen, z.B. bei
Synukleinopathien e M. Huntington toxisch
e idiopathisches e Spinozerebellare e MPTP
Parkinson- Ataxie e Kohlenmonoxid
Syndrom e Frontotemporale e Paraquat
(M. Parkinson) Demenz e Mangan

e Multisystematro-
phie (MSA)

e Demenz mit
Lewy-Korperchen
(DLB)

Tauopathien
e Progressive
Supranukleare
Paralyse (PSP)
e Kortikobasale
Degeneration
(CBD)

e M. Alzheimer

metabolisch
e Hypothyreose
e Hypoparathyreoi-
dismus
e Hamochromatose
e M. Wilson

medikamenteninduziert
e Antidopaminergika
e Ca-Kanal-Blocker
e Lithium

¢ a-Methyl-Dopa

MPTP = 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

1.2 Diagnose atypischer Parkinson-Syndrome

Da sich die charakteristischen Symptome der jeweiligen atypischen Parkinson-

Syndrome oftmals erst nach einigen Jahren im Krankheitsverlauf auspragen,

fallt die Diagnose vor allem zu Beginn der Erkrankung meist schwer, ist jedoch

immens wichtig, da sich die Prognose und die Behandlung der verschiedenen
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Erkrankungen grundlegend voneinander unterscheiden. Atypische Parkinson-
Syndrome weisen im Gegensatz zum Morbus Parkinson einen schwereren und
kirzeren Krankheitsverlauf mit haufigeren Komplikationen auf [7, 119, 120, 188,
192]. Das Fehlen biochemischer Marker sowie eindeutiger neuroradiologischer
oder genetischer Veranderungen bei einer Vielzahl der Patienten fuhrt dazu,
dass die Diagnose der verschiedenen Syndrome rein klinisch gestellt werden
muss [96, 99]. Auch wenn sich im Bereich der apparativen Diagnostik rapide
Fortschritte ergeben haben, so sind Fehldiagnosen mit all ihren fatalen
Konsequenzen haufig.

Im Folgenden wird naher auf die beiden atypischen Parkinson-Syndrome MSA

und PSP eingegangen.

1.3 Multisystematrophie (MSA)

1.3.1 Definition

Die Multisystematrophie ist eine progrediente degenerative Erkrankung des
zentralen und autonomen Nervensystems. Die Bezeichnung MSA wurde 1969
von Graham und Oppenheimer eingefiihrt [59]. Sie hatten diesen Uberbegriff fiir
eine neurologische Erkrankung vorgeschlagen, die zuvor je nach klinischem
Erscheinungsbild mit vorherrschendem Parkinsonismus, zerebellarer Storung
oder autonomem Versagen entweder als Striatonigrale Degeneration (SND),
Olivopontozerebellare Ataxie (OPCA) oder Shy-Drager-Syndrom (SDS)
bezeichnet wurde [189]. Die spatere Entdeckung von glialen zytoplasmatischen
Einschlissen in Oligodendrozyten [1, 28, 131] bei MSA-Patienten erlaubte die
Definition der Multisystematrophie als klinikopathologische Entitat [186].

1.3.2 Kiinik

Zu den Hauptsymptomen der Multisystematrophie gehdren autonomes
Versagen, Parkinsonismus, zerebellare Ataxie und Pyramidenbahnzeichen [15,
52, 140]. Diese konnen in verschiedenen Variationen und Kombinationen
auftreten. Klinisch werden zwei motorische Erscheinungsformen, MSA-P und
MSA-C, unterschieden. Bei MSA-P steht das Parkinson-Syndrom, bei MSA-C
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die zerebellare Ataxie im Vordergrund der Symptomatik [52, 140]. Dabei kann
es zu Uberschneidungen in der klinischen Prasentation der beiden Subtypen
oder auch zum Ubergang von einem eher zerebellaren zu einem Parkinson-
gepragten MSA-Typen kommen [202]. Bei Kaukasiern tritt MSA-P insgesamt
zwei- bis viermal haufiger auf als MSA-C [14, 22, 31, 52, 140, 187].

Das Parkinson-Syndrom bei MSA-Patienten ist durch progrediente
asymmetrische [189] Akinese und Rigiditat gekennzeichnet. Ein irregularer und
ruckartiger posturaler oder Intentionstremor kann zur Symptomatik
hinzukommen [52]. Obwohl gelegentlich Ruhetremor beobachtet wird,
unterscheidet sich dieser bei MSA meist deutlich vom klassischen Pillendreher-
Tremor des idiopathischen Parkinson-Syndroms [186].

Autonome Dysfunktionen sind haufig und gehen mit Beeintrachtigungen der
Blutdruckregulation sowie urologischen Symptomen einher [6, 140]. Urogenitale
Beschwerden finden sich bei bis zu 96% der MSA-Patienten. Bei fast allen
mannlichen Betroffenen kommt es frih im Krankheitsverlauf zu erektiler oder
ejakulatorischer Dysfunktion [77, 140].

Zerebellare Ataxie auliert sich neben Gang- und Gliedmalienataxien auch in
Okulomotorikstorungen mit Nystagmus und sakkadierter Blickfolge [55] sowie
Dysarthrie [52, 202], kann durch das begleitende Parkinson-Syndrom jedoch
maskiert sein.

Mitunter werden Pyramidenbahnzeichen im Sinne von Hyperreflexie, positivem
Babinski-Reflex und Spastik der Extremitaten beobachtet [189].

Des Weiteren kann es zu einer charakteristischen Veranderung der Stimme
kommen [140]. Eine ausgepragte Fehlhaltung des Kopfes in Form eines
dysproportionalen Antecollis findet sich bei einem Teil der Patienten. Ist der
gesamte Korperstamm von einer Lateraldeviation betroffen, spricht man hierbei
vom Pisa-Syndrom [25]. Inspiratorischer Stridor kann auftreten und eine

Beatmung notwendig machen.

1.3.3 Neuropathologie

Seitens des neuropathologischen Erscheinungsbildes ist MSA charakterisiert

durch neuronalen Zelluntergang und Gliose in manchen oder allen der



Einleitung

folgenden Strukturen: Putamen, Nucleus caudatus, Globus pallidus, Locus
coeruleus, Substantia nigra, pontine Nervenkerne, zerebellarer Kortex, inferiore
Oliven, intermediolaterale Strange des Myelon sowie Nucleus Onuf im
Sakralmark [15, 29, 84, 202]. Typischerweise finden sich gliale
zytoplasmatische Einschlisse (GCI) in den Oligodendrozyten, die neben

Ubiquitin und Tauprotein auch a-Synuklein enthalten [183, 187].

1.3.4 Diagnostik

Zur Kklinischen Diagnose der MSA werden die von Gilman et al. 1999
formulieten und im Material und Methoden-Teil beschriebenen
Konsensuskritierien verwendet [55].

Apparative zusatzdiagnostische MalRnahmen wie autonome Funktionstests,
Sphinkter-EMG und bildgebende Verfahren kdnnen laut Konsensuskonferenz
zur Unterstutzung der Diagnose und zum Ausschluss anderer Erkrankungen
eingesetzt werden. Vor allem die Bildgebung gewinnt durch den raschen
technischen Fortschritt der radiologischen Diagnostik zunehmend an
Bedeutung.

Insgesamt qilt, dass die apparative Zusatzdiagnostik zum gegenwartigen
Zeitpunkt hilfreich bei der Unterscheidung zwischen idiopathischem und
atypischem Parkinson-Syndrom ist, eine Differenzierung atypischer Parkinson-

Syndrome untereinander aber nicht erlaubt [67, 150, 152].

1.3.5 Epidemiologie

Epidemiologische Studien ermittelten fir die MSA eine Pravalenzrate von 2,4
bis 4,9/100.000 und eine Inzidenz von 0,6 bis 3/100.000 [14, 20, 151] pro Jahr.
Manner und Frauen sind gleichermalden von der Erkrankung betroffen, die sich
in der Regel im 6. Lebensjahrzehnt manifestiert und progredient bis zum Tod
etwa 9 Jahre nach Krankheitsbeginn fortschreitet. Bezlglich der
Lebenserwartung gibt es jedoch eine gro3e Variationsbreite. So werden
mitunter Uberlebenszeiten von bis zu 18 Jahren berichtet [81, 189]. Mehr als
50% der Betroffenen weisen 5 Jahre nach Beginn der Erkrankung ausgepragte

korperliche Behinderungen auf. Die Todesursache sind letztlich meist
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plotzlicher Herzkreislaufstillstand, rezidivierende Harnwegsinfekte und deren
Folgen oder Pneumonien, die durch wiederholte Aspirationen verursacht
werden [130].

1.3.6 Therapie

Die Multisystematrophie kann nicht kausal behandelt werden und endet immer
letal. Das therapeutische Vorgehen orientiert sich daher an den klinischen
Symptomen und deren Einfluss auf die Lebensqualitat.

Die symptomatische Therapie der orthostatischen Hypotonie bei MSA-Patienten
beinhaltet medikamentdse und nichtpharmakologische Strategien. Die Anzahl
der Medikamente, deren Nutzen bei MSA-Patienten ausreichend untersucht
wurde, ist jedoch denkbar begrenzt [73, 105, 198].

Das Parkinson-Syndrom bei MSA-Patienten spricht bedeutend schlechter auf
die Therapie mit L-Dopa an als dies beim idiopathischen Parkinson-Syndrom
der Fall ist. Nur etwa 30% der Betroffenen profitieren von einer Therapie, die
Wirksamkeit lasst schnell nach. Als Nebenwirkung treten Dyskinesien auf, die
im Unterschied zu Morbus Parkinson hauptsachlich orofazial lokalisiert sind [11]
und bei symmetrischer Auspragung mitunter an den Risus sardonicus bei
Tetanus erinnern [190]. Auch Dopaminagonisten helfen nur wenigen MSA-
Patienten [87].

Medikamente wie Desmopressin oder Oxybutinin kdnnen die Miktionsfrequenz
senken und die Dranginkontinenz lindern. Restharnbildung kann einen
Blasenkatheter erforderlich machen. Die erektile Dysfunktion spricht u.a. auf
Sildenafil an [69].

1.4 Progressive Supranukleare Blickparese (PSP)

1.4.1 Definition

Die Progressive Supranukleare Blickparese (PSP, auch Steele-Richardson-
Olszewski-Syndrom) ist eine progrediente neurodegenerative Erkrankung, die
1963 von Richardson zum ersten Mal als klinikopathologische Entitat vor der

Amerikanischen Gesellschaft fur Neurologie beschrieben wurde [142]. Die
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Erkrankung zeichnet sich durch besondere neuropathologische Veranderungen

im Gehirn und oft charakteristische klinische Symptomkomplexe aus.

1.4.2 Kilinik

Zu den Hauptsymptomen der PSP gehodren eingeschrankte Mobilitat mit
gehauften Sturzereignissen, Parkinsonismus, Probleme mit dem Sehen,
Demenz und bulbare Symptome [120].

Das Parkinson-Syndrom wird in variabler Auspragung bei 95% aller Betroffenen
beobachtet und ist gepragt von symmetrisch verteilter Bradykinese und Rigiditat
vor allem der axialen Muskulatur. Ein feinschlagiger posturaler Tremor kann
vorkommen. Der flr das idiopathische Parkinson-Syndrom charakteristische
Pillendreher-Tremor findet sich nur selten. Das Zusammenspiel von
Parkinsonismus und Standunsicherheit schrankt die Mobilitat der Patienten frih
ein [9, 120, 185].

Nahezu alle PSP-Patienten zeigen im Laufe ihrer Erkrankung eine
Verlangsamung der vertikalen Blicksakkaden, aus der sich eine vertikale
Blickparese entwickelt [185]. Eine Apraxie der Lidéffnung kann die Patienten
funktionell erblinden lassen [120]. Die Kombination von fazialer Dystonie und
einer Uberaktivierung des Nervus frontalis verleiht den Betroffenen einen
charakteristischen, starrenden Gesichtsausdruck [95] .

Bulbare Symptome entwickeln sich frih im Krankheitsverlauf und kénnen neben
extrapyramidalen auch spastische Komponenten aufweisen [15]. Zu Beginn der
Erkrankung unter Umstanden in der Auspragung noch sehr subtil, betreffen
kognitive Stérungen im Verlauf viele PSP-Patienten. Beeintrachtigungen des
Frontallappens  manifestieren  sich  in  Persoénlichkeitsveranderungen,
Vergesslichkeit, depressiven Verstimmungen, Apathie oder Angststorungen.
Eine Uberdies fakultativ vorhandene subkortikale Demenz aufert sich in
verlangsamter verbaler Ausdrucksfahigkeit, eingeschranktem abstraktem

Denken und gestoértem Planen und Ausflhren von Tatigkeiten [38, 185].
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1.4.3 Neuropathologie

Makroskopisch zeigt sich haufig eine Atrophie frontaler Hirnabschnitte, wobei
das Gesamtgewicht des Gehirns mitunter normal sein kann. Oft fallen Atrophien
des Mittelhirns, vor allem des Tectums und des Pedunculus cerebellaris
superior, auf. Der dritte Ventrikel und der Aquadukt kdnnen vergro3ert sein. Die
Substantia nigra weist Pigmentverlust auf [38]. Der mikroskopische Befund
beinhaltet neuronalen Zelluntergang, Gliose und Ansammlung von Tau-Protein
in den Basalganglien, dem Diencephalon sowie dem Hirnstamm [38, 74, 94,
167]. Sowohl der zerebrale als auch der zerebellare Kortex sind von

pathologischen Veranderungen weitestgehend verschont [38].

1.4.4 Diagnostik

Die Diagnose der PSP erfolgt ausschlieRlich klinisch, wobei Labortests und
bildgebende Verfahren helfen kdnnen, andere Erkrankungen auszuschliel3en
[17, 95]. 1995 definierten das ,National Institute of Neurological Disorders and
Stroke“ (NINDS) und die ,Society for PSP* (SPSP) klinische Diagnosekriterien
fur die PSP, die im Material und Methoden-Teil aufgefihrt werden [99].

Seitens der apparativen Diagnostik haben sich vor allem Fortschritte im Bereich
der radiologischen Verfahren ergeben. Der Nachweis charakteristischer
Veranderungen neuronaler Strukturen mittels MRT gelingt jedoch erst spat im
Krankheitsverlauf, was den Nutzen in der Diagnosefindung, die sich ja vor allem

zu Beginn der Erkrankung als am schwierigsten erweist, deutlich limitiert.

1.4.5 Epidemiologie

Die durch epidemiologische Studien ermittelte Pravalenz der PSP ist im Laufe
der Jahre kontinuierlich nach oben korrigiert worden und wird von einigen
Autoren weiterhin als unterschatzt angesehen [18]. Anfanglich ging man von
etwa 1,39 Fallen pro 100.000 Menschen aus [58], neuere Studien ergaben
jedoch Pravalenzraten von bis zu 6,5 Fallen pro 100.000 Menschen [121, 151].
Deutlich héher noch soll die altersangepasste Pravalenz liegen. Das mittlere
Erkrankungsalter der Patienten betragt zwischen 60 und 65 Jahre [17]. Ein

zunachst postuliertes haufigeres Auftreten der Erkrankung bei Mannern [14,
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167] konnte nicht bestatigt werden [17, 120]. Die mittlere Uberlebenszeit betragt
etwa 7 Jahre, wobei auch bedeutend langere Krankheitsverlaufe mit bis zu
11 [9] bzw. 16 Jahren [94] vorkommen sollen. Die Patienten versterben letztlich

meist an Komplikationen der Erkrankung, allen voran an Pneumonien [58, 94].

1.4.6 Therapie

Es gibt fir PSP bis zum heutigen Tag keine kausale Therapie. Sie kann weder
geheilt, noch kann das Fortschreiten der Erkrankung gebremst werden [206].
Erfolglos wurde versucht, den durch die multifokale Pathologie der Erkrankung
verursachten Mangel an verschiedenen Neurotransmittern medikamentds zu
substituieren [18]. Die Therapie der PSP bleibt folglich auf rein palliative

MaRnahmen beschrankt.

1.5 Genetik des Parkinson-Syndroms

Seit der Erstbeschreibung vor anndhernd 200 Jahren sind viele Theorien Uber
die Atiologie des Parkinson-Syndroms aufgestellt worden. Zunachst sprach
grundsatzlich  wenig fur eine genetische Komponente in der
Krankheitsentstehung, da zwar der Zusammenhang zwischen Umweltfaktoren
oder infektiosen Ursachen und dem Auftreten der Erkrankung beobachtet
wurden, Zwillingsstudien jedoch keine Uberzeugenden Konkordanzraten
erbrachten [175, 197]. Trotz dieser wenig verheillungsvollen Ausgangslage sind
in den letzten 10 Jahren Mutationen in verschiedenen Genen als Ursache von
erblichen Varianten des Parkinson-Syndroms identifiziert worden [88, 137, 181,
209]. Insgesamt ist aber nur ein geringer Prozentsatz der Erkrankungsfalle auf
Veranderungen in den bekannten Parkinson-Genen zurtckzufihren [80]. Die
genaue Beziehung dieser meist familidaren zu den viel haufiger auftretenden
sporadischen Fallen ist zurzeit noch unbekannt. Da es jeweils zu nigrostriataler
Degeneration kommt, kann ein ahnlicher zugrunde liegender Patho-
mechanismus angenommen werden [61]. Die Entdeckung solcher Gene hat
das Wissen uber die klinischen, morphologischen und pathologischen
Veranderungen beim idiopathischen Parkinson-Syndrom extrem erweitert.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick (iber die bisher bekannten Loci. Im Anschluss
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wird auf die 5 bisher als sicher pathogen geltenden Parkinson-Gene

eingegangen, wobei besonderes Gewicht auf LRRK2 gelegt wird.
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1.5.1 Eigenschaften monogenetischer Formen des idiopathischen
Parkinson-Syndroms

Etwa 10 - 15% der Patienten mit dem typischen klinischen Bild des
idiopathischen Parkinson-Syndroms weisen eine Familienanamnese auf, die mit
einem mendelschen Erbgang vereinbar ist. Meistens beginnt die Erkrankung
bei diesen Patienten friher als bei sporadischen Fallen, wobei es in der Regel
keine signifikanten Unterschiede im klinischen Erscheinungsbild und der
Auspragung der Symptome gibt [51].

Mit a-Synuklein und LRRK2 sind mindestens zwei Gene bekannt, in welchen
Mutationen zu einem Parkinson-Syndrom mit autosomal-dominantem Erbgang
fuhren. Parkin-, PINK1- und DJ-1-Mutationen hingegen kdénnen mit einem
autosomal-rezessiv vererbten Parkinson-Syndrom in Verbindung gebracht
werden. Autosomal-dominante Parkinson-Syndrome zeichnen sich durch den
Neugewinn einer Funktion von Genprodukten aus (sog. gain-of-function-
Mechanismus), wahrend die autosomal-rezessiv vererbten Formen zu einer
Reduktion in der Funktion der jeweiligen Proteine fuhren (sog. loss-of-function-

Mechanismus) .

1.5.1.1 PARK1/4: a-Synuklein

a-Synuklein war das erste Gen, das vor mehr als 10 Jahren eindeutig mit
familiaren Formen des idiopathischen Parkinson-Syndroms in Verbindung
gebracht werden konnte [137]. Zusatzlich zu 3 entdeckten Punktmutationen [83,
137, 207] wies man bei einigen Familien mit autosomal-dominant vererbtem
Parkinson-Syndrom Duplikationen und Triplikationen des Wildtypengens nach
[123, 160]. Ein Vergleich der Befunde von Familien mit a-Synuklein-
Duplikationen und -Triplikationen legt eine direkte Relation der Gendosis zum
Erkrankungsbeginn, der Erkrankungsdauer sowie der Schwere des Verlaufes
nahe [104].

Auch wenn a-Synuklein-Mutationen insgesamt nur sehr selten auftreten [8, 41],
so war ihre Entdeckung dennoch flr die Erforschung der Pathogenese des
Parkinson-Syndroms von auf3erordentlicher Bedeutung. So erkannte man, dass

das vom a-Synuklein-Gen kodierte Protein einen Bestandteil der Lewy-
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Korperchen darstellt, also jener Strukturen, die schon seit beinahe 100 Jahren
als das neuropathologische Kennzeichen von sporadischen und familiaren
Parkinson-Syndromen schlechthin gelten. Dieser Umstand, zusammen mit der
Beobachtung, dass die Aggregationstendenz von a-Synuklein durch
Veranderungen in der Aminosauresequenz zunehmen soll [165], legen eine
Rolle von akkumuliertem a-Synuklein in der Entstehung des idiopathischen
Parkinson-Syndroms nahe, auch wenn bis heute noch nicht geklart ist, worin
der neurotoxische Effekt dabei begriindet ist [51].

a-Synuklein wird ausgesprochen stark in Neuronen exprimiert und soll dort eine
Funktion in der Reifung prasynaptischer Vesikel ausuben und somit die
Ausschittung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt mitregulieren
[182]. Des Weiteren soll ihm eine Rolle bei Lernprozessen, der synaptischen
Plastizitdt und der Dopamin-Synthese zukommen [104, 156]. Warum a-
Synuklein-Mutationen ausgerechnet dopaminerge Zellen schadigen, ist
ungeklart [51].

1.5.1.2 PARK2: Parkin

Parkin gehort zur Gruppe der RING-Finger-Proteine und fungiert wie andere
Proteine dieser Klasse als E3 Ubiquitinligase [155]. Durch die Markierung
missgefalteter Proteine mit Ubiquitin spielt es eine Rolle bei deren Degradation
durch Proteasomen. Mutationen im Parkin-Gen fuhren zu einem autosomal-
rezessiv vererbten Parkinson-Syndrom, das sich vor allem bei jungen
Menschen manifestiert [78]. Die Patienten zeichnen sich neben dem frihen
Erkrankungsalter durch gutes Ansprechen auf L-Dopa und ein allgemein
langsameres Fortschreiten der Erkrankung aus [102]. Mehrere physiologische
Substrate von Parkin sind identifiziert worden, wobei deren Akkumulation
neurotoxische Wirkung haben soll [31]. DarUber hinaus wurde postuliert, dass
Parkin noch weitere Funktionen, u.a. bei intrazellularen Signalpfaden, ausibt [2].
Man kennt inzwischen mehr als 100 verschiedene Parkin-Mutationen, darunter
mehr als 50 Punkmutationen, Duplikationen, Deletionen sowie ganze
Umstrukturierungen von Exons. Die verschiedenen Arten von Mutationen im

Parkin-Gen scheinen dabei zu unterschiedlichen neuropathologischen
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Veranderungen fuhren zu konnen, mit zum Teil selektivem Verlust der
dopaminergen Neurone der Substantia nigra ohne Auftreten von Lewy-
Korperchen [139]. Insgesamt sollen Parkin-Mutationen fur etwa 50% der
familiaren und etwa 70% der sporadischen, vor dem 20. Lebensjahr
auftretenden Parkinsonfalle verantwortlich sein [108, 112, 135]. Beispiele von
lediglich heterozygoten Parkin-Mutationstragern, die dennoch Parkinson-
symptome entwickelten, sind beschrieben worden [40, 138] und haben zur
Vermutung geflhrt, dass hierbei Haploinsuffizienz [173] das Risiko flir die

Entstehung eines Parkinson-Syndroms steigern konnte.

1.5.1.3 PARK 6: PINK1, Phospatase- und Tensin-induzierte Kinase 1

Mutationen im PINK71-Gen fuhren, ahnlich wie Parkin-Mutationen, zu fruh
beginnendem Parkinson-Syndrom, scheinen aber mit 1 - 2% der Falle deutlich
seltener vorzukommen [62, 143, 144, 181]. PINK 1 ist ein in den Mitochondrien
lokalisiertes Protein, das sich Uberall im Gehirn nachweisen lasst [49] und
neuroprotektive Wirkung haben soll [23, 132, 203]. Die meisten bisher
bekannten Mutationen finden sich innerhalb der Serin/Threonin-Kinase-Domane
des Proteins und sollen eine Herunterregulierung der Kinaseaktivitat zur Folge
haben [157, 158]. Obwohl bisher noch kein Substrat der PTEN-Kinase 1
identifiziert worden ist, geht man davon aus, dass hauptsachlich mitochondriale
Proteine von ihr phosphoryliert und somit in ihrer Funktion modifiziert werden
[79]. Einige der getesteten Mutationen sollen zu einem Abnehmen
mitochondrialen Membranpotentials unter Stresssituationen fuhren [3]. Der
besondere Effekt von PINK1 auf die Funktion von Mitochondrien konnte mittels
Knockout-Modellen im Tierversuch demonstriert werden, bei denen Defekte in

der mitochondrialen Morphologie beobachtet worden sind [23].

1.5.1.4 PARK 7: DJ-1

DJ-1-Mutationen stellen eine seltene Ursache fur autosomal-rezessiv vererbten
Parkinsonismus dar [12, 64, 65]. Es wird angenommen, dass sich nur 1% der
Parkinson-Syndrome mit frihem Krankheitsbeginn durch Mutationen in DJ-1

erklaren lassen [24, 101]. Das klinische Bild mit Beginn der Erkrankung in
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jungen Lebensjahren und langsamem Voranschreiten der Symptome ahnelt
dem anderer rezessiver Parkinson-Syndrome [51]. Bisher sind nur wenige
Mutationen in diesem Gen beschrieben worden [12, 64, 65]. Die normale
Funktion von DJ-1 ist ebenso unbekannt wie seine Rolle beim Untergang
dopaminerger Neurone. Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung bei der
Bewaltigung oxidativen Stresses als intrazellularer Sensor [19] und eine
Mitregulation der Mitochondrienfunktion. In diesem Zusammenhang wurde
gezeigt, dass das Wildtyp-DJ-1-Protein bei oxidativem Stress durch die
Oxidation einer bestimmten Aminosaure in Mitochondrien hinein transloziert
wird [76]. Weitere Hinweise auf seine neuroprotektive Funktion ergeben sich
durch die Beobachtung, dass eine experimentell reduzierte Expression von DJ-
1 in einer gesteigerten Anfalligkeit einer Zelle gegeniber Umweltgiften wie
MPTP resultiert [76].

DJ-1 wird hauptsachlich in den Astrozyten exprimiert, was die Bedeutung der
glial-neuronalen Interaktion beim Parkinson-Syndrom unterstreicht [5]. Die
vermeintlich neuroprotektive Rolle von DJ-1 gegen oxidativen Stress spiegelt
sich auch in erhdhter DJ-1-Konzentrationen im Liquor beim sporadischen

Parkinson-Syndrom vor allem zu Beginn der Erkrankung wider [184].

1.5.1.5 PARKS8: LRRK2

1.5.1.5.1 Entdeckung von LRRK2

LRRK2 ist ein Gen, das sich in der Zentromerregion von Chromosom 12
befindet. Kopplungen zu diesem Genort wurden zum ersten Mal bei einer sehr
grol3en japanischen Familie (Sagamihara-Familie) mit autosomal-dominant
vererbtem Parkinson-Syndrom beschrieben. Die Betroffenen zeigten dabei
Zeichen eines typischen Parkinson-Syndroms, das gut auf L-Dopa-Therapie
ansprach und im 6. Lebensjahrzehnt begonnen hatte [43].

Zwei Arbeitsgruppen konnten unabhangig voneinander durch Untersuchungen
von Genen in der Kandidatenregion auf Chromosom 12 Mutationen in LRRK2
als Ursache von mit PARKS8 assoziiertem Parkinsonismus nachweisen [129,
209].
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Inzwischen ist in einer Vielzahl von Studien gezeigt worden, dass LRRK2-
Mutationen die haufigste genetische Ursache des idiopathischen Parkinson-
Syndroms darstellen [51, 111], wodurch die Bedeutung, die dieses Gen in der
Aufklarung der Entstehung von Parkinsonismus haben koénnte, unterstrichen
wird [114].

1.5.1.5.2 Pleomorphe Pathologie

LRRK2-Mutationstrager weisen ein besonderes und einzigartig weites
Spektrum neuropathologischer Veranderungen auf. Selbst innerhalb ein und
derselben Familie lieRen sich so die verschiedensten Befunde erheben, die
bislang unterschiedlichen  Gruppen neurodegenerativer Erkrankungen
zugeordnet wurden. Dies zeigte sich besonders bei der Autopsie von 4
Angehdrigen der Familie D. Diese lieferte vom pathologischen Bild eines
typischen Parkinson-Syndroms mit Lewy-Koérperchen im Hirnstamm Uber eine
diffuse Lewy-Korperchen-Pathologie bis hin zu einer Degeneration der
Substantia nigra ohne charakteristische Einschlisse die verschiedensten
Ergebnisse. Besonders erstaunlich war hierbei, dass eines der autopsierten
Familienmitglieder sogar Tau-immunoreaktive neuronale und gliale Einschlisse
aufwies, die in dieser Form vor allem flir PSP charakteristisch sind [199]. Bei
der neuropathologischen Untersuchung eines Individuums einer anderen
Familie mit familidarem Parkinson-Syndrom und bestatigter Punktmutation in
Exon 41 von LRRK2 lielen sich ebenfalls 4R-Tau-positive Ablagerungen mit
PSP-typischem Verteilungsmuster nachweisen. Das klinische Erscheinungsbild
zeichnete sich dabei durch klassischen Parkinsonismus aus, der sehr schlecht
auf L-Dopa-Substitution ansprach. Fur das Vorliegen von PSP sprechende
klinische Zeichen lagen nicht vor [141].

In einer weiteren Familie zeigte sich neben den Parkinson-typischen
Veranderungen bei zwei Patienten klinisch eine Amyotrophie und
neuropathologisch entsprechend ein Vorderhornzellverlust zusammen mit ALS-
typischen axonalen Spharoidstrukturen [201].

Bei einem Mitglied der Sagamihara-Familie mit nachgewiesener 12020T-

Mutation in Exon 31 von LRRKZ2 wurden bei der neuropathologischen
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Untersuchung gliale zytoplasmatische Einschlisse entdeckt, die fur das

Vorliegen einer Multisystematrophie sprechen [43, 44].

1.5.1.5.3 Molekularbiologischer Aufbau von LRRK2

LRRK?2 ist ein auRergewohnlich grol3es Gen, das 51 Exons umfasst und fur ein
2.527 Aminosauren grof3es Protein kodiert, welches auch als ,Dardarin“, nach
dem baskischen Wort flr Tremor, bezeichnet wird [129]. Es ist 280 kDa schwer
und gehort zur Familie der vor einigen Jahren definierten Gruppe der ROCO-
Proteine [13]. Sequenzanalysen zeigen, dass es multiple, voneinander
unabhangige Domanen umfasst. Zu diesen gehoren eine Roc-GTPase-Doméane
(Roc = Ras of complex proteins), eine Protein-Kinase-Domane der Familie der
MAPKKK und auferdem je eine WD40- und eine Leucin-reiche-Repeat-
Domaéne. Die Funktion einer zusatzlichen Domane, die sich C-terminal der
GTPase befindet und COR (flr carboxy-terminal of Ras) genannt wird, ist
unbekannt.

Das Gen wird in allen Regionen des Gehirns sowie allen peripheren, bis heute
untersuchten Geweben exprimiert [51]. Interessanterweise st die
Expressionsrate von LRRK2 in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra
Uberraschend niedrig, scheint aber in den striatalen Zielzellen dopaminerger
Projektionen umso hoher zu sein [48]. Auf intrazellularer Ebene ist es
vornehmlich im Zytoplasma lokalisiert, kann aber wohl Verbindungen mit
Membranstrukturen wie etwa dem Golgi-Apparat, synaptischen Vesikeln, der
Plasmamembran, Lysosomen und der aulleren Mitochondrienmembran
eingehen [10, 48, 68, 159, 176].

1.5.1.5.4 Physiologische Funktion von LRRK2

Die genaue Beschreibung der zellbiologischen Funktion von LRRK2 scheitert
zurzeit noch weitestgehend an der Identifikation der physiologischen Substrate
des Proteins. Erste Erfolge diesbeziglich sind jedoch erzielt worden. So konnte
kirzlich gezeigt werden, dass LRRK2 bestimmte, in menschlichen Gehirnen
vorkommende Substrate phosphoryliert. Zu diesen gehoért Moesin, welches die

Bindung zwischen Membranproteinen und dem Zytoskelett durch eine F-actin
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bindende Domane reguliert. Die genaue Bedeutung dieser Entdeckung ist noch
unklar [72].

Insgesamt legt die Prasenz mehrerer funktioneller Domanen multiple
Funktionen von LRRK2 nahe [209]. Kenntnisse Uber ahnliche Proteine mit
vergleichbarem Aufbau erlauben Vermutungen hinsichtlich der physiologischen
Funktion von LRRK2. So ist bekannt, dass Proteine mit LRR-Domanen
verschiedene Aufgaben auslben, zu denen Enzyminhibition, Zelladhasion,
Hormonrezeptor-Interaktionen oder auch die Ubiquitinierung von speziellen
Substraten gehdren. WD40-Domanen soll eine Rolle bei der Signaltransduktion,
dem Prozessieren von pre-mRNA und dem Aufbau des Zytoskeletts zukommen
[162], aullerdem gelten LRR und WD40 als Protein-Interaktions-Domanen.
Daraus lasst sich ableiten, dass LRRK2 womdglich als Gerlst bei der
Zusammensetzung von Multiproteinkomplexen fungiert, deren Hauptfunktion in
der Signaltransduktion liegen konnte [82].

Die durch die Prasenz der MAPKKK-Domane implizierte Kinase-Aktivitat von
LRRK2 konnte in vitro nachgewiesen werden. Sie scheint durch die Bindung
von GTP und/oder einer GTPase-Aktivitat reguliert zu sein [71, 194]. Folglich ist
es moglich, dass mehrere Signaltransduktionskaskaden einen Einfluss auf die
Funktion von LRRK2 ausiben konnten [109]. Die Komponenten der einzelnen
Signalpfade mussen nun jedoch noch entziffert werden.

Des Weiteren wurden experimentell Hinweise auf die Rolle von LRRK2, bzw.
homologer Gene anderer Spezies, bei der Ausbildung und Verzweigung von

Neuriten und der neuronalen Polarisation gefunden [110, 148].

1.5.1.5.5 Pathogene Mutationen, Einfluss der ethnischen Herkunft

Bis zum heutigen Tag sind durch ausfihrliche Screeninguntersuchungen mehr
als 20 Mutationen in LRRK2 identifiziert worden, von denen mindestens 6 als
pathogen gelten [114]. Die meisten der bekannten Mutationen liegen dabei in
den fur die verschiedenen funktionellen Domanen kodierenden Abschnitten des
Gens. Abbildung 1 gibt eine schematische Ubersicht, in welcher ausgewahlte

Mutationen eingetragen sind.

19



Einleitung

Der G2019S-Mutation kommt dabei besondere Bedeutung zu. In frihen Studien
wurde das Vorkommen dieser Mutation bei 5 - 6% der familiaren und etwa 1%
der sporadischen Falle berichtet [35, 54, 161, 170]. In der Folgezeit stellte sich
jedoch heraus, dass die ethnische Herkunft einen signifikanten Einfluss auf die
Haufigkeit des Auftretens der Mutation hat. So ist in 3 unabhangigen Studien
mit mehr als 2.000 Parkinson-Fallen und Kontrollen in China kein einziger
Patient mit der G2019S-Mutation entdeckt worden [45, 107, 128, 170, 205].
Aulergewdhnlich hohe Pravalenzraten fanden sich hingegen bei
askenasischen Juden (20%) und nordafrikanischen Arabern (30 bis 40%) [89,
90, 128]. Diese Mutationstrager teilen einen gemeinsamen Haplotyp [75, 91],
was einen gemeinsamen Vorfahren nahe legt. Der Haplotyp scheint dabei alter
zu sein als die G2019S-Mutation, da er auch in Populationsgruppen mit sehr
niedriger Mutationstragerrate gefunden wird [172].

Weitere  Mutationen  wiederum kommen bei bestimmten anderen
Bevolkerungsgruppen gehauft vor. So findet sich die R1441G-Mutation in Exon
31 besonders oft bei spanischen Parkinson-Patienten [113]. Eine G2385R-
Mutation beobachtet man bei 9% der Patienten und 4% der gesunden
Kontrollen in Japan, Singapur und Taiwan, jedoch nicht bei anderen ethnischen
Gruppen [169]. 12020T-Mutationen werden gehauft in Japan beobachtet [180].
Fir das selektive Auftreten in bestimmten Populationen werden Griindereffekte

(founder effects) verantwortlich gemacht [79].
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau von LRRK2 mit ausgewahlten Mutationen
(modifiziert nach [51])

Exon 31 Exon 41
R1441C 12012T
R1441G 520195
Ri441H 12020T

l l

I |

Exon 35 Exon 48
Y1698C G23B5R
LRR = Leucine rich repeat domaine
MAPKKK = Mitogen activated kinase kinase kinase
Roc = Ras of complex proteins
WD = Beta-Propeller
COR = C-terminal of Ras

1.5.1.5.6 Unvolistandige Penetranz von LRRK2-Mutationen

Auch wenn Mutationen in LRRK2 als haufigste genetische Ursache flr das
Entstehen des idiopathischen Parkinson-Syndroms angesehen werden, scheint
deren Penetranz nur unvollstandig und vor allem altersabhangig zu sein [129,
209]. Fur die G2019S-Mutation wurde demonstriert, dass sie in fast linearer Art
und Weise von 17% im Alter von 50 auf 85% im Alter von 70 Jahren ansteigt
[209]. Aullerdem muss berucksichtigt werden, dass sich die in Asien haufig
gefundene G2385R-Mutation dort auch bei 4% der neurologisch unauffalligen
Kontrollen nachweisen lasst [169]. Zusatzliche epigenetische bzw.
Umweltfaktoren scheinen also fur das Entstehen von neurologischen

Symptomen von Bedeutung zu sein.
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1.5.1.5.7 Pathomechanismus von LRRK2-Mutationen

Die mit LRRK2-Mutationen assoziierte pleomorphe Pathologie legt multiple
Rollen des Genprodukts in zellularen Prozessen von Neuronen nahe. Sowohl
die G2019S- als auch die 12020T-Mutation liegen beide im Aktivierungssegment
der Kinase-Domane. Der G2019S-Mutation kommt dabei wegen ihrer Haufigkeit
eine besondere Bedeutung zu. Sie soll sich in einer evolutionar hoch
konservierten Region der Kinase-Domane befinden, die basierend auf
Strukturhomologien mit anderen Proteinkinasen als Aktivierungsschleife
(activation loop) bezeichnet wird [30]. Eine Zunahme der Kinaseaktivitat fur die
G2019S- und die 12020T-Mutation wurde in vitro, dem postulierten gain-of-
function-Mechanismus  entsprechend, nachgewiesen [56, 193]. Die
Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die tatsachlichen in vivo-Verhaltnisse gilt
als nicht gesichert, da bisher hauptsachlich die Autophosphorylierung des
Proteins nachgewiesen wurde. Ob dadurch die tatsachliche Funktion von
LRRK2 akkurat beschrieben werden kann, bleibt fraglich [27].

Die offensichtliche Besonderheit der Kinaseaktivitdt von LRRK2 fir das
Verstandnis der Funktion des Proteins wurde erkannt, als nachgewiesen wurde,
dass Mutationen in LRRK2 mit frihem Zelltod assoziiert sind, dieser jedoch
durch das Unterbinden der Kinasefunktion verhindert werden kann, unabhangig
davon, welche LRRKZ2-Mutation in der jeweiligen Zelle vorliegt. Man kann
daraus ableiten, dass eine intakte Kinaseaktivitat von LRRK2 eine fir den
toxischen Effekt aller LRRK2-Mutationen notwendige Voraussetzung ist, auch
wenn diese in anderen funktionellen Domanen des Proteins lokalisiert sind [60,
163].

Mutationen in den Roc-GTPase- und LRR-Domanen sollen die Oberflachen-
struktur von LRRK2 andern und somit eine Protein-Protein-Interaktion
behindern [114, 168].

Far die G2385R-Mutation wurde kurzlich in vitro gezeigt, dass Zellen mit dieser
Mutation weniger resistent gegen oxidativen Stress sind [174].

Gendosiseffekte scheinen bei bestimmten LRRK2-Mutationen keine Rolle zu
spielen. Dies legen Beschreibungen von homozygoten (G2019S-

Mutationstragern nahe, die im Vergleich zu heterozygoten Tragern keinen
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Einleitung

Unterschied in klinischer Erscheinung, Alter zu Beginn und Fortschreiten der

Erkrankung aufweisen [70].

1.6 Motivation der Arbeit

Betrachtet man die Fortschritte im Bereich der Parkinsonforschung, wird klar,
dass die grofdten Erfolge in der Aufklarung der molekularen Pathogenese
hauptsachlich anhand genetischer Untersuchungen von Familien mit gehauftem
Vorkommen des idiopathischen Parkinson-Syndroms erzielt worden sind. Die
Relevanz dieser Entdeckung fur atypische Parkinson-Syndrome ist begriindet in
der Tatsache, dass es zwischen den unterschiedlichen klinisch, genetisch oder
neuropathologisch definierten Formen der Parkinson-Syndrome zahlreiche
Uberlappungen gibt, welche somit auf eine komplexe Interaktion verschiedener,
sich gegenseitig beeinflussender, pathogenetisch relevanter Stoffwechselwege
hinweisen. Die einzelnen  Parkinson-Gene scheinen  dabei  auf
molekularbiologischer Ebene in einem komplexen Netzwerk zu interagieren, so
dass Veranderungen in einem Gen zu Stoérungen in nachgeschalteten
Mechanismen  flhren [173].  Andere Betrachtungsweisen sehen
neurodegenerative Erkrankungen sogar als unterschiedliche Auspragungen
derselben zugrunde liegenden genetischen Veranderungen, wodurch die oft
diskutierte Bedeutung von epigenetischen und Umweltfaktoren in atiologische
Uberlegungen mit einbezogen wird. In der Summe ist somit zu erwarten, dass
Fortschritte in der genaueren Aufklarung von in der Entstehung des
idiopathischen Parkinson-Syndroms involvierten Pathomechanismen einen
Nutzen haben werden, der nicht nur auf diese Form des Parkinsonismus
beschrankt bleiben wird. Diese Annahme wird durch die Entdeckung, dass
sowohl Tauo- als auch Synukleinopathien mit Veranderungen in LRRK2 in
Verbindung gebracht werden kdnnen, mehr als je zuvor gestutzt.

Ziel dieser Arbeit ist es, basierend auf den Beschreibungen von pleomorphen
neuropathologischen  Veranderungen bei LRRKZ2-Mutationstragern, zu
ergrinden, ob die bei diesen Patienten beschriebenen Mutationen auch bei

MSA- bzw. PSP-Patienten beobachtet werden kdnnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN,

PATIENTENAUSWAHL

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Abi Prism 3100 Genetic Analyzer
Eismaschine ZBE
Geldokumentationssystem
Gelelektrophoresekammern
Magnetrihrgerat MR300
Magnetrahrstabchen
Mikrowellenherd

Multipette® plus

Photometer Ultraspec 2100 pro
Pipetten: 2,5 ul, 10 pl, 100 pl, 1000 pl
Plexiglaskamme 16 (15 mm)
Spannungsquelle E835 (300 V - 500 mA)
Thermo-Cycler DNA-Engine DYAD™
Thermomixer comfort

Vortex Genie 2

Waage Explorer®

Zentrifuge 5810R

2.1.2 Reagenzien fir die PCR

MgCl, (25 mM)
Tag-Polymerase (5 units/ul)
PCR-Buffer, 10x (15 mM MgCly)
dNTP-Mix (10 mM)

Applied Biosystems
Ziegra Eismaschinen
Vilber Lourmat

peglab Biotechnologie
Heidolph Instruments
neoLab®

Panasonic

Eppendorf
Amersham Biosciences
Eppendorf

peglab Biotechnologie
Consort

Bio-Rad

Eppendorf

Scientific Industries
Ohaus

Eppendorf

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
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2.1.3 Reagenzien fiir die Sequenzierreaktion und Sequenzierung

BigDye® Terminator v3.1 Applied Biosystems
5x Sequencing Buffer Applied Biosystems
Hi-Di-Formamid Applied Biosystems

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide wurde von der Firma Qiagen ausgeflhrt. Die
Primersequenzen wurden unter Verwendung der Primer-Design-Software
Primer3 (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html) bestimmt und
sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die Originalsequenzen der Exons 31 und
41 von LRRK2 mit Teilen der umgebenden Introns und den Primer-Bindungs-

stellen sind im Ergebnisteil zu finden.

Tabelle 3: Sequenzen der Primer Exon 31 und Exon 41

Exon Nukleotidsequenz (5'>3’) Fragmentlange

F AGCAGGCCCAGTTTGAAG
31 332 bp

R GACATTTCTAGGCAGTTGAGAATC

F GCACAGAATTTTTGATGCTTG
41 331 bp

R GAGGTCAGTGGTTATCCATCC

bp = Basenpaare, F = forward, R = reverse

2.1.5 Puffer

10x TBE-Puffer: TrisBase 108 g
Borat 5549
EDTA (0,5 M; pH 8) 40 ml

mit H,Oqq auf 1 Liter auffullen
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10x Bromphenolblau-Puffer: Glycerol

Bromphenolblau

Xylencynol

20 ml
0,04 ml
0,04 g

2.1.6 Weitere Reagenzien und Verbrauchsartikel

8er-Tube-Strips 0,2 ml und Deckel
96 Well Plates fur Sequencer
Agarose SeaKem® LE

Borat

Bromphenolblau

Combitips fur Multipette ®

Gene Ruler™ Mix 100 - 10.000 bp

EDTA

Einmal-Klvetten

Ethanol absolut

Ethidiumbromid (1%ige Losung in Wasser)
Glycerol

H2044

Natriumacetat

Parafiim® M

Pipettenspitzen

Standard 96 Well PCR Plates und Deckel
TrisBase

Tubes: 0,5ml, 1,0 ml, 1,5 ml

Xylencynol

2.1.7 Verwendete Computerprogramme
Bio Capt
Sequencing Analysis

Staden-Package

peqlab Biotechnologie
Thermo SCIENTIFIC
Lanza

Merck

Merck

Eppendorf

Fermentas

Merck

Plastibrand®

Merck

Merck

Roth

Merck

Merck

Am. National Can Company
Eppendorf

peqglab Biotechnologie
Roth

peglab Biotechnologie
Merck

Vilber Lourmat
Applied Biosystems
Bonfield et al. 1995
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2.1.8 Internetseiten

Helmholtz Center Munich, Institute for Human Genetics:
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html

National Center of Biotechnology Information (NCBI):
http://www.ncbi.nim.nih.gov/

University of California, Santa Cruz:

http://genome.ucsc.edu/

2.2 Methoden

2.2.1 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

DNA-Molekule haben ein Absorptionsmaximum bei Licht der Wellenlange 260
nm. Diese Tatsache kann zur Konzentrationsbestimmung von in Wasser
geloster DNA verwendet werden. Eine DNA-Losung mit einer DNA-
Konzentration von 50 ng/pl weist, gemessen in einer Standardklvette der
Schichtdicke 1 cm, eine Extinktion von 1,0 auf.

Des Weiteren kann mittels Photometer der Reinheitsgrad von DNA-LG6sungen
bestimmt werden. Dazu wird zusatzlich zu 260 nm noch Licht der Wellenlangen
230 und 280 nm verwendet. Der Quotient der Extinktionswerte bei den
Wellenlangen von 260 und 280 nm sollte >1,7 sein. Der Quotient der
Extinktionswerte bei den Wellenlangen von 260 und 230 nm sollte >2,0
betragen. Trifft dies nicht zu, muss davon ausgegangen werden, dass die DNA-

Lésung z.B. durch Proteine verunreinigt ist.

Vorgehen:

Zur Messung der DNA-Konzentration wurde die DNA-LOsung zunachst im

Verhaltnis 1:50 mit H,O4q verdinnt:

2 yl DNA-L6sung unbekannter Konzentration
98 U' Hzodd
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Die Losung wurde in eine Standardkuvette pipettiert, mittels Vortexer vermengt

und die Extinktion anschliel3end im Photometer gemessen.

2.2.2 Verdunnung der DNA-Ldsungen

FUr die Durchfuhrung der PCR wurden anhand der zuvor photometrisch
bestimmten DNA-Konzentrationen DNA-L6sungen der Konzentration 10 ng/ul

erstellt. Zur Verdinnungsberechnung wurde folgende Formel verwendet:

C,-V,=C,-V,

dabei: C4: photometrisch bestimmte DNA-Konzentration der
ursprunglichen DNA-LOsung
V1: Volumen der ursprtinglichen DNA-LAsung, das flr
die Verdinnung bendtigt wird
C,:gewunschte Konzentration der verdiunnten Probe

V2. gewunschtes Volumen der verdunnten Probe

In dieser Gleichung ist C{ aus der zuvor durchgefuhrten photometrischen
Messung bekannt. C, soll 10 ng/ul betragen. V, wird willkirlich auf 100 pl
festgesetzt. Damit sind 3 der 4 in der Gleichung auftretenden Variablen bekannt.
Das zur Herstellung von 100 pl DNA-Lésung der Konzentration 10 ng/ul

bendtigte Volumen der urspriinglichen DNA-L&sung berechnet sich folglich:

2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) ist ein
Verfahren, welches in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelt
wurde und die enzymatische invitro-Amplifizierung einer bestimmten Sequenz
eines DNA-Doppelstrangs ermoglicht. Notwendiger Bestandteil der Reaktion ist

eine thermostabile DNA-Polymerase, die unter anderem aus dem thermophilen
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Bakterium Thermus aquaticus isoliert werden kann. Die DNA-Polymerase
synthetisiert dabei, ausgehend von einem Startermolekul (Oligonukleotid oder
auch Primer), einen neuen DNA-Strang an einer einzelstrangigen Nukleinsaure-
matrize, die als Template-DNA bezeichnet wird. Das Prinzip der PCR besteht
hierbei in der zyklischen Wiederholung dreier Reaktionsschritte.

Zunachst wird der DNA-Doppelstrang durch Erhéhen der Temperatur auf Uber
90 °C thermisch denaturiert, wodurch einzelstrangige Template-DNA-Molekile
entstehen. AnschlieRend erfolgt eine AbklUhlung des Reaktionsansatzes auf
etwa 50 - 60 °C. In dieser Phase, die auch als Annealing bezeichnet wird,
lagern sich die Oligonukleotide den komplementaren Sequenzen der Template-
DNA an und ermoglichen es, dass die DNA-Polymerase die beiden
Einzelstrange im folgenden Schritt durch das Anbauen der passenden dNTPs
von 5 nach 3 zum jeweiligen Doppelstrang komplettiert. Die dabei
entstehenden Produkte dienen im nachsten Zyklus als neue Matrize fur die
DNA-Polymerase und folglich steigt die Konzentration der Zielsequenz mit
jedem weiteren Durchgang an. Die zyklische Wiederholung der beschriebenen
Schritte fuhrt letztlich zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der gewunschten

Zielnukleotidsequenz.
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2.2.4 PCR-Protokolle

2.2.41 LRRK2 Exon 31

Primer: Exon 31 F, Exon 31 R

Reaktionsansatz

Tabelle 4: Reaktionsansatz PCR LRRK2 Exon 31

Bestandteil Volumen
PCR-Buffer, 10x (15 mM MgCly) 2 ul
MgCl; (25 mM) 0,4 pl
H204d 12,26 pl
dNTP-Mix (10 mM) 0,4 pl
Primer (10 pmol/ul) (Exon 31 F + Exon 31 R) je 0,4 ul
Tag-Polymerase (5 units/ul) 0,14 ul
DNA (10 ng/pl) 4 ul
Temperaturschema
Tabelle 5: Temperaturschema PCR LRRK2 Exon 31
Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C
Annealing 30s 62 °C > 35 Zyklen
Elongation 30s 72 °C
Finale Elongation 7 min 72 °C
Kuhlung o0 12 °C
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2.2.4.2 LRRK2 Exon 41

Primer: Exon 41 F, Exon 41 R

Reaktionsansatz

Tabelle 6: Reaktionsansatz PCR LRRK2 Exon 41

Material und Methoden, Patientenauswahl

Bestandteil Volumen
PCR-Buffer, 10x (15 mM MgCly) 2 ul
MgCl; (25 mM) 2 ul
H2044 10,66
dNTP-Mix (10 mM) 0,4 pl
Primer (10 pmol/ul) (Exon 41 F + Exon 41 R) je 0,4 ul
Tag-Polymerase (5 units/ul) 0,14 ul
DNA (10 ng/pul) 4 ul
Temperaturschema
Tabelle 7: Temperaturschema PCR LRRK2 Exon 41
Initiale Denaturierung 94 °C
Denaturierung 94 °C
Annealing 60 °C > 35 Zyklen
Elongation 72 °C

Finale Elongation

Kuhlung

72 °C
12 °C

Negativprobe

Zum Ausschluss einer Verunreinigung des Reaktionsansatzes wurde bei jeder

PCR eine Negativprobe mitgefuhrt, bei welcher die DNA-Losung durch 4 pl

H>O4q ersetzt wurde.
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2.2.5 Ethanolfallung und -aufreinigung der PCR- und
Sequenzierreaktionsprodukte

Die Ethanolfallung und -aufreinigung dient dazu, die mittels PCR amplifizierten

DNA-Fragmente von den Resten der anderen Reaktionskomponenten zu

reinigen.

Hierbei kommt das Prinzip zum Tragen, dass Nukleinsauren aus

salzhaltigen wassrigen Losungen prazipitiert werden.

Vorgehen:

1. Schritt:

2. Schritt:

3. Schritt:

4. Schritt:

5. Schritt:

Zum Ausfallen der DNA wurden 1/10 Volumen 3M Natriumacetat und
2,5 Volumina 100%igen Ethanols zu den PCR-Reaktionsprodukten

hinzugegeben:

20 pl PCR-Produkt
48 pl 100%iges Ethanol
2 ul Natriumacetat (3M)

Es folgte eine 45minltige Zentrifugation mit 3220 U/min.
Anschlieltend wurden die Proben aus der Zentrifuge enthommen und
der Uberstand in den ReaktionsgefaRen vorsichtig abgekippt.

Die entstandenen Pellets wurden anschlief3end mit 70%igem Ethanol
gewaschen und bei 3220 U/min 20 Minuten lang zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde insgesamt zweimal durchgefihrt.

Nach Beendigung von Schritt 3 wurde der Uberstand erneut
abgekippt und die Proben zum Trocknen der Pellets kopfuber und mit
Zellstoff unterlegt eine Minute lang bei 600 g zentrifugiert.

Die fertig aufgereinigten Proben wurden in 15 uyl H,O4 durch

Vortexen auf geringer Stufe gelost.
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren,
welches es erlaubt, Molekille unterschiedlicher GroRe und Ladung unter
Zuhilfenahme eines elektrischen Feldes zu trennen. Als Tragermatrix dient ein
elektrisch neutrales Agarosegel. Die Geschwindigkeit, mit der DNA-Molekule
durch das Gel wandern kénnen, nimmt proportional zu ihrer Grof3e ab, hangt
jedoch auch mit der DNA-Konformation, der Gelkonzentration, dem Laufpuffer
und der angelegten Spannung zusammen. Zur Darstellung der entstehenden
Banden wird dem Agarosegel bei dessen Herstellung Ethidiumbromid
zugegeben, welches zwischen die Basen der DNA interkaliert, was dazu flhrt,

dass die DNA in ultraviolettem Licht fluoresziert und somit sichtbar wird.

Vorgehen:

Herstellung von Agarosegel

Es wurden 2%ige Agarose-Gele verwendet. Zur Herstellung wurden 2 g
Agarose mit 100 ml 0,5x TBE-Puffer vermengt und in der Mikrowelle mehrere
Minuten so lange erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig im Puffer gelost hatte.
Die Lésung wurde anschlielend unter Verwendung eines Magnetrihrgerates
abgekuhlt. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 6 ul Ethidiumbromid. Nachdem
sich das Ethidiumbromid gleichmalig in der Losung verteilt hatte, wurde das
Gel zum Ausharten in eine Gelkammer gegossen und mit Plexiglaskammen zur
Ausbildung von Geltaschen bestlickt. Dort wurde es etwa eine Stunde zum

Auskihlen belassen, bevor die Kdmme wieder entfernt wurden.

Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Um das Gelingen der jeweiligen PCR nachzuweisen, fand stets eine
Gelektrophorese der PCR-Produkte statt. Es wurden dabei immer 5 pl
amplifizierten PCR-Produktes mit etwa 1 uyl Bromphenolblau-Puffer auf einem

kleinen Stlck Parafilm vermengt, durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette
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gut durchmischt und schlieBlich in die Geltaschen pipettiert. Die erste Geltasche
wurde zur GroRenbestimmung der DNA-Fragmente mit 5 yl DNA-Ladder, die
letzte zum Ausschluss von Verunreinigungen mit der Negativprobe bestlckt. An
die Gelelektrophoresekammer wurde eine Spannung von 200 V angelegt und
der Lauf nach etwa einer Stunde beendet. Die DNA-Banden wurden unter UV-

Licht betrachtet und das Ergebnis mittels Geldokumentationssystem fotografiert.

Abbildung 2: Gelelektrophorese der PCR-Produkte mit Negativprobe

1000 b e—

SO0 Dp —
400 b e—
00 b e—

200 Dp  e—

100 bp =

Megalivprobe

bp = Basenpaare

2.2.7 Sequenzierung mittels Kettenabbruchverfahren nach Sanger

Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten DNA-Sequenzierung liegt die
Kettenabbruchmethode nach Sanger zu Grunde [149]. Wie bei einer
gewohnlichen PCR synthetisiert die DNA-Polymerase anhand der Vorlage
eines  DNA-Stranges (Template-DNA) einen  basenkomplementaren
Gegenstrang. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht nun darin, die Entstehung
des komplementaren DNA-Stranges an einer bestimmten Stelle abzubrechen

und damit Rickschlisse auf die zu bestimmende Sequenz zu bekommen.
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Im Reaktionsansatz befinden sich bei der Sequenzierreaktion dabei flr den
Kettenabbruch neben 2’-Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) auch 2°,3'-
Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs). Die vier ddNTPs (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) sind hierbei jeweils mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Wird nun im Verlauf der Sequenzierreaktion von der DNA-Polymerase
anstelle eines dNTPs ein ddNTP in den entstehenden komplementaren
Gegenstrang eingebaut, so bricht die Kettenverlangerung an dieser Stelle ab,
da dem ddNTP eine 3-Hydroxylgruppe fehlt, die fur die Bildung von
Diesterbricken zwischen den einzelnen Nukleotiden notwendig ist. Die
Verwendung unterschiedlich fluoreszenzmarkierter ddNTPs erlaubt die
DurchfiUhrung der Sequenzierreaktion in nur einem Ansatz. Da die
entstehenden, unterschiedlich langen Nukleotidketten jeweils mit einer der vier
fluoreszenzmarkierten Basen enden, kann die Nukleotidsequenz mit Hilfe des

laseroptischen Systems eines Kapillarsequenzierers ermittelt werden.

2.2.8 Sequenzierreaktion

Sequenzierprimer

Es wurden dieselben Primer wie bei den oben beschriebenen PCR-Ansatzen
verwendet: Exon 31 F, Exon 31 R, Exon 41 F, Exon 41 R.

Reaktionsansatz

Tabelle 8: Reaktionsansatz Sequenzierreaktion

Bestandteil Volumen
aufgereinigtes PCR-Produkt 4 ul
5x Sequencing Buffer 1 ul
entsprechender Primer 1 ul
BigDye® 2 ul
H204d 2 ul
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Temperaturschema

Tabelle 9: Temperaturschema Sequenzierreaktion

Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C

Annealing 30s 50 °C > 35 Zyklen
Elongation 30s 72 °C

Kuhlung o0 12 °C

Damit beide DNA-Strange des amplifizierten PCR-Produkts einzeln sequenziert
werden konnen, wurden 2 separate Reaktionen jeweils entweder mit den
forward- oder reverse-Primern angesetzt. Die entstehenden Sequenzier-

reaktionsprodukte wurden wie oben beschrieben aufgereinigt.

2.2.9 Ermittlung der Nukleotidsequenz mittels Kapillarsequenzierer

Die DNA-Fragmente werden durch die Kapillarelektrophorese gemal’ ihrer
GrolRe voneinander getrennt und schliel3lich an einem Laserstrahl vorbeigefuhrt.
Die verschiedenen ddNTPs am Ende der einzelnen Fragmente werden hierbei
zur Emission von Licht unterschiedlicher Wellenlange angeregt, welches durch
einen Sensor detektiert wird. Die Abfolge der Farbsignale, die am Detektor

registriert wird, gibt die Nukleotidfolge des sequenzierten DNA-Stranges wieder.

Vorgehen:

Die Sequenzierung der aufgereinigten Sequenzierreaktionsprodukte erfolgte mit
dem Abi Prism Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystems), einem Gerat zur
automatischen Sequenzierung fluoreszenzmarkierter Abbruchprodukte mittels
Kapillarelektrophorese. Jeweils 7 pul aufgereinigten Sequenzierreaktions-

produktes wurden mit 15 yl Formamid zusammenpipettiert.
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2.2.10 Auswertung der Sequenzen

Die Sequenzanalyse erfolgte mit den Programmen Pregap4 und Gap4 aus dem
Staden-Software-Paket. Die jeweiligen Patienten-Sequenzen wurden mit den
Wildtyp-Sequenzen der Exons 31 und 41 von LRRK2 abgeglichen. Zusatzlich
zur softwareunterstutzten Mutationsdetektion wurden samtliche Sequenzen
visuell vollstandig auf Abweichungen in der Basensequenz untersucht. Die dazu
bendtigten LRRK2-Originalsequenzen wurden Uber die beiden oben genannten
Internetseiten des NCBI und der UCSC bezogen.

2.3 Patientenauswahl

2.3.1 Herkunft der Patientenproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit DNA-Proben von Patienten gearbeitet, die
entweder an PSP oder MSA erkrankt sind. Die Proben lagen dabei bereits fertig
aufbereitet vor, so dass keine Extraktion der DNA aus Blutproben notwendig
war. Die jeweilige DNA-Konzentration war in den meisten Fallen nicht bekannt,
so dass diese zunachst bestimmt werden musste und eine entsprechende
Verdinnung der Proben auf 10 ng/ul erfolgte.

Alle DNA-Proben der PSP-Patienten stammten aus dem eigenen Bestand der
Abteilung flr Neurodegeneration der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen. Die
DNA-Proben der MSA-Patienten stammten aus insgesamt 5 europaischen
Landern: Danemark, ltalien, Deutschland, Osterreich und Schweden. Tabelle
10 und 11 geben einen Uberblick Gber Anzahl, Herkunft und Zentrum der

verwendeten DNA-Proben.
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Tabelle 10: Anzahl und Herkunft der PSP-Patienten

Zentrum Anzahl an Patienten Herkunft
Tubingen 88 deutsch
Tabelle 11: Anzahl und Herkunft der MSA-Patienten
Zentrum Anzahl an Patienten Herkunft
Innsbruck 22 osterreichisch
Bonn 55 deutsch
Marburg 42 deutsch
Aarhus 9 danisch
Lund 5 schwedisch
Mailand 8 italienisch
Tlbingen 78 deutsch
gesamt 219
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2.3.2 Diagnosekriterien

MSA und PSP sind zwei Erkrankungen, deren Diagnose ante mortem nur rein
klinisch unter Verwendung von Konsensuskriterien gestellt werden kann. Die
Patienten, die in dieser Arbeit eingeschlossen wurden, hatten alle eine klinische
Diagnose ihrer jeweiligen Erkrankung. Je nach beteiligtem Zentrum wurde nicht
bei allen MSA-Patienten die exakte Gilman-Einteilung angegeben. Bei den
PSP-Patienten erfolgte keine Unterteilung in mdgliche und wahrscheinliche
PSP. Des Weiteren wurde eine Unterteilung in PSP-Parkinsonismus und

Richardson-Syndrom nicht vorgenommen.

2.3.2.1 Klinische Diagnose der Multisystematrophie nach Gilman

Zur klinischen Diagnose der MSA werden Konsensuskritierien verwendet, die
1999 von Gilman et al. formuliet wurden [55]. Dabei werden vier
charakteristische Symptome der Krankheit betrachtet und deren Auftreten
unterschiedlich stark gewichtet. Insgesamt werden 3 diagnostische Kategorien
mit steigender Sicherheit definiert: mdglich (possible), wahrscheinlich (probable)
oder sicher (definite). Die Diagnosen der moglichen und wahrscheinlichen MSA
beruhen auf dem Vorhandensein klinischer Symptome unter Berticksichtigung
von Ausschlusskriterien. Eine sichere Diagnose kann nur neuropathologisch
gestellt werden. Die Diagnosekriterien nach Gilman sind in folgender Tabelle
zusammengefasst. Dabei sind unter A charakteristische
Krankheitsmanifestationen aufgefuhrt. B bezeichnet die Kriterien, welche sich

aus einem oder auch mehreren Symptomen aus A zusammensetzen.
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Tabelle 12: Kriterien fiir die klinische Diagnose der MSA nach Gilman et al.

I. Autonome Dysfunktion und Blasenentleerungsstorung

A. Autonome und urologische Symptome
1. Orthostatische Hypotonie (= 20 mmHg systolisch oder = 10 mmHg diastolisch)
2. Harninkontinenz oder Harnretention

B. Diagnostisches Kriterium
Orthostatischer Blutdruckabfall (= 30 mmHg systolisch oder 215 mmHg diastolisch)
oder Harninkontinenz (persistierende, unwillktrliche, partielle oder komplette
Blasentleerung mit erektiler Dysfunktion) oder beides

Il. Parkinson-Syndrom
A. Parkinson-Symptome

1. Bradykinese (Verlangsamung in der Initiation und Ausfiihrung von Willkir- mit
progredienter Verminderung der Geschwindigkeit und Amplitude repetitiver Bewegungen)
2. Rigor
3. Standunsicherheit (nicht durch primar visuelle, vestibulare, zerebellare oder
propriozeptive Stérungen verursacht)
4. Tremor (Haltetremor, Ruhetremor oder beides)

B. Diagnostisches Kriterium
Bradykinese und mindestens ein weiteres Parkinson-Symptom (2 - 4)

lll. Zerebellare Ataxie

A. Zerebellare Symptome

1. Gangataxie (breitbasig, irregulare Schrittlange und Richtungsabweichung)
2. Ataktische Dysarthrie
3. Ataxie der Gliedmalen

4. anhaltender Blickrichtungsnystagmus
B. Diagnostisches Kriterium

Gangataxie und mindestens ein weiteres zerebelldres Symptom (2 - 4)
IV. Pyramidenbahnldasionen
A. Pyramidenbahnzeichen, Babinski-Zeichen mit Hyperreflexie
B. Diagnostisches Kriterium

Es wird kein diagnostisches Kriterium definiert, Pyramidenbahnzeichen werden

nicht zur Sicherung der Diagnose einer wahrscheinlichen MSA herangezogen.
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Die Einteilung in die 3 diagnostischen Kategorien (mdglich, wahrscheinlich,

gesichert) wird unter Zuhilfenahme von Tabelle 12 wie folgt durchgefuhrt:

Tabelle 13: Diagnostische Kategorien der MSA nach Gilman et al.

I. Mogliche MSA
Ein Kriterium (I-B, 1I-B, 11I-B) und zwei weitere Symptome aus separaten

Domanen

Il. Wahrscheinliche MSA
Kriterium I-B und ein L-Dopa-refraktares® Parkinson-Syndrom oder eine

zerebellare Ataxie

lll. Gesicherte MSA
Histopathologisch hohe GCI-Dichte sowie Degeneration der nigrostriatalen und

olivopontozerebellaren Projektionen

*) Das Ansprechen auf L-Dopa soll Uber einen Zeitraum von 3 Monaten bei

einer Tagesdosis bis zu 1 g beurteilt werden.

GCI: gliale zytoplasmatische Einschlisse
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Eine Reihe von Ausschlusskriterien fur eine MSA-Diagnose sind definiert

worden:

Tabelle 14: Ausschlusskriterien fiir die Diagnose MSA nach Gilman et al.

I. Anamnestisch
Beginn vor dem 30. Lebensjahr, positive Familienanamnese, sekundare

Ursachen, spontane Halluzinose

Il. Neurologische Untersuchung
DSM IV-Kriterien fur Demenz, Verlangsamung der vertikalen Sakkaden oder
vertikale supranukleare Blickparese, fokale kortikale Stérungen wie Aphasie,

LAlien-Limb“-Phanomen und partielle Dysfunktion

lll. Labor
Metabolische, molekularbiologische und bildgebende Hinweise fir eine andere

Ursache der Krankheitssymptome, die in Tabelle 12 aufgefuhrt sind.

DSM IV: Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders

2.3.2.2 Klinische Diagnose der Progressiven Supranukledren Blickparese

1995 definierten das ,National Institute of Neurological Disorders and
Stroke® (NINDS) und die ,Society for PSP* (SPSP) klinische Diagnosekriterien
fur die PSP [98], die 2003 Uberarbeitet wurden und seither eine Einteilung in
maogliche (possible), wahrscheinliche (probable) oder gesicherte (definite) PSP
erlauben [99].
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Tabelle 15: NINDS-SPSP Diagnosekriterien fiir PSP

Mogliche PSP

- chronisch progrediente Erkrankung
- Alter > 40 Jahre zu Beginn der Erkrankung
- vertikale supranukleare Blickparese
oder
- Verlangsamung vertikaler Blicksakkaden mit Haltungsinstabilitat und

Sturzereignissen innerhalb des ersten Jahres

Wahrscheinliche PSP

- chronisch progrediente Erkrankung
- Alter > 40 Jahre zu Beginn der Erkrankung
- vertikale supranukleare Blickparese
und
- Verlangsamung vertikaler Blicksakkaden mit Haltungsinstabilitat und

Sturzereignissen innerhalb des ersten Jahres

Gesicherte PSP

- neuropathologischer Befund, der die mégliche oder wahrscheinliche

Diagnose bestatigt
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Uberdies wurde eine Reihe von Ausschlusskriterien definiert, die in folgender
Tabelle zusammengestellt sind und vor allem der Unterscheidung der PSP von
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie MSA, Morbus Pick oder

Morbus Alzheimer dienen sollen:

Tabelle 16: Ausschlusskriterien der PSP nach Litvan et al. 2003

- Enzephalitis in der jungsten Vergangenheit

- Alien-Limb Syndrom

- kortikale Sensibilitatsdefizite

- fokale frontale oder temporoparietale Atrophie

- Halluzinationen oder illusionare Verkennungen, die nicht in
Zusammenhang mit einer L-Dopa-Therapie stehen

- Kortikale Demenz vom Alzheimer-Typ

- im Vordergrund stehende zerebellare Symptome oder unerwartete Dys-
autonomien

- Hinweise auf eine andere Erkrankung, die die klinischen Symptome

erklaren konnte
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3 ERGEBNISSE

Um die Bedeutung, die LRRK2 in der Atiologie atypischer Parkinson-Syndrome
haben konnte, zu ergrinden, wurden im Rahmen dieser Arbeit DNA-Proben
von PSP- und MSA-Patienten auf bereits bekannte, unterschiedlich haufig
auftretende Mutationen des Gens gescreent.

88 Patienten mit klinisch gestellter PSP-Diagnose wurden durch direktes
Sequenzieren auf Missensemutationen in der Nukleotidsequenz von Exon 31
untersucht. In diesem Bereich sind insgesamt 3 Punktmutationen bekannt, die
jeweils zum Austausch der Aminosaure in Position 1441 von LRRK2 fuhren
(siehe Tabelle 17).

Die rationale Grundlage fur die Screeninguntersuchung in diesem Exon bildet
der neuropathologische Befund, den die Untersuchungen eines Patienten mit
der LRRK2-Mutation R1441C erbrachte. Es fanden sich hierbei Tau-positive
Ablagerungen in PSP-typischer Verteilung. Des Weiteren existiert die
Beschreibung eines R1441H-Mutationstragers, bei dem sich nach Jahren eines

typischen Parkinson-Syndroms Symptome einer PSP entwickelt hatten.

Tabelle 17: Untersuchte Mutationen in Exon 31 von LRRK2

Exon Nukleotidanderung Aminosaureanderung
31 4321c>t R1441C
4321c>g R1441G
4322g>a R1441H

Um festzustellen, inwiefern LRRK2-Mutationen in der Atiologie der
Multisystematrophie eine Rolle spielen, wurden 219 Patienten mit klinisch
gestellter MSA-Diagnose hinsichtlich der 3 benachbarten Mutationen 12012T,
G2019S wund 12020T in Exon 41 gescreent. Die dazugehorigen

Nukleotidanderungen sind in Tabelle 18 dargestellt und zusammengefasst.
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Die Screeninguntersuchung wurde hierbei in Exon 41 durchgefuhrt, da ein
Mitglied der Sagamihara-Familie mit nachgewiesener 12020T-Mutation eine
neuropathologisch gesicherte MSA aufwies. Aul’erdem konnte aufgrund der
bedeutenden Rolle, welche die G2019S-Mutation bei der Entstehung des
idiopathischen Parkinson-Syndroms spielt, vermutet werden, dass Uberdies
atiologische Verbindungen zu weiteren Synukleinopathien wie MSA bestehen.
Die 12012T-Variante tritt hingegen nur selten auf und wurde hauptsachlich

wegen der Lokalisation in Exon 41 in diese Arbeit miteinbezogen.

Tabelle 18: Untersuchte Mutationen in Exon 41 von LRRK2

Exon Nukleotidanderung Aminosaureanderung
41 6044t>c 12012T
6055g>a G2019S
6059t>c 12020T

Ziel der Untersuchung war es, durch den Nachweis von Mutationen in LRRK2
bei MSA- und PSP-Patienten eine potentiell zentrale Rolle des Gens in der
Entstehung neurodegenerativer, mit Parkinsonismus einhergehender Prozesse

zu ergrunden.
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3.1 Auswertung der Patientendaten
3.1.1 PSP-Patienten

3.1.1.1 Herkunft der Patientenproben

Es wurden ausschliel3lich DNA-Proben von PSP-Patienten verwendet, die aus
dem eigenen Bestand der Universitat Tubingen stammten. Insgesamt wurden
88, meist deutschstammige, Patientenproben untersucht. Tabelle 19 gibt eine
Ubersicht.

Tabelle 19: Zusammenfassung der klinischen Daten der PSP-Patienten

Zentrum Patientenzahl | Geschlecht: Alter bei Herkunft
mannlich(%)/ | Erkrankungs-
weiblich(%) beginn (x SD)

(range)
Tubingen 88 55 (51,1%)/ 64,3 (+ 6,4) 86 deutsch
53 (48,9%) (50 - 76) 1 indisch
(bei 24 1 stidosteuro-
Patienten paisch
AaO
unbekannt)

SD = Standard Deviation (= Standardabweichung)

range = Spannweite

AaO = Age at Onset (= Alter bei Erkrankungsbeginn)
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3.1.1.2 Verteilung: Alter bei Erkrankungsbeginn

Abbildung 3: Verteilung Alter bei Erkrankungsbeginn der PSP-Patienten

20 -
18 -
16 -
14
12
10 -

Patientenzahl

0 I I I I I I I I 1
<46 46-50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76-80 >80
Alter bei Erkrankungsbeginn

Bei 24 der 88 PSP-Patienten waren keine Angaben zum Alter bei Erkrankungsbeginn verfligbar.

3.1.1.3 H1/H2-Haplotyp

Es waren Haplotyp-Daten zu 76 der 88 (86,4%) untersuchten PSP-Patienten
vorhanden. 65 (85,5%) der Patienten wiesen den Genotyp H1/H1 auf,
11 (14,5%) den Genotyp H1/H2. Der Genotyp H2/H2 kam bei keinem Patienten
vor. Daraus ergibt sich fur das untersuchte Patientenkollektiv eine H2-

Haplotypfrequenz von 92,8%. Tabelle 20 gibt eine Ubersicht.
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Tabelle 20: H1/H2-Haplotypdaten der PSP-Patienten

Patienten mit Haplotyp-Daten 76 (86,4%)

Genotypen-Verteilung:

H1/H1 65 (85,5%)
H1/H2 11 (14,5%)
H2/H2 0

Haplotypen-Frequenzen:

HA1 92,8%
H2 7,2%

3.1.2 MSA-Patienten

3.1.2.1 Herkunft der Patientenproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben von Patienten aus 5
europdischen Staaten verwendet: Deutschland, Osterreich, Italien, Danemark

und Schweden. Tabelle 21 gibt eine Ubersicht Gber die Patientendaten.
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Tabelle 21: Zusammenfassung der klinischen Daten der MSA-Patienten

Ergebnisse

Zentrum Patientenzahl | Geschlecht: Alter bei Herkunft
mannlich(%)/ | Erkrankungs-
weiblich(%) beginn (x SD)

(range)

Innsbruck 22 13 (59,1%)/ 57,0 (£ 5,8) Osterreichisch
9 (40,9%) (49 -70)

Bonn 55 26 (47,3%) 60,0 (x 8,6) deutsch
29 (52,7%) (46 - 73)

Marburg 42 20 (47,6%)/ 61,2 (£ 9,5) deutsch
22 (52,4%) (42 - 78)

Aarhus 9 3 (33,3%) 55,5 (£ 6,2) danisch
6 (66,7%) (43 - 63)

Lund 5 4 (80,0%) 60,8 (£ 8,3) schwedisch
1 (20,0%) (55 -75)

Mailand 8 4 (50,0%)/ 574 (x7,1) italienisch
4 (50,0%) (49 - 68)

Tldbingen 78 45 (58,4%)/ 56,1 (£7,7) deutsch
32 (41,6%) (36 -71)
1 x unbekannt

gesamt 219 115 (562,7%)/ | 58,0 (x 8,1)
103 (47,3%) | (36 -78)
(1 x unbe-
kannt)

SD = Standard Deviation (= Standardabweichung)

range = Spannweite

AaO = Age at Onset (= Alter bei Erkrankungsbeginn)
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3.1.2.2 Verteilung: Alter bei Erkrankungsbeginn

Abbildung 4: Verteilung Alter bei Erkrankungsbeginn der MSA-Patienten
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Bei 65 der 224 Patienten waren keine Angaben zum Alter bei Erkrankungsbeginn verfligbar.

3.1.2.3 Diagnosekategorien der MSA-Patienten

Beim Groldteil der in dieser Untersuchung eingeschlossenen MSA-Patienten lag
die klinische Diagnose gemaly der Konsensuskriterien nach Gilman mit
Unterteilung in possible und probable vor (definite entfiel hierbei, da keine
pathologisch gesicherten MSA-Falle vorlagen). Eine Unterteilung in MSA-P und
MSA-C war bei 18 Patienten nicht moglich. 2 Falle wurden als MSA-P und -C
eingeordnet. Tabelle 22 gibt eine Ubersicht, die Abbildungen 5 und 6 eine
graphische Darstellung zur Verteilung der MSA-Subtypen.
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Tabelle 22: Diagnosekategorien der MSA-Patienten

Ergebnisse

MSA-Subtyp

ohne Unterteilung in probable und

possible nach Gilman:

Diagnosen:

MSA
MSA-C
MSA-P

mit Unterteilung in probable und

possible nach Gilman:

Diagnosen:

MSA (probable)

MSA (possible)

MSA-C (probable)
MSA-C (possible)
MSA-P (probable)
MSA-P (possible)
MSA-C und P (probable)

Patientenzahl

47

15
24

172

44
28
56
32
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Abbildung 5: Kreisdiagramm zur Verteilung der Diagnosekategorien der MSA-Patienten

MSA-P (probable)

MSA-C (possible)

MSA-P
(possible)
MSA-C (probable)
MSA-Cund P
MSA (possible) MSA (probable)

MSA (probable) MSA-P

Abbildung 6: Kreisdiagramm zur prozentualen Verteilung von MSA-C- und MSA-P-Fillen

im Patientenkollektiv

MSA-P
56,3%

MSA-C
43,7%
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3.2 Mutationsscreening

3.2.1 PSP-Patienten: Exon 31

Die PCR mit den oben aufgefiihrten Primern lieferte Fragmente mit einer Lange
von 332 Basenpaaren. Abbildung 7 gibt einen schematischen Uberblick tber
das entstandene  DNA-Fragment inklusive  Primer-Annealing-Stellen,
Nukleotiden und Aminosauren mitsamt Nummerierung und den in Exon 31

bekannten Mutationen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des entstandenen Exon 31-Fragments

agcaggcccagtttgaaag| caaacacaagagggttttgtgtctttccctccag

1440*
4317**

1453
4356

1466
4395

1479
4434

1492
4473

1505
4512

v
AR A S S S P V Il L VvV G T
GCT CGC GCT TCT TCT TCC CCT GTG ATT CTC GTT GGC ACA

H L D V S D E K Q R K A C
CAT TTG GAT GTT TCT GAT GAG AAG CAA CGC AAAGCC TGC

M S K | T K E L L N K R G
ATG AGT AAA ATC ACC AAG GAA CTC CTG AAT AAG CGA GGG

F P A | R DY H F V N A T
TTC CCT GCC ATA CGA GAT TAC CAC TTT GTG AAT GCC ACC

E E S D A L A K L R K T I
GAG GAA TCT GAT GCT TTG GCA AAA CTT CGG AAAACC ATC

Il N E S L N F K
ATA AAC GAG AGC CTT AAT TTC AAG

gtaacatggtaggctggtagagaaatgtaatttattg | attctcaactgcctagaaatgtc

agcaggc ...

: Primer-Annealing-Stelle; caaacac ... : umgebende Introns

*: Nummer Aminosaurecodon; ** Nummer Nukleotid

F : Aminosaure
ATA : Basentriplett

CG : Lokalisation bekannter Mutationen auf Nukleotidebene

Pfeil : Lokalisation bekannter Mutationen auf Aminosaureebene
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3.2.1.1 Mutationsscreening mit Gap4

3.2.1.1.1 Mutationssuche mittels Contig Editor

Im ersten Schritt der Mutationssuche wurden die gewonnenen Sequenzen mit
der Wildtypsequenz von Exon 31 von LRRK2 mit Hilfe des Contig Editors von
Gap4 abgeglichen. Die Wildtypsequenz stammte von der Internetseite der
University of California, Santa Cruz (siehe Material und Methoden).

Abweichungen in der Basenfolge wurden vom Programm farbig unterlegt.

Abbildung 8: Mutationssuche mittels Contig Editor

> 40 50 50, 70 &0 =lu] 100 110
11310r_CO4 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCC AGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTC TCGT TG U ACACATTTGGATGTTTC TGA
12500r BOS AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCC AGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTC TCGT TG U ACACATTTGGATGTTTC TGA
10g7ir HO3 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
1lizzzr BO4 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
11zZ9Zr AO4 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCC AGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTC TCGT TG U ACACATTTGGATGTTTC TGA
11310f EOZ AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
loe7zf_GO1 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
11Z92Zf HO1 AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCC AGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTC TCGT TG U ACACATTTGGATGTTTC TGA

11222f AOZ AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
12500f AOZ AGGGTTTTGTGTCTTTCCCTCCAGGT CTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TGA
exon 3l.txt GCTCGCGCTTCTTCTTCCCC TG TGATTCTCGTTGGCACACATTTGGATGTTTC TG
CONIENSTS ————|AGGGTTTTGTGTC TTTCCC TCCAGGC TG GO TTC T TC TTCC CO TG TEATTC TCGTT GG AC ACATTTGGATGTTTC T4

Das Aminosaurecodon R1441, in dem sich die in Exon 31 bekannten Mutationen befinden, ist

farbig umrandet.

3.2.1.1.2 Visuelle Mutationssuche mittels Trace Display

Eine definitive Aussage Uber das Vorhandensein von Mutationen kann erst
nach einer visuellen Auswertung der Basensequenzen mit dem Trace Display
erfolgen, da vom Programm im Contig Editor mitunter die falschen Basen
zugewiesen werden (dies gilt vor allem fur heterozygote Mutationstrager). Im

Folgenden ist dieses Vorgehen exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 9: Darstellung der visuellen Mutationssuche mittels Trace Display
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Das Aminosaurecodon R1441 ist farbig umrandet.

3.2.1.1.3 Exemplarische Darstellung einer Sequenz mit R1441C-Mutation

Abbildung 10: Darstellung einer Sequenz mit R1441C (4321c>t)-Mutation im Vergleich
zur Wildtypsequenz
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r¢cc 17T A G G CT|C GClGC T T CT T CT T CCcCC T G TG AT T CT C GT

30 40 S0 B0
4 b

Die Sequenz mit der Mutation wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit erstellt und stammt auch

nicht aus dem PSP-Patientenkollektiv.
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3.2.1.1.4 Gap4-Funktion Trace Difference

Wie in Abbildung 10 ersichtlich ist, wird die Mutation vom Programm selber
nicht erkannt und dieser Stelle der Nukleotidsequenz die Base Cytosin
zugeordnet. Folglich ware die Mutation auch im Abgleich mit der
Wildtypsequenz mit dem Contig Editor nicht bemerkt worden. Zur besseren
Visualisierung von Mutationen kann deshalb ein Peak-Subtraktions-Algorithmus
verwendet werden, der Mutationen sichtbar macht, welche sich im Trace
Display aufgrund der Uberlagerung der Peaks an der Mutationsstelle mitunter
nur sehr diskret darstellen. Dabei wird die Sequenz, die vermeintlich eine
Mutation enthalt, mit einer Standardsequenz verglichen und die Peaks der
Chromatogramme werden voneinander subtrahiert. Zeigt sich danach an einer
Stelle gleichzeitig ein nach oben und ein nach unten gerichteter Peak, so kann

dort von einer Mutation ausgegangen werden.

Abbildung 11: Visualisierung einer R1441C (4321c>t)-Mutation mittels Trace Difference

VLN MWAMMW&M/

CCCTCCAGGCTCGCGCTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCGT
30 40

< >

B+2 77 p # EX3T_2041F_ED4_Gu+Pe
: '
cCccCc 1T COCA G G C T)C G C|GC T T CT T CT T CoCcCOC T o T & AT T CT C G T

30 40 50 B0
< >

41 W;@/\ A.AJ/\ AV
jj A

¢c¢ 1T ¢ CA G 6 C T C 6 C 6 Cc T T CT T CT T ¢¢¢CC T 6 T 6 AT T ¢T C ©°Tf
30 40 a0 60

< >

4321c=t

s

Die Mutation ist schwarz umrandet.

3.2.1.2 Ergebnisse des Mutationsscreenings

Bei der Untersuchung der 88 PSP-Patienten konnte keine der 3 bekannten
Mutationen im Aminosaurecodon R1441 entdeckt werden. Auch sonstige
Variationen der Nukleotidsequenz von Exon 31 kamen nicht vor. Tabelle 23 gibt

eine Ubersicht.
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Tabelle 23: Darstellung der Ergebnisse des Mutationsscreenings der PSP-Patienten

Anzahl untersuchter Patienten 88

Anzahl gefundener Mutationen im Amino-
saurecodon R1441 (R1441C/G/H) 0

Anzahl sonstiger Veranderungen in

der Nukleotidsequenz von Exon 31 0

3.2.2 MSA-Patienten: Exon 41

Durch die Verwendung der oben genannten Primer wurden DNA-Fragmente
der Lange von 331 Basenpaaren erzeugt. Abbildung 12 gibt einen Uberblick
Uber das entstandene DNA-Fragment, die Primer-Annealing-Stellen und die

bekannten Mutationen in Exon 41.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des entstandenen Exon 41-Fragments
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CCC CAC AAT GTG CTG CTT TTC ACA CTG TAT CCC AAT GCT

v A A /

A I A K I A D Y G I A Q
GCC ATC ATT GCA AAG ATT GCT GAC TAC GGC ATT GCT CAG
Y C€C C R M G I K T S E G T
TAC TGC TGT AGA ATG GGG ATA AAA ACA TCA GAG GGC ACA
P
CCA

gtaggtgatcaggtctgtctcataattctatcttca | ggatggataaccactgacctc

gcacaga ... : Primer-Annealing-Stelle; acatagt ... : umgebende Introns

*: Nummer Aminosaurecodon; ** Nummer Nukleotid

Y : Aminosaure
TAC : Basentriplett

T, G : Lokalisation bekannter Mutationen auf Nukleotidebene

Pfeile : Lokalisation bekannter Mutationen auf Aminosaureebene.
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3.2.2.1 Mutationsscreening mit Gap4

Ergebnisse

3.2.2.1.1 Mutationssuche mittels Contig Editor

Die erstellten Sequenzen wurden mit der Wildtypsequenz des Exons 41 von
LRRK2 abgeglichen.

Abbildung 13: Darstellung der Mutationssuche in Exon 41 mittels Contig Editor

>
m3a6_101zr CO03
msa6_1003r_BO3
mEa6_ 1007r A03
m3a6_S974r GOZ
m3ab6_1006r HOZ
w3a6 974f A01
msad_1006f BO1
mzat_1005f DO1
wzab_1012f EO1
w3a6_ 1007f_CO1
exondl.txt
CONZENSUS ————

12012 3201€

120 Z0o0 Z10 2z0
GTATCCCAATGCTGCCATCATTIGCALAGATTGC TGACTAC
GTATCCCAATGCTGCCATCATTIGCALAGATTGC TGACTAC
GTATCCCAATGC TGO CATCATTIGC ALAGATTGC TGACTAC
GTATCCCAATGCTGCCATCATTIGCALAGATTGC TGACTAC

GTATCCCALATGCTGCCATCAT

CLARGATTGCTGACTAC
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCALAGATTGC TGACTAC GG
GTATCCCAATGC TGO CATCATTGCALAGATTGC TGACTAC GG
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCALAGATTGC TGACTAC GG
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCALAGATTGC TGACTAC GG
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCALAGATTGC TGACTAC GG
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCALAGLTTGCTGACTACGQ@ATTGCTCAGTACTGCTGTAGAATGGGGATAAAALCAT
GTATCCCAATGCTGCCATCATTGCAAEGATTGCTGAC?ﬁ;GGCATTGCTCAGTACTGCTGTAGAATGGGGETAAAAACAT

~
12020

230 Z40 Z50 260

ITTGCTCAGTACTGC TG TAGAATGGGGATALALACAT)
RTTGCTCAGTACTGC TGTAGRAATGGGGATALALRACAT)
WTTGCTCAGTAC TGO TG TAGAATGGEGATALALAC AT
ITTGCTCAGTACTGC TG TAGAATGGGGATALALACAT)
RTTGCTCAGTACTGC TGTAGAATGGGGATALALACAT)
RTTGCTCAGTACTGC TGTAGRAATGGGGATALALRCAT)
WTTFCTC AGTAC TGO TG TAGAATGGEGATALALAC AT
ITTGCTCAGTACTGC TG TAGAATGGGGATALALAC AT
RTTGCTCAGTACTGC TG TAGAATGGGGATALALAC AT
RTTGCTCAGTACTGC TGTAGRAATGGGGATALALRCAT)

Die 3 Aminosaurecodons, in denen jeweils Mutationen auftreten, sind farbig umrandet.
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3.2.2.1.2 Mutationssuche mittels Trace Display

Die visuelle Mutationssuche erfolgte wie unter 3.2.1.1.2 beschrieben.

Abbildung 14: Darstellung des Ausschnitts von Exon 41, in dem sich die 3 bekannten
Mutationen befinden

H+7 27 p/ msab_1007F_CO1

vy 12012 G2019 12020

e N e e

CATCATTGCAAAGATTGCTGACTACGGCATTGCTCAGTACTG
160 170 180

£ ¥

H10 77 p/ msaf_1007_p03
Al

A AR AN MM

L& T Cla TT|G6C A& A A G A TT G C TGACTACGGCATTGCTCAGTACTG
0 100 g0

e

<

»

Die 3 Aminosdurecodons, in denen jeweils die bekannten Mutationen auftreten, sind

verschiedenfarbig umrandet, oberhalb ist der Name des betreffenden Aminosaurecodons
angegeben.
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3.2.2.1.3 Darstellung einer Sequenz mit G2019S-Mutation

Abbildung 15: Exemplarische Darstellung einer G2019S (6055g>a)-Mutation

%

]

#7 72 p / msaB_1007_A03

Y

i

G2019

f\

AN

T T e C TG & C T A& C
100

<

G G C

a0

37
#

?p

/ B575_F11

6055g=a

C
220

AT T G

6

T

&

o

G T A C T G C
230

TG T A G A
240

Die mutationstragende Sequenz wurde als Positivprobe im Rahmen dieser Arbeit selber erstellt,

stammt jedoch nicht aus dem MSA-Patienten-Kollektiv. Daneben ist hierbei zum Vergleich eine

Sequenz eines MSA-Patienten ohne Mutation abgebildet. Die Mutation ist mit einem Pfeil

markiert. Zusatzlich abgebildet ist das mit Trace Difference erstellte Chromatogramm, in dem

die Mutation schwarz umrandet ist.
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3.2.2.1.4 Darstellung einer Sequenz mit 12020T-Mutation

Abbildung 16: Exemplarische Darstellung einer 12020T (6059t>c)-Mutation

2 77 p A mzab_1007F_COT
o

| jj\AM/\/V\A/\_M\

/&/\J\/\/\/\/\/\M/\MN\AN\/LA/

G & C T A T G G C
170
£

G Cc T C A G T A& C T G C T G T & G
180 190

14 77 0/ Ex41F_8743_A09

Die mutationstragende Sequenz wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit erstellt und stammt auch

nicht aus dem MSA-Patientenkollektiv. Die beiden Peaks an der Stelle 6059 (berlappen sich

annahernd deckungsgleich, so dass zur besseren visuellen Darstellung die Funktion Trace

Difference angewendet wurde.
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3.2.2.2 Ergebnisse des Mutationsscreenings

Bei der Untersuchung der 219 MSA-Patienten konnte keine der 3 bekannten
Mutationen in Exon 41 entdeckt werden. Auch sonstige Variationen der

Nukleotidsequenz kamen nicht vor. Tabelle 24 gibt eine Ubersicht.

Tabelle 24: Ergebnisse des Mutationsscreenings der MSA-Patienten

Anzahl untersuchter Patienten 219
Anzahl gefundener 12012T-Mutationen 0
Anzahl gefundener G2019S-Mutationen 0
Anzahl gefundener 12020T-Mutationen 0

Anzahl sonstiger Veranderungen in

der Nukleotidsequenz von Exon 41 0
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4 DISKUSSION

4.1 Einleitung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Mutationen im Gen LRRK2, die mit
der Atiologie sowohl familidrer als auch sporadischer Falle des idiopathischen
Parkinson-Syndroms in Verbindung gebracht werden konnten, auch eine Rolle
in der Entstehung der atypischen Parkinson-Syndrome MSA und PSP spielen.
Die Untersuchung beschrankte sich dabei auf bereits bekannte, unterschiedlich
haufig auftretende Mutationen in den Exons 31 und 41.

Bei keinem der 88 untersuchten PSP-Patienten und keinem der 219 MSA-
Patienten konnten dabei die bekannten oder neue Mutationen, bzw.
Polymorphismen, gefunden werden. Bei allen Patienten lagen die

Wildtypsequenzen der Exons vor.

4.1.1 Argumente fiir die Konzeption der Studie

Trotz intensiver Bemiihungen im Bereich der Forschung bleibt die Atiologie der
Parkinson-Syndrome bis heute weitestgehend ungeklart. Welche Mechanismen
letztendlich zum haufig selektiven Untergang von dopaminergen Neuronen der
Substantia nigra fihren, ist ebenso unbekannt wie die potentielle Bedeutung
von Umweltfaktoren in der Entstehung von Neurodegeneration. Das Parkinson-
Syndrom galt lange Zeit als sporadisch auftretende Erkrankung ohne
genetischen Hintergrund [175, 197]. Erst durch die Entdeckung genetisch
bedingter Parkinson-Syndrome ist es gelungen, tiefere Einblicke in die
beteiligten Pathomechanismen der Erkrankung zu bekommen. Wenn die
monogenetisch bedingten Falle auch selten sind, so kommt den durch sie
gewonnen Erkenntnissen aufgrund der Ubertragbarkeit auf sporadische Formen

der Erkrankung grof3e Bedeutung zu.
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LRRK?2 ist dabei gleich aus mehreren Griinden von besonderem Interesse. So
finden sich Mutationen in diesem Gen abgesehen von familidaren auch haufig
bei sporadischen Fallen des idiopathischen Parkinson-Syndroms und fihren bei
den Betroffenen zu phanotypischen Erscheinungsbildern, die sich im
Allgemeinen, auch das Erkrankungsalter betreffend, nicht vom idiopathischen
Parkinson-Syndrom unterscheiden lassen.

Eine rationale Basis flr eine Screeninguntersuchung bei Patienten mit
atypischen Parkinson-Syndromen auf LRRK2-Mutationen stellen die
pleomorphen neuropathologischen Veranderungen dar, die durch LRRK2-
Mutationen verursacht werden kdonnen. Die Mutation R1441G in Exon 31 kann
mit PSP-typischen neuropathologischen Befunden einhergehen und macht eine
Screeninguntersuchung bei PSP-Patienten in diesem Exon somit sinnvoll [199,
209].

G2019S-Mutationen wiederum sind als haufigste genetische Ursache flr die
Entstehung der haufigsten Synukleinopathie, dem idiopathischen Parkinson-
Syndrom, identifiziert worden. Logischerweise stellt sich die Frage, ob sie somit
auch in Zusammenhang mit der zweithaufigsten Synukleinopathie [50], der
Multisystematrophie, gebracht werden kénnen. Des Weiteren lag bei einem
Mitglied der Sagamihara-Familie mit neuropathologisch gesicherter MSA eine
12020T-Mutation vor.

Betrachtet man das &uRerst begrenzte Wissen Uber die Atiologie atypischer
Parkinson-Syndrome zusammen mit den stark limitierten Therapieoptionen, die
den Betroffenen derzeit angeboten werden kdonnen, wird der potentielle Nutzen
der Entzifferung fassbarer Ursachen fur die Entstehung dieser Erkrankungen
ersichtlich. Auch auf diagnostischer Ebene bestehen erhebliche Defizite, da
atypische Parkinson-Syndrome differentialdiagnostisch vor allem zu Beginn nur
schwer von idiopathischen zu unterscheiden sind. Folglich fuhren
Fehldiagnosen zur falschen Behandlung von Betroffenen und Fehlinformationen
bezliglich Krankheitsprogression und Uberlebenszeiten [97]. Die Schwierigkeit
der korrekten Diagnose begrindet sich im Fehlen sowohl biologischer Marker
als auch konkreter neuroradiologischer oder anderweitiger Zusatz-

untersuchungen, mit deren Hilfe frih eine sichere Diagnose gestellt werden
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konnte [97]. Mit der Entdeckung einer genetischen Ursache fur die
Krankheitsentstehung wirden sich schlagartig neue Optionen ergeben, die vom
genetischen Screening bei Betroffenen und deren Angehdérigen bis zur
Etablierung von Biomarkern reichen kénnten. Fur die Erforschung von kausalen
Therapieansatzen ware erstmals eine rationale Basis gelegt.

Die Sammlung von Daten, die durch das Screenen verschiedener
Patientenkohorten auf der ganzen Welt stetig erweitert wird, steigert das
Wissen Uber die Pravalenz von LRRK2-Mutationen bei verschiedenen
neurodegenerativen Krankheitsbildern. Da bekannt ist, dass die ethnische
Herkunft bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom einen grof3en
Einfluss auf die Pravalenz von LRRK2-Mutationen hat (siehe 1.5.1.5.5),
erscheint die Untersuchung von Patientenkollektiven aus verschiedenen Teilen
der Erde sinnvoll. Betrachtet man sich die Datenlage bezuglich LRRK2-
Mutationen bei MSA- und PSP-Patienten, ist ersichtlich, dass bisher nur wenige
Erkenntnisse Uber die Mutationspravalenz bei Patienten aus Mitteleuropa
gewonnen wurden (siehe 4.3) und dass diese durch die vorliegende Arbeit

deutlich erweitert werden.

4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Auswahl der Patienten

Alle in dieser Arbeit nach Mutation im Gen LRRKZ2 gescreenten DNA-Proben
stammten von Patienten, die in speziellen Zentren von mindestens einem
Spezialisten auf dem Gebiet der Basalganglienerkrankungen untersucht worden
waren. Die klinische Diagnose erfolgte gemal den international gultigen
Konsensuskriterien.

Eine sichere Diagnose der atypischen Parkinson-Syndrome PSP und MSA |3sst
sich jedoch erst post mortem durch den Nachweis spezifischer
neuropathologischer Veranderungen stellen. Fur keinen der in dieser Arbeit
untersuchten Patienten lag eine definitive Krankheitsdiagnose vor.

Wie prazise eine rein klinische Diagnose anhand der international gultigen

Konsensuskriterien fur PSP oder MSA gestellt werden kann, ist in mehreren
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Studien untersucht worden. Die dabei ermittelten Prozentzahlen fur die
Sensitivitat und Spezifitdt sowie den positiv und negativ pradiktiven Wert zeigen,
dass eine 100%ige Diagnosesicherheit nicht gegeben ist. Tabelle 25 und 26

geben diesbeziiglich einen Uberblick tiber die derzeitige Studienlage.

Tabelle 25: Uberblick iiber Studien, die die Exaktheit der Diagnose der PSP unter
Verwendung der NINDS-SPSP-Kriterien untersuchten

Referenz Kriterien Sensitivitat | Spezifitat PPW NPW
NINDS-SPSP 83% 93% 83% -
Litvan possible
et al. [100] -
NINDS-SPSP 50% 100% 100% -
probable
NINDS-SPSP 759, 99% 96% 95%
Lopez possible
etal. [103] -
NINDS-SPSP 62% 100% 100% 92%

probable

NINDS-SPSP: National Institute of Neurological Disorders and Stroke - Society for Progressive

Supranuclear Palsy,
PPW: positiv pradiktiver Wert, NPW: negativ pradikitiver Wert
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Tabelle 26: Uberblick iiber Studien, die die Exaktheit der Diagnose der MSA unter
Verwendung der Gilman-Kriterien untersuchten

Referenz Kriterien Sensitivitat PPW
Gilman
Osaki et al. [125] 28% 93%
possible
bei der ersten Gilman
Untersuchung 16% 100%
probable
: ) Gilman
Osaki et al. [117]: 92%, 86%
possible
bei der letzten
Gilman
Untersuchung 63% 91%
probable

PPW: positiv pradiktiver Wert

Wie ersichtlich, kann nicht ausgeschlossen werden, dass Patienten irrtimlicher-
weise in Arbeiten wie dieser, bei der sich die Rekrutierung der Patientenkohorte
ausschlieBlich auf klinische Diagnosen stitzt, eingeschlossen werden und somit
die Ergebnisse der Studie zu verfalschen vermogen.

Die begrenzte Verfugbarkeit pathologisch bestatigter MSA- und PSP-Fallen
erlaubt jedoch Arbeiten, die, wie in diesem Fall, aufgrund der mitunter sehr
niedrigen Pravalenzraten der Mutationen auf eine relativ grofRen
Patientenzahlen angewiesen sind, nur dann, wenn rein klinisch diagnostizierte
Patienten in die Screeninguntersuchung miteinbezogen werden konnen.
Aufgrund der Expertise der betreuenden Arzte und der zusétzlichen Steigerung
der Diagnosesicherheit durch mehrjahrige Betreuung der Patienten, kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass sich die Zahl der falschlicherweise in
dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten in aul3erst engen Grenzen halt. Dafur
spricht im Falle der PSP-Patienten auch die, fur diese Erkrankung typische,

nachgewiesene hohe H1-Haplotyp-Frequenz.
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4.2.2 Aussagekraft der Ergebnisse

LRRK?2 ist ein auldergewohnlich gro3es Gen und umfasst insgesamt 51 Exons.
In dieser Arbeit wurden 2 Exons auf diejenigen Punktmutationen untersucht, die
mit der Entstehung des idiopathischen Parkinson-Syndroms in Zusammenhang
gebracht werden konnten und mitunter zu neuropathologischen Veranderungen
fUhren, die eher charakteristisch fur atypische Parkinson-Syndrome sind.

Direktes Sequenzieren erlaubt den Nachweis von Punktmutationen mit grof3er
Sicherheit, insbesondere wenn, wie hier geschehen, sowohl der forward- als
auch der reverse-Strang separat sequenziert und begutachtet werden. Da die
Untersuchung auf wenige LRRK2-Mutationen begrenzt war, ist nur ein kleiner
Ausschnitt des Gens beurteilt worden. Somit kann die Existenz von atiologisch
mit atypischen Parkinson-Syndromen assoziierten LRRK2-Mutationen irgendwo
sonst in diesem groRen Gen keinesfalls ausgeschlossen werden. Denkbar

waren auch intronische Mutationen, Gendosis- und epigenetischen Effekte.

4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Zur Auswertung der Patientendaten

4.3.1.1 PSP-Patienten

Das mittlere Erkrankungsalter der PSP-Patienten in dieser Arbeit liegt mit 64,3
(£ 6,4) Jahren in dem Bereich, der auch in frGheren Studien beschrieben wurde
[17]. Das Geschlechterverhaltnis stellt sich mit 51,1% mannlichen und 48,9%
weiblichen Patienten gleichmafig verteilt dar, was die Vermutung friherer
Untersuchungen stutzt, dass Manner und Frauen von der Erkrankung gleich
haufig betroffen sind [17, 120].

4.3.1.2 MSA-Patienten

Wie beim PSP-Kollektiv stellt sich die Geschlechterverteilung auch bei den
MSA-Patienten mit 52,7% mannlichen und 47,3% weiblichen Betroffenen
ausgewogen dar und bestatigt diesbezlglich die gangige Studienlage. Auch

das mittlere Erkrankungsalter liegt mit 58,0 (£ 8,1) Jahren in dem Bereich, den
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man fur den Erkrankungsbeginn der Multisystematrophie als Ublich ansieht [81,
178, 189].

Die prozentuale Verteilung von MSA-P und -C-Patienten erscheint jedoch in
Anbetracht der gangigen Datenlage ungewohnlich. Man geht davon aus, dass
MSA-P in kaukasischen Bevolkerungsgruppen zwei- bis viermal haufiger auftritt
als MSA-C [14, 22, 31, 52, 140, 187]. Ein haufigeres Auftreten von MSA-C
scheint es indes in Japan zu geben [202]. Die MSA-Patienten-Kohorte, die in
dieser Arbeit untersucht wurde, weist mit 56,3% MSA-P- und 43,7% MSA-C-
Patienten eine annahernd gleichmallige Verteilung der beiden MSA-Subtypen
auf. Dies kann mitunter darauf zurickgefuhrt werden, dass ein Teil der DNA-
Proben aus speziellen Ataxie-Ambulanzen stammt, in denen naturgemaf} mehr
MSA-C als MSA-P-Patienten behandelt werden. Aus diesem Grund muss
davon ausgegangen werden, dass diesbezuglich in dieser Arbeit kein fur die
Allgemeinbevolkerung reprasentatives MSA-Patientenkollektiv  untersucht

wurde.

4.3.2 G2019S und MSA

Die G2019S-Mutation gilt heute als die haufigste genetische Ursache fur die
Entstehung des idiopathischen Parkinson-Syndroms sowohl bei sporadischen
als auch familiaren Fallen [51]. Wirde diese Mutation bei der Entstehung der
Multisystematrophie eine ahnlich bedeutende Rolle einnehmen, ware bei einer
Studienpopulation von 219 Patienten mit etwa 2 bis 4 Mutationstragern zu
rechnen gewesen [127]. Da jedoch kein einziger der untersuchten Patienten die
Mutation aufwies, muss davon ausgegangen werden, dass die G2019S-
Mutation bei MSA-Patienten, falls Uberhaupt, deutlich seltener auftritt als dies

fur das idiopathischen Parkinson-Syndrom der Fall ist.

4.3.3 12020T und MSA

Im Jahre 2002 war es die Untersuchung von Mitgliedern der Sagamihara-
Familie, die zum ersten Mal Hinweise auf die Lokalisation eines mit der
Entstehung des idiopathischen Parkinson-Syndroms in Verbindung stehenden
Genortes auf Chromosom 12 lieferte [43]. Nach der Entdeckung von LRRK2
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konnte nachgewiesen werden, dass bei den betroffenen Familienmitgliedern die
12020T-Mutation in Exon 41 vorliegt [44]. Interessanterweise konnte bei einem
der Mutationstrager eine neuropathologisch gesicherte MSA-Diagnose gestellt
werden, was die Bedeutung dieser Mutation in der Entstehung der Erkrankung
nahe legte. Da jedoch kein einziger der in dieser Arbeit untersuchten Patienten
die Mutation aufwies, kann davon ausgegangen werden, dass sie, zumindest
bei Mitteleuropaern, keine bedeutende Ursache flr die Entstehung von MSA

darstellt.

4.3.4 12012T und MSA

Die 12012T-Mutation stellt diejenige Veranderung in Exon 41 von LRRKZ2 dar,
die sich am seltensten nachweisen lasst. Auch im untersuchten MSA-
Patientenkollektiv dieser Arbeit konnte sie bei keinem Individuum gefunden
werden und scheint somit keine Rolle in der Entstehung von MSA bei

Mitteleuropaern zu spielen.

4.3.5 R1441C/G/H und PSP

Mutationen im Aminosaurecodon R1441 von LRRK?2 finden sich bei Parkinson-
Patienten deutlich seltener als die G2019S-Mutation und ihr Auftreten scheint
noch starker von der ethnischen Herkunft der Betroffenen abzuhangen [173].
Eine besondere Rolle spielen sie bei der Entstehung des idiopathischen
Parkinson-Syndroms bei Menschen aus dem Baskenland und auch
benachbarter spanischer Provinzen [113]. Des Weiteren sind sie in Belgien
beschrieben worden [124].

Die in dieser Studie untersuchte Anzahl an PSP-Patienten ist mit 88 betroffenen
Individuen relativ klein. Da sich Mutationen im Aminosaurecodon 1441 von
LRRK2 auch bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom viel seltener
finden lassen als die G2019S-Variante, kann eine generelle Beteiligung der
Mutation in der Atiologie von PSP in Anbetracht der untersuchten Patientenzahl
anhand dieser Arbeit nicht sicher ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse

machen jedoch klar, dass Mutationen in Exon 31 von LRRK2 bei PSP-Patienten,
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falls Uberhaupt, sehr selten vorkommen und mit hoher Wahrscheinlichkeit keine

Hauptursache fur das Entstehen der Erkrankung darstellen.

4.3.6 Vergleich der Ergebnisse mit vorangegangen Publikationen

4.3.6.1 Pravalenzraten von LRRK2-Mutationen

Seit die Bedeutung von LRRK2-Mutationen fur die Entstehung des
idiopathischen Parkinson-Syndroms entdeckt worden ist, sind weltweit immense
Bemuhungen betrieben worden, die Pravalenzraten dieser Mutationen bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen zu bestimmen. Aufgrund der
Tatsache, dass das idiopathische Parkinson-Syndrom die mit Abstand haufigste
mit Parkinsonismus einhergehende Erkrankung darstellt, wurden hauptsachlich
Patientenkohorten mit dieser Form des Parkinsonismus untersucht. Hierbei
fand sich ein auRergewohnlich hoher Einfluss der ethnischen Herkunft auf das
Auftreten von Mutationen. Wie erwahnt, scheinen manche Mutationen dabei nur
in bestimmten Bevdlkerungsgruppen aufzutreten. Insgesamt stellte sich heraus,
dass LRRK2-Mutationen die mit Abstand haufigste genetische Ursache fur die
Entstehung des Parkinson-Syndroms darstellen [51].

Auch wenn sich das durch LRRK2-Mutationen bedingte klinische
Erscheinungsbild nicht vom idiopathischen Parkinson-Syndrom unterscheiden
lasst, so stellte sich aufgrund der groRen Variabilitat beobachteter
neuropathologischer Befunde die Frage nach der Bedeutung des Gens fur die

Entstehung weiterer Synukleino- und Tauopathien.

4.3.6.1.1 Bisherige Datenlage: LRRK2 und PSP

Ein Mitglied der grolien Familie aus West-Nebraska, die auch als Familie D
bezeichnet wird, entwickelte eine supranukleare Blickparese 5 Jahre nachdem
Symptome begonnen hatten, die in ihrer Form typisch fur das idiopathische
Parkinson-Syndrom waren und bis dato sehr gut auf L-Dopa angesprochen
hatten. Abgesehen davon zeigte der Patient keine weiteren, flr das Vorliegen
von PSP sprechenden Zeichen. Auch die L-Dopa-Responsivitat blieb weiterhin
erhalten. Es war nun eben dieser Patient, bei dessen Autopsie

neuropathologische Veranderungen gefunden wurden, die eher zum Bild der
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PSP als zum idiopathischen Parkinson-Syndrom passten. Es fanden sich
erstaunlicherweise Tau-positive Einschlisse in PSP-typischer Verteilung. Bei
einer genetischen Untersuchung konnte bei diesem Patienten die R1441C-
Mutation nachgewiesen werden [209].

Ein weiterer Patient, der ebenfalls eine Mutation im Codon R1441 aufwies,
entwickelte 8 Jahre nach dem Beginn eines idiopathischen Parkinson-
Syndroms viele Symptome, die in ihrer Auspragung charakteristisch fir PSP
waren. So kam es im Krankheitsverlauf zu einer supranuklearen Blickparese,
Fallneigung und kognitiven Defiziten [164].

Mit Ausnahme dieser beiden eben geschilderten Patienten sind in weltweit
durchgefuhrten Studien bis zum heutigen Tag keine R1441-Mutationen bei
PSP-Patienten nachgewiesen worden. AuRerdem muss beachtet werden, dass
der Krankheitsverlauf der beiden beschriebenen Falle bei genauerer
Betrachtung primar uncharakteristisch fur eine klassische PSP erscheint. Die
Entwicklung von PSP-typischen Symptomen nach Jahren eines vermeintlich
idiopathischen Parkinson-Syndroms mit guter L-Dopa-Responsivitat erinnert
hierbei viel mehr an einen von Wiliams et al. definierten und als PSP-
Parkinsonismus (PSP-P) bezeichneten Subtyp der Erkrankung [196].

Bei keinem der bisher etwa 300 weltweit auf R1441-Mutationen gescreenten
PSP-Patienten wurde die von Williams postulierte Unterteilung in PSP-
Parkinsonismus und Richardson-Syndrom explizit vorgenommen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit fugen sich auch diesbezlglich nahtlos in die Reihe
vorangegangener Untersuchungen ein und bestatigen und erweitern die
bisherige Datenlage. Da unsere Kohorte mittels klinischer Diagnosekriterien
rekrutiert wurde, die eine Diagnosefindung anhand typischer Symptome der
PSP erlauben, ist es wahrscheinlich, dass die PSP-Patienten dieser Arbeit eher
dem Subtyp Richardson-Syndrom als PSP-Parkinsonismus zugeordnet werden
muissen. Man kénnte also schlussfolgern, dass die Ergebnisse dieser Studie
nahe legen, dass R1441C/G/H-Mutationen héchstwahrscheinlich keine Rolle in
der Entstehung der klassischen PSP (d.h. des Richardson-Syndroms) spielen,
eine atiologische Beteiligung bei atypischen PSP-Fallen (d.h. beim Parkinson-

Parkinsonismus) jedoch nicht ausgeschlossen werden kann.
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Tabelle 27: Zusammenstellung der bisherigen Datenlage beziiglich LRRK2-Mutationen
bei PSP-Patienten

Anzahl Anzahl
gesuchte
Referenz gescreenter PSP- _ gefundener
Mutationen )
Patienten Mutationstrager
Ross etal., 326 G2019S 0
2006 [146]
Ross etal., 242 R1441C/G/H 0
2006 [147]
Tan et a|_’ 15 R1441C/G/H, 0
2006 [171] G2019S, 12020T
Spanaki et al., 13 R1441C/G/H, 0
2006 [164] G2019S, 12020T
Gaig et al., 21 G2019S, 0
2008 [46] R1441C/G/H
Rajput et al., 16 G2019S 0
2006 [141]
Hernandez et al., 186 G2019S 0
2005 [66]
R1441C/G/H,
gesamt 291 (teilweise auch 0
G2019S und
12020T)
508 ausschlieflich 0

G2019S
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4.3.6.1.2 Bisherige Datenlage: LRRK2 und MSA

MSA stellt als zweithdufigste Synukleinopathie nach dem idiopathischen
Parkinson-Syndrom diejenige Erkrankung dar, bei der eine Screening-
untersuchung auf Mutationen in Exon 41 von LRRK2 die rationalste Grundlage
besitzt. Bis zum heutigen Tag haben solche Untersuchungen, mit Ausnahme
des bereits erwahnten Mitgliedes der Sagamihara-Familie, noch keinen
einzigen MSA-Fall direkt mit einer Mutation der Nukleotidsequenz von LRRK2
in Verbindung bringen kénnen. Die bisherige Datenlage auf diesem Gebiet ist
jedoch dunn. Patienten aus Europa sind bisher kaum untersucht worden.
Folglich wird die Zahl der auf 12012T-, G2019S- und [2020T-Mutationen
untersuchten MSA-Patienten durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt und
deutlich erweitert. Eine atiologische Verbindung zwischen Mutationen in Exon
41 von LRRK2 und dem Auftreten der Multisystematrophie erscheint in
Anbetracht dieser Erkenntnisse als unwahrscheinlich. Wie der einzige
beschriebene Fall eines MSA-Patienten aus Japan mit 12020T-Mutation

einzuordnen ist, bleibt also unklar.
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Tabelle 28: Bisherige Datenlage zur Pravalenz von LRRK2-Mutationen bei MSA-Patienten

Anzahl Anzahl
gesuchte
Referenz gescreenter MSA- gefundener
Mutationen
Patienten Mutationstrager

Ozelius et al., 136 G2019S 0

2007 [127]

Tan et al., 15 R1441C/G/H, 0

2006 [171] G2019S, 12020T

Ross etal, 43 G2019S 0

2006 [146]
Rajput et al., 11 G2019S 0

2006 [141]

Gaig et al., 8 G2019S, 0

2008 [46] R1441C/G/H

Choetal, 199 G2019S 0

2009 [21]

G2019S,
412 teilweise auch 0
gesamt R1441C/G/H,
12020T
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Tabelle 29: Studie aus China zur Pravalenz von G2385R-Mutationen bei MSA-Patienten

Anzahl Anzahl
gesuchte
Referenz gescreenter MSA- _ gefundener
Mutationen )
Patienten Mutationstrager
Luetal, 57 G2385R 3
2008 [106]

Auch wenn 3 MSA-Patienten mit Mutationen identifiziert werden konnten, tritt diese nicht

signifikant haufiger auf als bei gesunden Kontrollen.

4.3.6.1.3 LRRK2 und weitere atypische Parkinson-Syndrome

In Untersuchungen ist damit begonnen worden, die Pravalenz der haufigsten

LRRK2-Mutationen bei weiteren Synukleino- und Tauopathien zu bestimmen,

wobei bisher nur wenige Daten erhoben worden sind.

Tabelle 30: Ubersicht iiber LRRK2-Mutationsscreenings bei Kortikobasaler Degeneration

esuchte Anzahl

Referenz Patientenzahl gesu gefundener

Mutationen . )

Mutationstrager

14 LRRK2-

Tan et al., :
4 Mutationen, u.a. 0
2006 [171] R1441C/G/H,
G2019S, 12020T

Gaig et al., G2019S,
2008 [46] 3 R1441C/G/H 0

Tabelle 31: Ubersicht iiber LRRK2-Mutationsscreenings bei Demenz mit Lewy-

Koérperchen
esuchte Anzahl
Referenz Patientenzahl I\/Slgutationen gefundener
Mutationstrager
Gaig et al., 25 G2019S, 0
2008 [46] R1441C/G/H
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4.3.6.1.4 LRRK2 und weitere neurodegenerative Erkrankungen

Eine rationale Grundlage fir die Annahme, LRRK2-Mutationen kénnten auch
bei weiteren neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle spielen, bildet die
Tatsache, dass es bei vielen dieser Syndrome zu klinischen und pathologischen
Uberschneidungen kommen kann. In diesem Zusammenhang wird immer
wieder die Vorstellung diskutiert, dass es sich also nicht um eigenstandige
Krankheitsentitaten, sondern eher um Extreme in einem zusammenhangenden
Spektrum von Erkrankungen handelt [47].

Darlber hinaus haben Kopplungsanalysen bei familiaren Formen des Morbus
Alzheimer Hinweise auf eine Region auf Chromosom 12 ergeben, in der sich
auch der PARKS8-Locus befindet [154]. Tabelle 32 gibt eine Ubersicht Uber
Screeninguntersuchung von Alzheimer- und ALS-Patienten auf LRRK2-

Mutationen.

Tabelle 32: Ubersicht iiber LRRK2-Mutations-Screenings bei weiteren
neurodegenerativen Erkrankungen

esuchte Anzahl
Erkrankung Patientenzahl gesu gefundener
Mutationen . .
Mutationstrager
M. Alzheimer >3.000* G2019S 0
R1441C/G/H,
ALS 54** Y1699C, 0
G2019S,12020T

*: Referenzen: Toft et al. [179], Hernandez et al. [66], Tedde et al. [177], Lee et al. [85],
Zambieta et al.[204]
** . Referenz:  Whittle et al. [195]

80




Diskussion

4.4 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der Arbeit

4.4.1 Trotz fehlender Mutationen: Beitrag von LRRK2 zum Verstandnis
der Atiologie atypischer Parkinson-Syndrome

4.41.1 Vor LRRK2

Der bisherige Kenntnisstand Uber die genetische Komponente in der
Entstehung atypischer Parkinson-Syndrome ist deutlich begrenzter als dies fur
das idiopathische Parkinson-Syndrom der Fall ist. Der Grund hierfur liegt in der
Tatsache begrindet, dass letzteres die mit Abstand haufigste Form von
Parkinsonismus darstellt und familiare Falle viel haufiger beobachtet werden als
bei atypischen Parkinson-Syndromen. Aus diesem Grund war es auch primar
die Untersuchung von Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom, die zur
Entdeckung von genetischen Veranderungen in den in der Einleitung
zusammengefassten PARK-Loci geflihrt hat. Eine potentielle Bedeutung von
Mutationen in diesen Genen fir das Verstandnis neurodegenerativer Prozesse
an sich ist seither weiter untersucht worden. In diesem Zusammenhang stellte
sich konsequenterweise auch die Frage nach einer moglichen Verbindung zu
atypischen Parkinson-Syndromen.

Im Fall der PSP haben wenige familiar gehaufte Falle zur Untersuchung einer
moglichen genetischen Komponente in der Atiologie der Erkrankung gefiihrt [16,
33]. Dabei lag das Hauptaugenmerk in den vergangenen Jahren hauptsachlich
auf dem mikrotubuliassoziierten Protein Tau (MAPT). Bezlglich der weiteren
PARK-Loci sind in den vergangenen Jahren mehrere Studien durchgeflihrt
worden, die einen direkten Zusammenhang mit Mutationen in den bisher

bekannten Parkinson-Genen meist nicht herstellen konnten.

4.4.1.1.1 Das Tau-Gen und PSP

Auch wenn die Progressive Supranukleare Blickparese im Allgemeinen als
sporadisch auftretende Erkrankung angesehen wird, kbnnen PSP-Falle immer
wieder mit Veranderungen bzw. bestimmten Varianten des Tau-Gens in
Verbindung gebracht werden [117, 134, 166, 200], und somit gilt der Tau-Lokus

auf Chromosom 17921 inzwischen zumindest als Risikofaktor fur die
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Erkrankung [26]. Zunachst wurde ein Zusammenhang zwischen sporadisch
auftretender PSP und einem bestimmten polymorphen Marker beschrieben, der
aus Dinukleotiden aufgebaut ist und sich im Intron zwischen den Exons 9 und
10 befindet [26]. Ein weiterer, bei PSP-Patienten Uberzufallig haufig
vorkommender und das gesamte Tau-Gen umfassender Haplotyp H1 ist in der
Folge beschrieben worden [4]. AuRerdem weisen 98% der PSP-Patienten noch
einen weiteren, so genannten HapA-Haplotyp auf, der durch 4 single nucleotide
polymorphisms (SNP) in den Exons 1, 4A und 8 charakterisiert ist.

Das Genprodukt Tau ist ein Phosphoprotein und gehért zur Familie der
mikrotubuliassoziierten Proteine. Beim Menschen lassen sich davon 6
Isoformen nachweisen, die jeweils durch alternatives Splicen der Exons 2, 3
und 10 entstehen [57]. Die Besonderheit dieses Umstandes begrindet sich in
der Tatsache, dass es in Gehirnen PSP-Erkrankter zu einer selektiven
Anreicherung spezieller Tau-lsoformen kommt (sog. 4R-lIsoformen), die
hyperphosphoryliert sind und sich neuropathologisch in bestimmten Abschnitten
des Gehirns der Betroffenen finden lassen [36]. Die vermehrte
Phosphorylierung der Tau-Proteine senkt dabei ihre Bindungsfahigkeit an
Mikrotubuli und fordert die Bindung des Moleklls an sich selbst. In den
Gehirnen gesunder Menschen lasst sich fur gewohnlich etwas mehr 3 R- als
4R-Tau finden. Bei PSP-Patienten verschiebt sich das Verhaltnis jedoch

zugunsten der 4R-Tau-Isoform [165].

4.4.1.1.2 a-Synuklein

a-Synuklein konnte als Bestandteil von Lewy-Kdrperchen aber auch von den flr
die MSA typischen glialen zytoplasmatischen Einschlissen (GClI)
nachgewiesen werden. Proteinanalysen bei MSA-Patienten fihrten zu der
Erkenntnis, dass die GCls dabei einen groferen Teil veranderter, unloslicher a-
Synuklein-Fraktionen aufweisen [37]. Aus diesem Grund kam die Vermutung
auf, dass Veranderungen im a-Synuklein-Gen ursachlich mit dem Entstehen der
MSA zusammenhangen koénnten und MSA-Patienten wurden in der Folge
daraufhin untersucht. Mutationen wurden hierbei ebenso wenig wie bei PSP-
Patienten entdeckt [118, 126].
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4.41.1.3 Parkin

Anders als bei a-Synuklein konnte bei einem Patienten mit neuropathologisch
gesicherter PSP eine zuvor nicht beschriebene Mutation im Parkin-Gen
nachgewiesen werden [115]. Da der Zusammenhang zwischen Veranderungen
im Tau-Gen und dem Auftreten von PSP bekannt ist, wurde eine potentielle
Interaktion von Parkin und dem Tau-Protein postuliert. Wie nachgewiesen
werden konnte, dient Tau Parkin tatsachlich als Substrat [136]. Diese
Erkenntnisse wurden weiter gestutzt durch die genetische Untersuchung von
PSP-Patienten, bei der sich zwar keine Mutationen in Parkin finden lie3en, ein
Polymorphismus in dessen Nukleotidsequenz jedoch einen Risikofaktor fur das
Auftreten von PSP darzustellen scheint [145]. Es wird davon ausgegangen,
dass dieser Polymorphismus die Interaktion zwischen Parkin und Tau zu stéren
vermag und somit eine Anderung subzelluldrer Tau-Konzentrationen verursacht
[145].

441.1.4 DJ-1

In biochemischen Untersuchungen zeigte sich, dass die Synthese von DJ-1 bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen gesteigert zu sein scheint,
was die Vermutung einer neuroprotektiven Wirkung des Proteins weiter stutzt.
Tauhaltige EinschlUsse, sowohl in Neuronen als auch glialen Zellen, weisen DJ-
1 auf. Es findet sich des Weiteren in den fur die MSA charakteristischen GCls.
In neuronalen a-Synuklein-haltigen Einschlissen, wie z.B. den Lewy-

Korperchen, kommt es jedoch nicht vor [122].

4.4.1.2 Was andert sich mit LRRK2?

Wie in dieser und weiteren Arbeiten gezeigt wurde, konnten weltweit bisher, mit
der Ausnahme des Sagamihara-Familienmitgliedes und zweier atypischer PSP-
Falle, weder MSA- noch PSP-Patienten direkt mit LRRK2-Mutationen in
Verbindung gebracht werden. Der bisher fehlende Zusammenhang zwischen
atypischen Parkinson-Syndromen und Mutationen im Gen LRRK2 wirkt
zunachst ernlichternd, zumal die anfangliche Beschreibung der grolen

Spannbreite neuropathologischer Prasentationen bei LRRK2-Mutationstragern
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berechtigte Hoffnung weckte, hierbei eine bedeutende Ursache flur die
Entstehung von MSA und PSP gefunden zu haben [141]. Die potentielle Rolle,
welche die Entschlisselung der physiologischen Funktionen von LRRK2 fir das
weitere Verstandnis neurodegenerativer Prozesse haben kann, darf dennoch
nicht unterschatzt werden. Durch die Entdeckung des Gens wurde eine
molekularbiologische Grundlage fur die Vorstellung geschaffen, dass zwischen
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen Verbindungen bestehen [47].
Als Folge daraus entwickeln sich neue Betrachtungsweisen, so dass die
strenge Einteilung der neurodegenerativen Prozesse in Synukleino- und
Tauopathien allmahlich einer neuen Ansicht Platz zu machen scheint, in der die
Gemeinsamkeiten und nicht die Unterschiede der jeweiligen Erkrankungen in
den Vordergrund ricken und nunmehr die Frage nach modifizierenden

Faktoren aufkommt.

4.4.2 LRRK2 und beginnender Paradigmenwechsel

4.4.2.1 Beitrag von LRRK2 zum Verstandnis der Zusammenhénge
zwischen Tauo- und Synukleinopathien

Die Tatsache, dass LRRK2-Mutationen zu neuropathologischen Veranderungen
fuhren, die als kennzeichnend fur verschiedene Tauo- und Synukleinopathien
gelten, fihrte zu der Vorstellung, dass dieses Gen die Verbindung zwischen
den Proteinen Tau und a-Synuklein darstellen und deren jeweiligen
pathologischen Kaskaden vorgeschaltet agieren konnte [34]. Besonders
gestutzt wird diese Vermutung durch den Aufbau von LRRK2 und dem

Vorhandensein einer Kinase-Domane im Protein.

4.4.2.1.1 Die Kinaseaktivitat von LRRK2 als potentieller Faktor in der
Bildung von Proteinaggregaten

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass sowohl die Bildung
von a-Synuklein- als auch Tau-Aggregaten durch Phosphorylierung der beiden
Proteine gefdrdert wird. a-Synuklein besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen
und Tau verliert durch Phosphorylierung seine Bindungsfahigkeit zu Mikrotubuli,

wodurch Aggregationsvorgange ausgelost werden. Phosphoryliertes Tau wurde
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als Bestandteil von NFTs, phosphoryliertes a-Synuklein als Bestandteil von
Lewy-Korperchen nachgewiesen [42, 208]. Da LRRK2-Mutationstrager sowohl
Synukleino- als auch Tauopathie-spezifische Lasionen aufweisen und LRRK2
Kinaseaktivitat besitzt, sind Zusammenhange dieser Sachverhalte postuliert
worden. Passend dazu erscheint, dass sowohl die G2019S- als auch die
12020T-Mutation jeweils in den fur die Kinase-Domane kodierenden Abschnitten
von LRRKZ2 liegen und die Kinase-Aktivitat steigern [193]. Die R1441-
Mutationen hingegeben haben Auswirkungen auf die ROC-Domane des
Proteins und nehmen somit Einfluss auf die GTPase-Aktivitat von LRRK2 [92,
93]. Die GTPase scheint hierbei die Kinase-Aktivitat zu regulieren und im Falle
von R1441-Mutationen zu steigern [194]. Damit ist eine rationale, wenn auch
weitgehend hypothetische Grundlage fur das Verstandnis der Interaktion von
a-Synuklein, Tau und LRRK2 gelegt, die in folgendem Schaubild graphisch

veranschaulicht wird.
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen der Kinase-Aktivitidt von LRRK2 und
Zelluntergang in der Substantia nigra (nach [34])

Tau-Mutationen a-Synuklein-Mutationen/ LRRK2-Mutationen
Multiplikationen

Tau- a-Synuklein- unbekannte Substrate
Phosphorylierung Phosphorylierung
Tau-Oligomere a-Synuklein- 7?77
Oligomere
NFTs Lewy-Korperchen

Zelltod in der Substantia nigra, pars compacta
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4.4.2.1.2 Ist die Aufteilung in Synukleino- und Tauopathien noch als
sinnvoll anzusehen?

Neurodegenerative Erkrankungen werden, wie oben geschildert, nach der Art
des sich pathologischerweise im Gehirn akkumulierenden Proteins in Tauo- und
Synukleinopathien unterteilt und in dieser Form als unterschiedliche klinische
und pathologische Entitaten betrachtet. Fortschritte im Bereich der
Neurogenetik und der Proteinbiochemie haben hierbei in den vergangenen
Jahren jedoch verbliffende Uberschneidungen auf klinischer,
neuropathologischer und biochemischer Ebene aufzeigen kdnnen [47], was
nicht zuletzt eindrucksvoll fur LRRK2-Mutationen beschrieben worden ist. Als
Konsequenz dieser Beobachtungen stellt sich die Frage, ob die heute gultige
und strikte Einteilung in zwei Erkrankungsklassen in allen Fallen den
tatsachlichen Gegebenheiten Rechnung zu tragen vermag. Ungewdhnliche
neuropathologische Veranderungen sind interessanterweise auch vor der
Entdeckung von LRRKZ2 immer wieder beschrieben worden. So weild man, dass
Mutationen in a-Synuklein oder Parkin mit Tau-haltigen Einschlissen
einhergehen konnen [39, 63]. Bei PSP-Patienten sollen hingegen Lewy-
Korperchen beobachtet worden sein [116].

Diese Beobachtungen legten primar eine Interaktion von a-Synuklein und Tau
auf Proteinebene nahe. Passend dazu konnte nachgewiesen werden, dass a-
Synuklein und Tau in vitro die Polymerisation des jeweils anderen Proteins
initieren konnen [53]. Ein gemeinsamer Mechanismus der Fibrillenbildung
scheint also logisch, wobei dessen genaue molekulare Mechanismen noch
ungeklart sind. LRRK2 kdnnte die gesuchte Verbindung zwischen den beiden
Proteinen sein.

Direkte Interaktionen zwischen LRRK2 und Tau oder a-Synuklein konnten
zunachst zwar nicht nachgewiesen werden, dennoch ist es wahrscheinlich,
dass Tau, a-Synuklein und LRRK2 allesamt Einfluss auf dieselben
intrazellularen Ereignisse nehmen, dabei in ihrer Funktion voneinander
abhangig sind und sich auf diese Art indirekt beeinflussen [141]. Wie bereits
geschildert, scheint der Kinase-Aktivitat von LRRK2 hierbei eine entscheidende

Bedeutung zuzukommen.
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Wie wenig tatsachlich bezuglich der Akkumulation von Proteinen innerhalb
neuronaler Zellen verstanden ist, legt die kontrovers gefihrte Diskussion nahe,
ob intrazellulare Proteinaggregate eher die Ursache oder Folge neurotoxischer
Ereignisse darstellen [47]. Es wird auch als moglich angesehen, dass die
Akkumulation der Proteine zunachst protektiven Charakter hat, jedoch ab einem
gewissen Punkt zur Stérung von Transportmechanismen fuhrt und somit die
Zellhomobostase negativ  beeinflusst, wodurch andere Proteine des
physiologischen Zellstoffwechsels in ihrer Funktion eingeschrankt werden
konnten [86].

4.5 Ausblick

4.5.1 Diagnose atypischer Parkinson-Syndrome

MSA- und PSP-Diagnosen werden auch heute mangels Alternativen noch rein
klinisch gestellt und kénnen durch Zusatzuntersuchungen allenfalls gestutzt
werden. Bis zum heutigen Tag stehen unter anderem keine fur die Erkrankung
spezifischen Biomarker zur Verfigung. Mehrere Kandidatenproteine sind
diesbezuglich in den vergangenen Jahren mit unbefriedigenden Ergebnissen
bereits auf ihre Tauglichkeit hin untersucht worden [17].

Die Tatsache, dass viele der Betroffenen oftmals mehrere Jahre mit einer
Fehldiagnose leben, unterstreicht die Bedeutung, die der Etablierung
zusatzlicher diagnostischer Moglichkeiten zukommt. Angesichts der zentralen
Rolle, die LRRK2 bei neurodegenerativen Prozessen einzunehmen scheint,
kann es durchaus als moglich angesehen werden, dass eine Vergrolierung des
Verstandnisses der physiologischen Funktionen von LRRK2 auch bei
atypischen Parkinson-Syndromen neue diagnostische Moglichkeiten eréffnen
kann. Auch wenn PSP und MSA bis zum heutigen Tag. abgesehen von
vereinzelten Ausnahmen, nicht mit Mutationen in LRRKZ2 in Verbindung
gebracht werden konnten, scheint immer klarer zu werden, dass die in der
Entstehung von Parkinsonismus involvierten Prozesse in komplexen

Netzwerken verflochten sind und somit die in atypischen Parkinson-Syndromen
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resultierenden Pathomechanismen sehr wohl durch LRRK2 beeinflusst werden
konnten.

Im Moment wird untersucht, in welchen Fallen genetisches Screenen nach
LRRK2-Mutationen bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom als
sinnvoll erachtet werden kann. Fir atypische Parkinson-Syndrome,
insbesondere MSA und PSP, liefert die momentane Studienlage hierfir noch
keine rationale Basis.

Wie aus den weiter oben angegebenen Zusammenfassungen der derzeitigen
Studienlage jedoch ersichtlich ist, haben sich Screeningunterfangen in der
vergangenen Zeit meist lediglich auf einige wenige Mutationen begrenzt, die
sich in wenigen ausgewahlten Exons von LRRKZ2 befinden. Es gilt nun
abzuwarten, ob sich in der Zukunft durch Screeninguntersuchungen, die das
gesamte Gen umfassen, neue Erkenntnisse ergeben und neue Mutationen
gefunden werden und sich somit Hinweise auf einen direkten Zusammenhang
zwischen atypischen Parkinson-Syndromen und LRRK2-Mutationen ergeben.
Uberdies gilt es noch die potentielle Rolle modulierender Faktoren zu ergriinden
und somit die Entstehung verschiedener neuropathologischer Auspragungen
bei grundsatzlich gleicher zugrunde liegender Ursache zu erklaren. Man kann
aufgrund der Identifizierung vieler LRRK2-Mutationstrager anhand zahlreicher
Studien in den letzten Jahren davon ausgehen, dass sich die Datenlage
bezluglich der durch LRRK2-Mutationen verursachten neuropathologischen
Veranderungen drastisch  erweitern und eine  Untersuchung der

Lebensumstande der Betroffenen weitere Einblicke erlauben wird.

4.5.2 Die Entwicklung neuer Therapiekonzepte

Vielen neurodegenerativen Erkrankungen, die in ihrer klinischen Prasentation
so unterschiedlich erscheinen wie MSA, PSP oder das idiopathische Parkinson-
Syndrom, liegt ein gemeinsamer pathogenetischer Mechanismus zu Grunde,
namlich die Aggregation und Ablagerung milRgefalteter Proteine [191]. Sowohl
Tau als auch a-Synuklein liegen in den Aggregaten in phosphorylierter Form vor.
Fahrt man sich nun vor Augen, dass LRRK2 eine Phosphorylierungs-Doméane

enthalt, wird ein Zusammenhang erkennbar, der in der Zukunft fir Therapie-
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konzepte ausgenutzt werden konnte. Der durch die Mutationen vermeintlich
verursachte gain-of-function-Mechanismus der Kinase-Aktivitdt von LRRK2
bietet ein mogliches Ziel flr eine medikamentdse Therapie, wobei eine Kinase-
hemmung die logische Option darzustellen scheint [141]. In Anbetracht der zum
jetzigen Zeitpunkt durchaus bestehenden Hinweise auf eine zentrale Rolle von
LRRK2 in einem Netzwerk interagierender Proteine, in dem Stoérungen sowohl
zu Tau- als auch a-Synuklein-Pathologie flihren kdnnen, lasst sich daraus
ableiten, dass ein und dasselbe Medikament einen positiven Effekt auf den
Verlauf verschiedener Krankheitsbilder nehmen konnte, also sowohl auf das
idiopathische Parkinson-Syndrom als auch auf atypische Parkinson-Syndrome
wie MSA und PSP. Es bleibt nun abzuwarten, inwieweit die physiologische
Funktion von LRRK2 in der Zukunft besser verstanden wird und wann erste
therapeutische Versuche mit Kinasehemmern begonnen werden konnen.
Sollten sich die aufgestellten Hypothesen bestatigen, wirde sich dadurch zum
ersten Mal die Mdéglichkeit der Etablierung einer kausalen Therapieoption flr
Parkinson-Syndrome ergeben. Insbesondere flr die zum heutigen Zeitpunkt
groldtenteils als therapieresistent einzustufenden atypischen Parkinson-
Syndrome ware dies ein in seiner Bedeutung kaum zu beschreibender
Durchbruch.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Jahr 2004 sind Mutationen im Gen LRRK2 als Ursache flr eine autosomal-
dominant vererbte Form des Parkinsonismus identifiziert worden und gelten
inzwischen als haufigste genetische Ursache sowohl familidrer als auch
sporadischer Formen des idiopathischen Parkinson-Syndroms. Die Betroffenen
zeichnen sich einerseits durch ein fur Morbus Parkinson typisches klinisches
Erscheinungsbild aus, weisen andererseits jedoch als besonderes, in dieser
Form einzigartiges Merkmal die verschiedensten neuropathologischen
Veranderungen auf, die bisher unterschiedlichen Gruppen neurodegenerativer
Erkrankungen zugeordnet wurden. So beobachtet man neben neuronalem
Zelluntergang in der Substantia nigra mit oder ohne Lewy-Korperchen sogar
Tau-positive Einschlisse in einer Auspragung, welche die diagnostischen
Kriterien einer Progressiven Supranuklearen Blickparese erfillt. In Anbetracht
dieser Erkenntnisse kann eine zentrale Rolle von LRRK2 in der Entstehung
neurodegenerativer Prozesse vermutet und auf diese Weise eine rationale
Grundlage fur die Untersuchung seines Beitrags in der Entstehung weiterer
neurodegenerativer Erkrankungen, u.a. der atypischen Parkinson-Syndrome,
gelegt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben von MSA- und PSP-Patienten
auf bereits bekannte LRRK2-Mutationen gescreent. Die Untersuchung der PSP-
Proben beschrankte sich, gestutzt auf der Beschreibung PSP-artiger
neuropathologischer Veranderungen eines R1441C-Mutationstragers, auf Exon
31 von LRRK2. Die MSA-Proben hingegen wurden auf Mutationen in Exon 41
von LRRKZ2 untersucht, da bei einem Mitglied der Sagamihara-Familie mit
neuropathologisch gesicherter MSA die 12020T-Mutation gefunden wurde. Des
Weiteren legt die Haufigkeit der ebenfalls in Exon 41 lokalisierten G2019S-
Mutation beim idiopathischen Parkinson-Syndrom deren besondere Bedeutung
in der Entstehung von Synukleinopathien nahe.

Bei keinem Patienten konnten im Rahmen dieser Studie LRRK2-Mutationen

nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen und
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Zusammenfassung

erweitern diesbezlglich die derzeitige Datenlage. Zum jetzigen Zeitpunkt ist es,
bis auf vereinzelte, in ihrer Bedeutung schwer einzustufende Ausnahmen somit
weder gelungen, MSA- noch PSP-Falle direkt mit Mutationen in LRRK2 in
Verbindung zu bringen. Eine potentielle Rolle von LRRK2 in der Entstehung
dieser beiden Erkrankungen kann dennoch nicht ausgeschlossen werden,
zumal sich die bisherigen Studien meist auf wenige Abschnitte von LRRK2
beschrankt haben und aus diesem Grund Aussagen Uber den Rest dieses
riesigen Gens nicht getroffen werden koénnen. Man kann erwarten, dass
umfassendere Untersuchungen hierbei in Zukunft weitere Klarheit schaffen
werden. AulRerdem gibt es viele Hinweise darauf, dass LRRK2 eine
ubergeordnete Position in einem Netzwerk interagierender Proteine einnimmt,
in dem Stérungen zu neurodegenerativen Prozessen fuhren konnen. LRRK2-
Mutationen konnen folglich als auslosende Ereignisse in einer zu
Neurodegeneration mit variablen pathologischen Veranderungen flhrenden
Kaskade angesehen werden und somit in der Atiologie verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen involviert sein. Aus diesem Grund ist es
mdglich, dass die genauere Erforschung von LRRK2 Erkenntnisse erbringen
wird, die auf verschiedene Erkrankungen Ubertragbar sind. Es bleibt zu hoffen,
dass sich daraus in Zukunft neue diagnostische und therapeutische

Moglichkeiten ergeben werden.
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