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1. Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Parkinson-Syndrom

1.1.1 Pravalenz und Symptomatik

Der englische Arzt James Parkinson (1755 - 1824) beschrieb vor knapp 200
Jahren in seiner Monographie ,An Essay on the Shaking Palsy‘45 erstmals
jenen Symptomenkomplex, welcher heute als das Parkinson-Syndrom (PS),
eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen, bekannt ist. Das
Parkinson-Syndrom ist, nach der Alzheimer-Krankheit, die am
zweithaufigsten auftretende neurodegenerative Erkrankung. Die Inzidenz
steigt hierbei mit zunehmendem Alter an, es sind schatzungsweise 0,3 % der
50-jahrigen und bis zu 4,3 % der 85-jahrigen Menschen betroffen’. In
Deutschland liegt die Pravalenz derzeit bei 100 - 200 / 100.000 Einwohnern.
Aufgrund der demographischen Entwicklung unserer Gesellschaft ist es
vorauszusehen, dass die Anzahl der Betroffenen zunehmen wird.

Das Parkinson-Syndrom ist eine chronisch progrediente, derzeit nicht
ursachlich behandelbare Erkrankung. Sie ist definiert durch das
Vorhandensein einer Brady- bzw. Akinese (Verlangsamung der Bewegungen
bis hin zur Bewegungsunfahigkeit) und mindestens einem der drei weiteren
Kardinalsymptome: Rigor (Anstieg des Muskeltonus der quergestreiften
Muskulatur), Ruhetremor (Zittern, von circa 4 - 6 Hz) und posturale
Instabilitat (Stérung der Stellreflexe). Daneben existiert eine vielfaltige,
fakultative Begleitsymptomatik an vegetativen, sensorischen, psychischen

und kognitiven Symptomen.
1.1.2 Pathologie

Das Parkinson-Syndrom ist in seiner Pathologie durch ein Zugrundegehen
von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta (SNpc)
des Mittelhirns charakterisiert. Histologisch zeigt sich der Verlust dieser
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Zellen, welche Neuromelanin enthalten, durch eine Depigmentierung der
SNpc. Die dopaminergen Neurone projizieren in das Striatum (Putamen und
Nucleus caudatus), der Dopaminmangel fuhrt dort zu einem Ungleichgewicht
der inhibierenden und stimulierenden Transmitter der Basalganglien.
Letztlich kommt es zu einer Uberschiefenden Hemmung des Thalamus,
wodurch die motorische Stimulierung des Grof3hirncortexes vermindert wird.
Dies fuhrt zu den charakteristischen Symptomen des Parkinson-Syndroms.

Charakteristisch sind auRerdem die sogenannten Lewy-Koérperchen,
zytoplasmatische, eosinophile Einschlusskorperchen, welche post mortem in
den Uberlebenden dopaminergen Neuronen der SNpc und in geringerer
Anzahl auch in anderen Regionen des Gehirns gefunden werden. Seit ihrer
Erstbeschreibung durch Friedrich H. Lewy im Jahr 1912 werden sie als
nahezu pathognomonisch fur das Parkinson-Syndrom angesehen. Sie
konnten aulRerdem noch bei der sogenannten Lewy-Korperchen-Demenz
festgestellt werden. Lewy-Korperchen kommen sowohl bei der sporadischen

als auch der familiaren Form des Parkinson-Syndroms vor.
1.1.3 Atiologische Klassifikation

Der Begriff Parkinson-Syndrom oder auch Morbus Parkinson fungiert als
Uberbegriff fiir verschiedene Parkinson-Syndrome, welche anhand ihrer

Atiologie klassifiziert werden:

¢ Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS):
Mit 75 % aller Parkinson-Syndrome die bei weitem haufigste Form.

e Familiares Parkinson-Syndrom:
Monogen vererbte Formen des Parkinson-Syndroms, entweder
autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv, circa 10 % der Falle.

e Sekundare (symptomatische) Parkinson-Syndrome:
Medikamenten- oder toxininduzierte, posttraumatische, entziindliche oder
vaskular bedingte Parkinson-Syndrome.

e Parkinson-Syndrome im Rahmen anderer neurodegenerativer

Erkrankungen (sogenannte atypische Parkinson-Syndrome):
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Multisystematrophie, Progressive supranukleare Blickparese,
Kortikobasale Degeneration und Lewy-Korperchen-Demenz.

1.1.4 Die monogenen, familiaren Formen

Ungefahr 10 % der Parkinson-Patienten " weisen eine positive
Familienanamnese (FA) auf, welche mit einem Mendel'schen Erbgang
vereinbar ist. In diesen Familien konnte in den letzten Jahren eine
wachsende Anzahl von Genen identifiziert werden, welche mit monogen
vererbten Formen der Erkrankung assoziiert sind. Mutationen in diesen
,Parkinson-Genen‘ verursachen mit unterschiedlicher Penetranz ein
autosomal-dominantes oder autosomal-rezessives Parkinson-Syndrom.

Gegenwartig sind 16 Genorte, genannt PARK1-16, bekannt, welche mit
einem familiaren Parkinson-Syndrom assoziiert sind (s. Tabelle 1, S. 4). Es
ist zu beachten, dass nicht bei allen dieser Loci und Gene die pathogene

Rolle bisher sicher bestatigt wurde.

" Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in diesem Text ausschlielich das generische
Maskulinum verwendet. Sdmtliche Personenbezeichnungen gelten gleichwohl fir beiderlei
Geschlecht.
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Tabelle 1: Loci und Gene beim familidren Parkinson-Syndrom (modifiziert nach 2O)

Locus Gen Chromosomale Vererbungsmodus
Lokalisation

PARK1 SNCA 4921 Dominant
PARK2 Parkin 6925 Rezessiv
PARK3 SPR (?) 2p13 Dominant
PARK4 SNCA 4921 Dominant
PARKS5 UCH L1 4p14 Dominant
PARK®6 PINK1 1p35-37 Rezessiv
PARK?7 DJ-1 1p38 Rezessiv
PARKS8 LRRK2 12cen Dominant
PARK9 ATP13A2 1p36 Rezessiv
PARK11 GIGYF2 (?) 2934 Dominant
PARK13 OMI / HTRAZ2 (?) 2p12 Dominant (?)
PARK14 PLA2G6 22 Rezessiv
PARK15 FBXO7 ? Rezessiv
PARK16 *° ? 1p32 komplex

Zwei Gene, welche ein dominantes Parkinson-Syndroms verursachen
kdnnen, konnten bis heute sicher identifiziert werden. Es handelt sich hierbei
um das a-Synuclein (SNCA)*® und die leucine rich repeat kinase 2
(LRRK2)* %2 Das Hauptaugenmerk soll im Folgenden bei diesen beiden

dominanten Genen liegen.
1.1.4.1 PARK1/4: a-Synuclein

a) Genetik und Klinik

SNCA ist das erste entdeckte ,Parkinson-Gen‘. Es wurden sowohl
Punktmutationen (PARK1) als auch Duplikationen und Triplikationen
(PARK4)® %3 des Wildtyps als kausale Faktoren fiir ein dominantes
Parkinson-Syndrom identifiziert. Momentan sind drei pathogene
Punktmutationen bekannt: A30P, E46K und A53T3% 46,

Das klinische und pathologische Bild des dominanten Parkinson-Syndroms
mit SNCA-Punktmutationen unterscheidet sich kaum von dem des IPS. Der
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Phanotyp stellt sich als ein schnell progredientes Parkinson-Syndrom mit
relativ frihem Erkrankungsalter und einer hohen Pravalenz von Demenz und
psychiatrischen und vegetativen Stérungen dar® | allerdings gibt es auch
Betroffene, deren Parkinson-Syndrom klinisch von einem IPS nicht zu
unterscheiden ist. Punktmutationen in SNCA wurden bisher niemals bei

IPS-Patienten gefunden®.

b) Pathophysiologie

SNCA wird hauptsachlich, aber nicht ausschlie3lich, von neuronalen Zellen
exprimiert und physiologisch in die Umgebung sezerniert’”. Bei den
Punktmutationen flUhren die Aminosaurenaustausche zu einer geanderten
Faltung im a-Synuclein, wodurch es zu einer gesteigerten intrazellularen
Akkumulation und Ablagerung des Proteins in Form der Lewy-Korperchen,
deren Hauptbestandteil das a-Synuclein ist>, kommt. Wahrscheinlich wird
durch die geanderte Faltung des Proteins dessen Abbau durch lysosomale
und proteasomale Mechanismen reduziert. Auf welchem Wege genau die
Proteinaggregate zu Neurotoxizitat und Zelltod fuhren, ist noch unbekannt.
Die Pathogenitat der Multiplikationen des Wildtyp-SNCA-Genes und somit
der Erhdhung des Proteinlevels weisen auf eine Dosisabhangigkeit des
neurotoxischen Mechanismus hin. So erkranken beispielweise Patienten mit
einer SNCA-Triplikation durchschnittlich frlher als solche mit einer
SNCA-Duplikation®.

1.1.4.2 PARKS8: LRRK2

a) Genetik und Klinik

Mutationen in LRRK2 sind eine wesentlich haufigere Ursache eines
dominanten Parkinson-Syndroms als solche in SNCA. Gegenwartig sind
sechs missense-Mutationen bekannt, deren Pathogenitat als erwiesen
angesehen werden kann: R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C, G2019S und
12020T. Diese Mutationen segregieren in den betroffenen Familien klar mit
der Erkrankung und konnten in mehreren hundert Kontrollen nicht gefunden

13, 29, 43

werden. Am haufigsten ist hiervon die G2019S-Mutation lhre
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Frequenz lasst sich anhand von Daten aus verschiedenen Studien weltweit
auf 4 % der Patienten mit familidrem Parkinson-Syndrom schatzen®. Sie
findet sich allerdings auch bei 1 % der sporadischen Falle?®, was vermuten
lasst, dass die Penetranz dieser Mutationen erniedrigt ist. Tatsachlich wurde
das Erkrankungsrisiko anhand von Uber 1.000 G2019S-Mutationstragern
berechnet und betragt 28 % im Alter von 59 Jahren, 51 % im Alter von 69
Jahren und 74 % im Alter von 79 Jahren?.

Die klinische Manifestation des LRRK2-assoziierten Parkinson-Syndroms
ahnelt sehr der des IPS, sowohl bezuglich des Erkrankungsalters als auch
der Symptomatik. Auffallend ist die Pathologie, welche sich sehr variabel
darstellt. Die meisten Falle zeigen den histopathologischen Befund einer
typischen Parkinson-Pathologie mit Lewy-Kérperchen48, es wurden jedoch
auch Befunde beschrieben, die anderen neurodegenerativen Pathologien
entsprechen, wie einer Lewy-Korperchen-Demenz, einer Nigralen
Degeneration ohne bestimmte Histopathologie oder sogar einer Tau-
Aggregation“. LRRK2-Mutationen koénnten daher ein Ubergeordnetes

Ereignis in der Entstehung verschiedener Pathologien sein.

b) Pathophysiologie

Uber die physiologische Funktion von LRRK2 und die pathogenen
Mechanismen der Mutationen ist momentan noch wenig bekannt. Das
LRRK2-Protein ist ubiquitar vorhanden und zum Grofdteil im Zytosol
lokalisiert wobei es mit einer Vielzahl vesikularer und membrandser
Strukturen assoziiert ist, wie beispielsweise der aulleren
Mitochondrienmembran oder synaptischen Vesikeln®.

LRRK2 ist ein groRes Gen von 144 kb mit 51 Exons, welche 2.527
Aminosauren kodieren (s. Abbildung 1, S. 7).
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Exon 1 Exon 51
Genomic v . .
structure | ! |
B 144 kb -
ATG 1000 2000 2527
domaine % | | |
structure

Abbildung 1: Genetische Struktur und funktionale Doménen von LRRK2"

Das Protein kann der Gruppe der kurzlich charakterisierten, sogenannten
ROCO-Proteine’ zugeordnet werden und umfasst fiinf Domanen, u.a. eine
Proteinkinase-Domane vom MAPKKK-Typ (mitogen activated kinase kinase
kinase). Die MAPKKK spielt eine Rolle in verschiedenen intrazellularen
Signalkaskaden. Aulierdem enthalt LRRK2 eine LRR (leucine rich repeat) -
Domane, eine Roc (Ras of complex proteins) -Domane, welche eine GTPase
enthalt, eine COR (C-terminal of Roc) -Domane und WD40-Repetitionen.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Roc-Domane die Kinaseaktivitat
intramolekular erhdhen kann®. Einige der pathogenen LRRK2-Mutationen

58
)

sind tatsachlich mit einer erhohten Kinaseaktivitat assoziiert?" was

womaglich kausal zu Neurodegeneration fuhren kann.
1.1.4.3 Die autosomal-rezessiven Gene

Auf die juvenilen autosomal-rezessiven Parkinson-Syndrome soll hier der
Vollstandigkeit halber kurz eingegangen werden, da der Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit bei den dominanten Formen liegt.

Mutationen in Parkin, DJ-1, PINK1 und ATP13A2 verursachen jeweils ein

6. 31 47. 57 \wobei Mutationen in Parkin und

rezessives Parkinson-Syndrom
PINK-1 am haufigsten vorkommen. Klinisch fallen die rezessiven Formen
durch ein sehr niedriges Erkrankungsalter auf, Parkin-assoziierter
Parkinsonismus manifestiert sich beispielsweise in der Mehrzahl der Falle
bereits in der vierten Lebensdekade. In einer europaischen Kohorte von 101
Erkrankten mit Parkin-Mutation lag das mittlere Erkrankungsalter bei 32 + 11

Jahren®’. Patienten mit Parkin-Mutationen, welche eine negative
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Familienanamnese aufweisen und daher idiopathisch zu sein scheinen,
konnen durch ein niedriges Erkrankungsalter auffallen.

Die  Pathogenitdat der rezessiv  vererbten  Mutationen  beruht
hochstwahrscheinlich auf einem loss of function-Mechanismus, was erahnen
lasst, dass die Genprodukte der Wildtyp-Gene eine neuroprotektive Funktion

gegen eine Vielzahl moglicher Schadigungen ausuben.

1.1.4.4 Die Relevanz der ,Parkinson-Gene’ fiir die sporadische Form

der Erkrankung: genetische Risikovarianten

Diese familiaren Formen sind zwar selten, aber dennoch von grolder
Relevanz fur die Parkinson-Forschung. Es wird immer deutlicher, dass einige
der pathogenen Mechanismen, welche bei den monogen determinierten
Formen der Erkrankung charakterisiert wurden, auch eine Rolle in der
Pathogenese des IPS spielen.

Generell wird angenommen, dass das Parkinson-Syndrom durch ein
Zusammenspiel von verschiedenen, genetischen Suszeptibilitatsfaktoren und
Umwelteinflussen verursacht werden. Bei den beiden Genen SNCA und
LRRK2 sind genetische Polymorphismen bekannt, welche als solche
Suszeptibilitatsfaktoren fungieren. Es handelt sich hierbei vor allem um
sogenannte single nucleotide polymorphisms (SNPs). Sie erhdhen das
individuelle Risiko, ein IPS zu entwickeln, ohne jedoch wie die Mutationen
obligat pathogen zu sein.

Im Falle des SNCA wurden mehrere polymorphe Genregionen
charakterisiert, welche das relative Erkrankungsrisiko fur ein IPS leicht
erhohen®® ', Hierbei scheint vor allem die 3'-Region des Gens interessant
zu sein. Eine groRe Genom-weite Assoziationsstudie von Simén-Sanchez et
al. mit uber 3.000 Parkinson-Patienten und 4.000 Kontrollen fand ebenfalls
ein starkes Assoziationssignal von vier SNPs im SNCA-Gen mit dem
Parkinson-Syndrom, drei davon in der 3-Region®?.

Die Hypothese ist, dass diese Risikovarianten die Expressionslevel von
SNCA beeinflussen und dadurch eine pathogenetische Wirkung entfalten.
Fir NACP-REP1, einer der Polymorphismen in der 3'-Region, konnte auch
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bereits in vitro eine Beeinflussung der SNCA-Expression nachgewiesen
werden'®.

Auch fur das LRRK2 wurden 2zwei Risikovarianten in asiatischen
Populationen identifiziert: Die SNPs G2385R und R1628P erhdhen jeweils
das relative Risiko um den Faktor 2'* 8- 36.49.55

Hochstwahrscheinlich sind diese genetischen Risikofaktoren relevanter als
schadigende Umwelteinflisse. Auller dem Alter, méchte man es denn als
,aulBeren’ Faktor definieren, lieR sich kein weiterer, schadigender
Umwelteinfluss finden, welcher von ahnlicher Bedeutung ware wie die
genetischen Faktoren?.

FiUr die individuelle Risikovorhersage sind diese Polymorphismen nur von
limitiertem Nutzen, allerdings koénnten so in Zukunft Patientengruppen
identifiziert werden, die einer spezifischen, auf die Pathomechanismen ihrer
Polymorphismen zugeschnittenen Therapie zugeflhrt werden konnten.

1.2 Biomarker fur das Parkinson-Syndrom

Biomarker sind objektive, biologische Parameter, welche mit der Prasenz
(sogenannte frait-Biomarker) oder dem Stadium (sogenannte state-
Biomarker) einer Krankheit korrelieren. Sie sollten leicht zuganglich, wie
beispielweise in Blut, Liquor oder peripherem Gewebe, und einfach messbar
sein.

Die Etablierung von Biomarkern fur das Parkinson-Syndrom ware vor allem
aufgrund der langen prasymptomatischen Phase von Bedeutung. Erst wenn
70 % der dopaminergen Neuronen bereits degeneriert sind, treten erste
Symptome auf und die Diagnose kann auf Grund von klinischen Kriterien
gestellt werden. Diese prasymptomatischen Personen mit Hilfe eines
Biomarkers zu identifizieren, erdffnet Mdglichkeiten zur Testung von
Medikamenten, welche den Krankheitsbeginn hinauszégern kénnten.

Die genetischen Risikovarianten, also Mutationen oder Polymorphismen in
den ,Parkinson-Genen‘, kdnnen als trait-Biomarker interpretiert werden, da

sie ein unveranderliches Merkmal eines Individuums reprasentieren. Sie
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definieren das statistische Erkrankungsrisiko einer Person, welches des
Weiteren hauptsachlich vom Alter der Person abhangig ist.

Als state-Biomarker wurden Veranderungen im Transkriptom oder Proteom,
welche mit dem Stadium der Erkrankung korrelieren, in Betracht kommen.
Bisher war hierbei vor allem die Konzentration des SNCA-Proteins von
Interesse. Es ist physiologisch in Blut und Liquor vorhanden™ . Beziiglich
einer Korrelation des Expressionslevels von SNCA im Blut und Liquor mit
dem klinischen Status (Parkinson-Patienten im Vergleich zu Kontrollen) gibt
es bisher widerspriichliche Daten. Einige Studien zeigen eine positive® *,
andere eine negative®®, wieder andere gar keine Korrelation”.
Wildtyp-LRRK2 wird von Leukozyten exprimiert’® und konnte sich somit
aufgrund der leichten Zuganglichkeit im peripheren Blut auch als Biomarker
eignen.

Es konnte bisher jedoch noch kein verlasslicher state-Biomarker, mit
welchem sich die Progression des Parkinson-Syndroms verfolgen liel3e,

etabliert werden.

1.3 Fragestellungen

Fur die vorliegende Arbeit wurden zwei verschiedene Fragestellungen
verfolgt.

Primar wurden die Expressionslevel von LRRK2 und SNCA auf
MRNA-Ebene in humanem Vollblut analysiert, und zwar in einem
heterogenen Probandenkollektiv aus Parkinson-Patienten mit negativer
Familienanamnese, sowie symptomatischen und asymptomatischen
LRRK2-Mutationstragern und neurodegenerativ gesunden Kontrollen. Hierbei
wurde nach Hinweisen gesucht, ob die LRRK2- oder SNCA-Expressionslevel
im peripheren Blut eventuell mit einem der verschiedenen demographischen,
klinischen oder genetischen Charakteristika der Patienten korrelieren.

Die wichtigste Fragestellung hierbei war, ob die Expressionslevel mit der
Klinik der Probanden korrelieren, also dem Vorhandensein eines
Parkinson-Syndroms und der Krankheitsdauer (was hierfir mit einer

Symptomprogression gleichgesetzt werden kann). Eine Korrelation kénnte

10
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wegweisend sein flir die Etablierung eines state-Biomarkers. Die
Miteinbeziehung von LRRK2-Mutationstragern ermdglicht aul3erdem die
Definierung von prasymptomatischen Personen, welche in Abhangigkeit von
ihrem Alter und Penetranz der jeweiligen Mutation noch erkranken werden.

Der zweite Ansatz war, mehr Uber ein mogliches Zusammenspiel von LRRK2
und SNCA in Erfahrung zu bringen. Hierfur wurden im verwendeten
humanen Vollblut die Expressionswerte dieser beiden Gene fir jede Person
des Kollektivs bestimmt und zueinander in Beziehung gesetzt. Analysen wie
diese bringen, langfristig gesehen, sicherlich Licht in das Dunkel um die
physiologische und pathologische Funktion dieser beiden wichtigen
,Parkinson-Gene‘ und kdénnen somit zu einem besseren Verstandnis der

Atiopathogenese des Parkinson-Syndroms beitragen.

11
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

e RT-PCR-System: LightCycler® 1.5 mit LightCycler® Software V. 3.5
(Roche)

o Gelkammern: PerfectBlue™ (Peqlab)

e Zentrifugen: Centrifuge 5412 D (Eppendorf), Multifuge® 3 S-R (Heraeus),
LightCycler® Carousel Centrifuge (Roche)

e Spektralphotometer: NanoDrop™ 1000 (Peglab)

 Vortexer: Vortex-Genie® 2 (Scientific Industries)

e Pipetten: 2 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl (Gilson)

e Pipettierhilfe: Pipetus® (Hirschmann Laborgeréte)

e Schuttelinkubator: Thermomixer comfort™ (Eppendorf)
2.1.2 Verbrauchsgegenstande

LightCycler® Capillaries (Roche)
e PAXgene™ Blood RNA Tubes (PreAnalytix)
e Pipettenspitzen: 10 pl, 20 ul, 100 ul, 1000 pl (Biozym)

e Reaktionsgefalde: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf); 15 ml, 50 ml (Greiner
Bio-One)

2.1.3 Reagenziensets (kits)

e PAXgene™ Blood RNA Kit (PreAnalytiX)
e QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit (Qiagen)

12
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2.1.4 Chemikalien

Agarose (Genaxxon Bioscience)
e Steriles Wasser (Gibco)

e DNA Joading dye (Fermentas)

e DNA /adder mix (Fermentas)

e Ethanol (Merck)

e Ethidiumbromid (Merck)

e Primer fur RT-PCR (Melbion)

2.2 Methoden

2.2.1 Probandenkollektiv

Samtliche Patienten mit Parkinson-Syndrom, deren Blut bei dieser Arbeit
verwendet wurde, waren zum Zeitpunkt der Blutenthahme im
Universitatsklinikum Tudbingen, Zentrum fur Neurologie, in stationarer oder
ambulanter Behandlung. Bezuglich des klinischen Stadiums der
Parkinson-Patienten wurden keine Ausschlusskriterien definiert.

Die Kontrollproben stammen entweder von Angehérigen der Patienten,
Beschaftigten des Universitatsklinikums Tubingen oder aus dem privaten
Umfeld der Autorin. Ausschlusskriterien fur Kontrollpersonen waren
neurodegenerative Erkrankungen. Generell wurde die Kontrollpopulation so
gewahlt, dass die Altersverteilung in etwa derjenigen des
Patientenkollektives entspricht (s. Abschnitt 2.2.1.1, S. 15). Minderjahrige
Personen wurden generell ausgeschlossen.

Die Blutentnahmen wurden nach arztlicher Aufklarung durchgefuhrt,
schriftliche Einverstandniserklarungen hinsichtlich der Studienteilnahme
liegen vor.

Die Proben wurden im Zeitraum Marz 2008 bis Mai 2009 gesammelt.

Die Blutentnahmen erfolgten in PAXgene™ Blood RNA Tubes (PreAnalytix)
mittels eines BD Vacutainer® Systems.

13



2. Material und Methoden

Tabelle 2: Gesamtes Probandenkollektiv (n = 33), dargestellt sind demographische, klinische

und genetische Daten (FA = Familienanamnese, PS = Parkinson-Syndrom, m = ménnlich,

w = weiblich)
S Geburts- | Path. Mutation . Krankheits- | Erkrankungs-
jahr in LRRK2? dauer [a] alter

1 m 1963 G2019S gesund
2 m 1951 G2019S gesund

3 m 1968 R793M gesund
4 w 1947 FA neg. gesund

5 w 1947 FA neg. gesund

6 w 1944 FA neg. gesund

7 m 1964 FA neg. gesund

8 m 1965 FA neg. gesund

9 m 1945 FA neg. gesund

10 |m 1938 FA neg. gesund

11 |w 1929 FA neg. gesund

12 | w 1931 FA neg. gesund

13 |w 1929 FA neg. gesund

14 |m 1958 FA pos. PS 4 47
15 |w 1944 FA pos. PS 5 60
16 | w 1946 FA pos. PS 9 54
17 |m 1939 FA pos. PS ? ?
18 |m 1937 FA pos. PS ? ?
19 |w 1958 G2019S PS ? ?
20 |w 1931 G2019S PS 8 70
21 |w 1945 12020T PS 7 57
22 |m 1961 12020T PS 8 40
23 |m 1966 N1437S PS 5 38
24 |m 1940 N1437S PS 24 45
25 |w 1947 R1441C PS 23 39
26 |m 1940 R793M PS 27 42
27 |w 1944 FA neg. PS 3 62
28 |w 1944 FA neg. PS 3 62
29 |m 1955 FA neg. PS 5 49
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30 |m 1935 FA neg. PS 5 69
31 |m 1941 FA neg. PS 6 62
32 |w 1934 FA neg. PS ? ?
3 |w 1936 FA neg. PS ? ?

2.2.1.1 Kohorten

Das gesamte Kollektiv aus 33 Probanden lasst sich nach klinischen und

genetischen Kriterien folgendermal3en einteilen:

20 Patienten mit Parkinson-Syndrom, davon

o 5 Patienten mit sicher pathogener LRRK2-Mutation (2 x G2019S,

2 x 12020T, 1 x R1441C).

3 Patienten mit eventuell pathogener LRRK2-Mutation
(2 x N1437S, 1 x R793M?3). Fiir die Fragestellung mit genetischen
Variablen (s. Abschnitt 3.2, S. 27) werden diese Mutationen,
obwohl bisher unbestatigt, zu den pathogenen Mutationen
hinzugezanhlt.

7 Patienten mit negativer Familienanamnese (= IPS-Patienten),
hierdurch  lasst sich eine LRRK2-Mutation weitgehend
ausschliel3en.

5 Patienten mit einer positiven Familienanamnese. Diese Patienten
werden lediglich bei Fragestellungen mit klinischen Variablen
(,PSja/nein’) eingeschlossen, nicht jedoch bei solchen mit
genetischen Variablen (,pathogene LRRK2-Mutation ja / nein®).

13 neurodegenerativ gesunde Kontrollen, davon

o 2 Kontrollen mit sicher pathogener LRRK2-Mutation (2 x G2019S).
o 1 Kontrolle mit eventuell pathogener LRRK2-Mutation (1 x R793M).

o 10 Kontrollen mit negativer Familienanamnese, wodurch sich bei

dieser Kohorte LRRK2-Mutationen ebenfalls weitgehend
ausschlieRen lassen, da die Altersstruktur der Kontrollen

derjenigen der Parkinson-Patienten gleicht.
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Die Altersverteilung der Patientenkohorte entspricht ungefahr derjenigen der
Kontrollkohorte. Die 20 Patienten haben das mittlere Geburtsjahr 1945 + 10
Jahre, die 13 Kontrollen 1948 + 13 Jahre (arithmetische Mittelwerte

einschlieRlich Standardabweichung).

2.2.2 RNA-Isolation

Zur Extraktion der RNA aus Vollblut wurde das PAXgene™ Blood RNA Kit
(PreAnalytiX) verwendet.

Die PAXgene™ Blood Tubes enthalten bereits einen RNA-Stabilisator, zu
welchem bei der Blutentnahme noch 2,5 ml Blut hinzugefligt werden.

Die PAXgene™ Blood Tubes werden zuerst fur mindestens zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert um eine komplette Zelllyse zu erreichen. Dann
erfolgt eine erste Zentrifugation (10 min, 3.000 - 5.000 x g), eine
Resuspension mit RNase-freiem Wasser und erneute Zentrifugation. Die
zweite Resuspension erfolgt mit 350 yl BR1-Puffer, danach wird das Lysat in
einem 1,5 ml Eppendorf-Gefald mit 300 yl BR2-Puffer und 40 ul Proteinase K
auf einem Schuttelinkubator inkubiert (10 min, 55 °C) um enthaltenes Protein
zu entfernen. AnschlieRend wird das Zellmaterial durch Zentrifugation (3 min,
> 20.000 x g) in einer PAXgene™ Shredder-Saule homogenisiert. Dem
Uberstand der durchgeflossenen Fraktion wird nun zur Optimierung der
Bindungsbedingungen 350 pl Ethanol (96 - 100 %) zugesetzt. Nun wird die
Probe fraktionsweise uUber die PAXgene™ Spin-Saule gegeben, wo sich die
RNA wahrend wiederholter, kurzer Zentrifugationsschritte (je 1 min, 8.000 -
20.000 x g) an eine Silikagel-Membran in der Saule bindet. Zur weiteren
Aufreinigung erfolgen nun vier Waschschritte und ein DNase-Verdau,
zwischen den ersten beiden Waschschritten, um Spuren von gebundener
DNA zu entfernen. Der erste und zweite Waschschritt werden mit je 350 pl
BR3-Puffer (je 1 min, 8.000 - 20.000 x g) durchgefuhrt, der dritte und vierte
mit 500 yl BR-Puffer (1 bzw. 3 min, 8.000 - 20.000 x g).

Nun wird die RNA mit 40 yl RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation
(1 min, 8.000 - 20.000 x g) in 1,5 ml Eppendorf-Gefalde eluiert. Zuletzt wird
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das Eluat noch einmal inkubiert (5 min, 65 °C, ohne zu schutteln) um die
RNA zu denaturieren.

Die Eppendorf-Gefalte mit der gelésten RNA werden bei -80 °C tiefgefroren.

Die Qualitédt der isolieten RNA wird mit dem Spektralphotometer
NanoDrop™ 1000 (Peglab) uberpruft. Hierbei stellt der Quotient zwischen
den Werten bei 260 nm und 280 nm (Axo/Azg) ein Mal fur die
Verunreinigung der RNA durch Proteine dar. Bei allen Proben lag der

Azeo/ Azgo-Wert im optimalen Bereich zwischen 1,8 und 2,2.

2.2.3 Quantitative real time RT-PCR mit dem LightCycler®

1.5 von Roche

2.2.3.1 Prinzip

Die Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine
molekularbiologische Methode um die Genexpression von spezifischen
Genen quantitativ zu bestimmen.

Sie basiert auf dem 1985 von Kary Mullis entwickelten Prinzip der
konventionellen PCR*?, welche den rein qualitativen Nachweis eines
DNA-Abschnittes ermdglicht. Bei der konventionellen PCR wird eine
exponentielle  Vervielfaltigung eines  definierten =~ DNA-Abschnittes
(target-DNA), mittels flankierenden, komplementaren Oligonukleotiden
(Primern) und einer hitzestabilen DNA-Polymerase durchgefuhrt. Sie verlauft
in mehreren, sich wiederholenden Zyklen, je bestehend aus drei
Temperaturschritten: Zunachst denaturiert die DNA, dann lagern sich die
Primer zu beiden Enden des target-Gens an und schliel3lich wird der
Komplementarstrang, von den Primern ausgehend, synthetisiert.

Eine Weiterentwicklung hiervon ist die real time PCR*, welche die
Quantifizierung eines DNA-Abschnittes maoglich macht. Hierzu wird ein
Fluoreszenzfarbstoff (Ethidiumbromid, SYBR® Green I?) verwendet, welcher
sich in doppelstrangige DNA-Molekule einlagert, die Fluoreszenz steigt somit

proportional zur Menge des PCR-Produktes an. Die Messungen der
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Fluoreszenz werden wahrend des Laufes in Echtzeit (d.h. in real time)
durchgefuhrt.

Auf dieser Basis wurde die real time RT-PCR zur Quantifizierung von RNA
entwickelt. Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, welche zuerst die RNA in cDNA umschreibt. Diese cDNA
wird dann fur eine real time PCR mit Fluoreszenzfarbstoff verwendet, um
definierte Sequenzen zu quantifizieren. Diese Methode ermdglicht somit eine
Messung der Genexpression bestimmter Gene anhand der Quantifizierung
der mRNA. Alle Schritte werden in einem Gerat, dem LightCycler® 1.5,
durchgefuhrt.

2.2.3.2 Der LightCycler® 1.5

Der LightCycler® 1.5 besteht im Wesentlichen aus vier Bestandteilen
(s. Abbildung 2, S. 19),

e einer temperaturregulierbaren Reaktionskammer,

e einem rotierenden Probenkarussell, welches bis zu 32 Glaskapillaren
fasst,

e einer Heiz- und Kuhlvorrichtung, in Form einer Heizspirale und eines
Ventilators,

e und einem Photometer, dessen LED-Lichtquelle den Fluoreszenzfarbstoff
in den Kapillaren anregt, was anschlieffend von drei Detektionskanalen
F1-F3 bei verschiedenen Wellenlangen (530 nm, 640 nm und 705 nm)

gemessen werden kann.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des LightCyc/ers® 1.5%
2.2.3.3 Quantifizierung

Der Reaktionsprozess wird in den drei Dimensionen Zeit [Zyklus],
Fluoreszenz (fur SYBR® Green I bei 520 nm, Kanal F1) und Temperatur [°C]
aufgezeichnet.

Die Fluoreszenz wird am Ende eines jeden Zyklus gemessen. Somit steigt
die Fluoreszenz proportional zur Menge des PCR-Produktes an. Der
Signalanstieg ist exponentiell und Iasst sich im linearen Abschnitt
(Log-Phase) der Wachstumskurve direkt mit der DNA-Menge korrelieren®’.
Der cycle threshold (Ct-Wert) bzw. crossing point (Cp-Wert) ist ein
Werkzeug, um die Konzentration der target-DNA in jeder Probe zu
bestimmen. Der Ct-Wert beschreibt denjenigen Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt,
also der Punkt, an welchem die Kurve den sogenannten threshold schneidet
(s. Abbildung 3, S. 20). Je frUher dies geschieht, desto hdher ist die

Konzentration der target-DNA.
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Abbildung 3: Typische Amplifikationskurven zweier Proben A und B*’

Beim LightCycIer® kann zur Berechnung des Cp-Wertes die sogenannte
second derivative maximum-Methode angewandt werden. Die Software
berechnet hierbei die Zyklusnummer, bei welcher die Fluoreszenz maximal
ansteigt, indem das Maximum der zweiten Ableitung (engl.: second derivative
maximum) der Amplifikationskurve bestimmt wird. Diese Zyklusnummer
ergibt somit den Cp-Wert.

Es wird eine relative Quantifizierung vorgenommen, wofur die Werte des
target-Gens (TG) anhand einer internen Referenz, des sogenannten
housekeeping-Gens (HKG), normalisiert werden. HKGs sind durch ihre
konstante Expression charakterisiert, unabhangig von Zelltyp, Zellzyklus oder
aulBeren Einflissen. Bei der vorliegenden Arbeit wurde als HKG die
Hydroxymethylbilan-Synthase (HMBS) gewahit.

Die Berechnung der relativen Expression des TG erfolgt mittels der
sogenannten 2? Methode™:

Relative Expression (TG) = 2 ~(CP(T6) -Cp (HKG))
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2.2.3.4 Produktspezifitat

Um die Spezifitdt der PCR-Produkte zu verifizieren erfolgt eine
Schmelzkurvenanalyse. Jedes DNA-Fragment besitzt eine spezifische
Schmelztemperatur T, welche als die Temperatur definiert ist, bei welcher
50 % der DNA einzelstrangig vorliegt. Das Erreichen der Schmelztemperatur
zeigt sich in einem abrupten Abfall der Fluoreszenz, da die PCR-Produkte
denaturieren und sich das SYBR®-Green | aus seiner Bindung I6st.

Fur die Darstellung der Schmelzkurve wird die Fluoreszenz gegen die
Temperatur aufgetragen (s. Abbildung 4, S. 21). Die Software berechnet die
erste Ableitung der Kurve, sodass die Schmelzpunkte als peaks dargestellt
werden. Unspezifische Nebenprodukte oder Primer-dimer (miteinander
hybridisierte Primer) stellen sich als diverse kleinere peaks dar.

Specilic product

f Sample A

Primer dimer

5
s {
s =
-
£

Temperature (*C)

Abbildung 4: Exemplarische Schmelzkurvenanalyse zweier Proben A und B*
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Fur die vorliegende Arbeit wurde die Schmelzkurve in einem
Temperaturintervall von 55 - 95 °C aufgezeichnet.

Die  Schmelzkurvenanalyse ist eine effiziente Alternative zur
Gelelektrophorese. Anstatt die PCR-Produkte anhand ihrer Grof3e in einem
Gel aufzutrennen, werden direkt wahrend der PCR ihre Schmelzpunkte T,
bestimmt und zur Identifikation verwendet.

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten wurde dennoch einige Male eine
Gelelektrophorese mit den PCR-Produkten durchgefuhrt um die
Produktspezifitdt der RT-PCR 2zu Uberprifen und gegebenenfalls zu
optimieren. Die Vorgehensweise bei der Gelelektrophorese wird weiter unten
erlautert (s. Abschnitt 2.2.4, S. 25).

2.2.3.5 Reaktionsansatz

Die real time RT-PCR-Reaktionen wurden mit dem QuantiTect® SYBR®
Green RT-PCR Kit (Qiagen) angesetzt.

Inhalt:
e QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Master Mix:
o HotStarTag® DNA Polymerase
o QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Buffer
o dNTP Mix
o SYBRP® Green |
o ROX Farbstoff (Referenzfarbstoff)
o MgCl,
e QuantiTect® RT Mix:
o Omniscript® Reverse Transcriptase
o Sensiscript® Reverse Transcriptase

e RNase-freies Wasser
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Die Glaskapillaren wurden nach folgendem Protokoll beschick:

Tabelle 3: Real time RT-PCR-Reaktionsansatz pro Kapillare (fw. = forward, rev. = reverse)

Reagenz Volumen / Kapillare
H,O 8,3 ul
Primer Mix (fw. + rev.) 0,5 ul
RNA 1l
QuantiTect® RT Mix 0,2 ul
QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Master Mix | 10 pl
Totales Reaktionsvolumen / Kapillare 20 pi

Zu Beginn werden die Reaktionsansatze in 1,5 ml Eppendorf-Gefallen
angesetzt, dabei wird pro Primer-Mix, d.h. pro Gen, ein Reaktionsansatz
hergestellt. Die Ansatze bestehen zunachst aus allen oben genannten
Reagenzien aulRer der RNA. Die RNA wird jeweils in die Kapillaren vorgelegt,
welche dann mit dem jeweiligen Reaktionsansatz auf je 20 ul aufgefullt
werden.

Samtliche Reaktionsansatze werden in gekuhlten Glaskapillaren bzw.
Eppendorf-Gefallen angesetzt, um eine vorzeitige cDNA-Synthese zu

verhindern.
2.2.3.6 Primer

o LRRK2:
fw.: 5-TCC CTG CCA TAC GAG ATT ACC-3
rev.: 5'-GCA CAT TTT TAC GCT CCG ATA-3

e SNCA:

fw.: 5'-CAA GTG ACA AAT GTT GGA GGA G-3
rev.: 5-CAT TTC ATA AGC CTC ATT GTC AG-3
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e HMBS:
fw.: 5-ATG CCC TGG AGA AGA ATG AAG T-3
rev.: 5*-TTG GGT GAA AGA CAA CAG CAT C-3

2.2.3.7 Temperaturprofil

Tabelle 4: Verwendetes Temperaturprofil bei der real time RT-PCR

S Temperatur Dauer
[*C] [s]
Pra-Inkubation
Reverse Transkription: 50 1.500
Aktivierung der HotStarTag® DNA Polymerase: | 95 900
Amplifikationszyklus ( x 45)
Denaturierung: 94 15
Primer-Hybridisierung: 60 20
Extension: 72 30
Schmelzkurvenanalyse
95 60
55 30
Kuhlen
40 30
2.2.3.8 Runs

Es wurden mit samtlichen Proben runs, d.h. RT-PCR-Laufe, mit der
Primer-Kombination LRRK2, SNCA und HMBS durchgefuhrt. Alle Laufe
wurden ein zweites Mal wiederholt.

Aus den Cp-Werten wurde mittels der 2 Methode (s. Abschnitt 2.2.3.3,
S. 19) pro Lauf und Probe die relative Expression von LRRK2 bzw. SNCA
berechnet. Aus diesen Einzelwerten wurden dann wiederum pro Probe die
arithmetischen Mittelwerte (arithm. MW) berechnet, das heifl3t, die Mittelwerte
fur LRRK2 und SNCA ergeben sich aus jeweils zwei Einzelmesswerten.
Samtliche Einzelmesswerte finden sich im Anhang (s. Abschnitt 7.1, S. 55)

tabellarisch aufgeflhrt.
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2.2.4 Gelelektrophorese

Mittels der Gelelektrophorese koénnen DNA- oder RNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange aufgetrennt werden, auRerdem kann die Lange der
Fragmente anhand des Vergleiches mit einem mitgefuhrten DNA-Markers
abgeschatzt werden.

Bei dieser Arbeit wurde zur Etablierung der RT-PCR die Produktspezifitat der
PCR-Produkte, zusatzlich zur Schmelzkurvenanalyse, mittels der
Gelelektrophorese Uberpruft.

Hierzu werden 2-prozentige Agarosegele gegossen: 2 g Agarose werden
zusammen mit 100 ml TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer) in der
Mikrowelle erhitzt, danach werden der abgekuhlten Lésung 2 pi
Ethidiumbromid hinzugefugt. Ethidiumbromid dient der Darstellung der
DNA-Banden im fertigen Gel, da es in Nukleinsauren interkaliert und unter
UV-Licht  fluoresziert. Das flissige Gel wird nun in die
Gelelektrophoresekammer gegossen, wo es auspolymerisiert.

Die PCR-Produkte werden per Zentrifugation aus den Kapillaren gelost und
in Eppendorf-GefaRen aufgefangen. Jeder Probe werden 2 pyl DNA loading
dye hinzugegeben. Die Taschen des Agarosegels werden mit den Proben
und einem DNA-Marker, dem DNA /adder mix, beschickt. Nach Anlegen
einer Spannung (je nach Grole des Gels 100 - 200 V) bewegen sich die
negativ geladenen DNA-Fragmente je nach Lange unterschiedlich schnell
durch die Gelmatrix, zum Pluspol. Danach werden die DNA-Banden im Gel

unter UV-Licht dargestellt und fotografiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Relative Expression von LRRK2 bzw. SNCA pro
Proband

Erhoben wurde die relative Genexpression (d.h. in Relation zu einem

housekeeping-Gen, in dieser Arbeit immer das HMBS (s. Abschnitt 2.2.3.3,
S. 19)) von LRRK2 und SNCA in humanem Vollblut. Tabelle 5 zeigt fur jeden
Probanden die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen.

Die Mittelwerte ergeben sich aus jeweils zwei RT-PCR-Laufen, d.h. aus

jeweils zwei Einzelmesswerten (s. Abschnitt 7.1, S. 55).

Auffallend ist die grof3e Streuung der Expressionswerte, sowohl bei LRRK2
als auch bei SNCA.

Tabelle 5: Relative Expression von LRRK2 bzw. SNCA. Dargestellt sind die arithmetischen

Mittelwerte aus jeweils zwei Léufen sowie die Standardabweichungen

(FA = Familienanamnese, PS = Parkinson-Syndrom, m = ménnlich, w = weiblich)

Geb.

Path. LRRK2-

Nr. | m/w Klinik LRRK2 SNCA
jahr Mutation

1 |m 1963 | G2019S gesund | 41,74 + 4,47 99,08 + 2,75

2 |m 1951 | G2019S gesund | 83,49 + 19,05 7,63 £ 0,26

3 |m 1968 | R793M gesund | 16,38 + 1,13 248,24 + 29,96

4 w 1947 | FA neg. gesund | 27,64 + 2,01 12,75+ 2,49

5 w 1947 | FA neg. gesund | 38,87 + 1,08 142,06 + 2,95

6 w 1944 | FA neg. gesund | 13,60 + 0,52 130,77 + 4,53

7 |m 1964 | FA neg. gesund | 21,15 £ 3,27 51,97 + 7,33

8 |m 1965 | FA neg. gesund | 35,35 + 2,45 104,86 + 10,50

9 |m 1945 | FA neg. gesund | 51,45+ 0,18 9,23+1,18

10 | m 1938 | FA neg. gesund | 63,14 + 1,75 99,24 + 6,18

11 |w 1929 | FA neg. gesund | 64,95+ 2,70 6,57 £ 0,34

12 | w 1931 | FA neg. gesund | 31,72 + 1,87 76,16 + 15,61

13 | w 1929 | FA neg. gesund | 26,84 + 7,94 6,05+ 1,42

26




3. Ergebnisse

14 | m 1958 | FA pos. PS 37,47 + 2,20 13,25 £ 0,87
15 | w 1944 | FA pos. PS 18,98 + 2,87 199,49 £ 2,77
16 | w 1946 | FA pos. PS 26,08 £ 2,16 40,67 £ 10,60
17 | m 1939 | FA pos. PS 114,76 + 15,03 8,39 +1,13

18 | m 1937 | FA pos. PS 8,20 + 0,31 124,11 £ 3,01
19 |w 1958 | G2019S PS 19,94 + 2,07 70,28 + 5,83
20 |w 1931 | G2019S PS 40,68 + 16,60 2,92+0,42

21 |w 1945 | 12020T PS 7,71+ 0,40 456,80 + 11,08
22 |m 1961 | 12020T PS 96,22 + 15,21 18,31+ 1,39
23 |m 1966 | N1437S PS 4,80 + 0,66 383,53 + 97,51
24 |'m 1940 | N1437S PS 31,51+ 3,26 10,58 + 1,13
25 |w 1947 | R1441C PS 84,48 + 2,34 14,85 + 2,30
26 | m 1940 | R793M PS 67,43 £ 1,17 127,83 + 8,41
27 |w 1944 | FA neg. PS 18,75+ 4,03 5,77 £ 1,05

28 |w 1944 | FA neg. PS 68,12 + 0,00 21,21+ 2,71
29 |'m 1955 | FA neg. PS 26,45 + 0,64 86,85 + 7,51
30 |m 1935 | FA neg. PS 32,20+ 2,34 2,22+0,15

31 |m 1941 | FA neg. PS 15,67 + 2,58 13,43+ 0,70
32 |w 1934 | FA neg. PS 126,42 + 33,37 6,39 + 0,24

33 |w 1936 | FA neg. PS 20,82+ 0,14 95,46 + 9,23

3.2 Korrelation der relativen Expression von LRRK2

bzw. SNCA mit klinischen und genetischen

Daten

Im Folgenden wurden die relativen Expressionswerte von LRRK2 bzw.

SNCA mit den klinischen Daten (,PS ja / nein‘) und genetischen Daten

(,pathogene LRRK2-Mutation ja / nein‘) der einzelnen Patienten bzw.

Kontrollen korreliert.

Dafur wurden die 33 Probanden in folgende Kohorten sortiert (s. hierzu
Abschnitt 2.2.1.1, S. 15):
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e Alle Patienten mit Parkinson-Syndrom (n = 20)
o davon Patienten mit pathogener LRRK2-Mutation (n = 8)
o davon Patienten mit negativer Familienanamnese (IPS-Patienten)
(n=7)
o ferner Patienten mit positiver Familienanamnese (n = 5)
e Alle neurodegenerativ gesunden Kontrollen (n = 13)
o davon Kontrollen mit pathogener LRRK2-Mutationen (n = 3)

o davon Kontrollen mit negativer Familienanamnese (n = 10)

Aus den Daten fur jede einzelne Probe (s. Tabelle 5, S. 26) wurden pro
Kohorte wiederum die arithmetischen Mittelwerte einschliel3lich der

Standardabweichung berechnet.
3.2.1 LRRK2

Tabelle 6 zeigt die relative Expression von LRRK2 im Blut von Parkinson-
Patienten und Kontrollen. Es wurden oben genannte Kohorten betrachtet.
Dabei fand sich keine signifikante Korrelation der Expressionsdaten mit dem
Vorhandensein eines Parkinson-Syndroms oder, weder bei Patienten noch
bei Kontrollen, mit einer pathologischen LRRK2-Mutation.

Tabelle 6: Relative Expression von LRRK2 in Kohorten sortiert nach klinischen und
genetischen Daten. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte sowie die

Standardabweichungen (IPS = Idiopathisches Parkinson-Syndrom)

Kohorte LRRK2
Alle Patienten mit Parkinson-Syndrom (n = 20) 43,34 + 35,76
e davon mit path. LRRK2-Mutation (n = 8) 44,10 + 32,62
e davon mit neg. Familienanamnese (IPS-Patienten) (n =7) | 44,06 + 37,42
Alle Kontrollen (n = 13) 39,72 + 20,02
e davon mit path. LRRK2-Mutation (n = 3) 47,20 + 27,67
e davon mit neg. Familienanamnese (n = 10) 37,47 + 16,42
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Diagramm 1: Relative LRRK2-Expression von Parkinson-Patienten und Kontrollen (Werte
aus Tabelle 6, S. 28)
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Diagramm 2: Relative LRRK2-Expression von Parkinson-Patienten und Kontrollen, je
unterteilt in solche mit pathogener LRRK2-Mutation und solche mit negativer
Familienanamnese (Werte aus Tabelle 6, S. 28)
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3. Ergebnisse

3.2.2 SNCA

Tabelle 7 zeigt die relative Expression von SNCA im Blut von Parkinson-
Patienten und Kontrollen. Es wurden, wie bei LRRK2, die oben genannten
Kohorten betrachtet. Dabei fand sich ebenfalls keine signifikante Korrelation
der Expressionsdaten mit dem Vorhandensein eines Parkinson-Syndroms
oder, weder bei Patienten noch bei Kontrollen, mit einer pathologischen
LRRK2-Mutation.

Tabelle 7: Relative Expression von SNCA in Kohorten sortiert nach klinischen und
genetischen Daten. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen (IPS = Idiopathisches Parkinson-Syndrom)

Kohorte SNCA
Alle Patienten mit Parkinson-Syndrom (n = 20) 85,12 £ 123,95
e davon mit path. LRRK2-Mutation (n = 8) 135,64 £ 169,76
e davon mit neg. Familienanamnese (IPS-Patienten) (n =7) | 33,05 £ 37,26
Alle Kontrollen (n = 13) 76,51 + 69,26
e davon mit path. LRRK2-Mutation (n = 3) 118,32 + 99,17
e davon mit neg. Familienanamnese (n = 10) 63,97 £ 51,03
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Diagramm 3: Relative SNCA-Expression von Parkinson-Patienten und Kontrollen (Werte aus
Tabelle 7, S. 30)
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Diagramm 4: Relative LRRK2-Expression von Parkinson-Patienten und Kontrollen, je
unterteilt in solche mit pathogener LRRK2-Mutation und solche mit negativer
Familienanamnese (Werte aus Tabelle 7, S. 30)
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3. Ergebnisse

3.3 Korrelation der relativen Expression von LRRK2
bzw. SNCA mit Krankheitsdauer und Alter der
Probanden

Im Folgenden wurden die LRRK2- bzw. SNCA-Expressionsdaten der
einzelnen Probanden hinsichtlich Korrelationen mit der jeweiligen

Krankheitsdauer oder dem Alter betrachtet.
3.3.1 Krankheitsdauer

Diagramme 5 und 6 zeigen die relative LRRK2- bzw. SNCA-Expression der
einzelnen Parkinson-Patienten in Korrelation zur jeweiligen Krankheitsdauer,
d.h. Jahre seit Erstdiagnose. Die Krankheitsdauer war nur bei 15 der 20
Parkinson-Patienten bekannt.

Fur keines der beiden Gene zeigte sich eine signifikante Korrelation der

relativen Expression mit der Krankheitsdauer.

3.3.1.1 LRRK2
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Diagramm 5: Relative LRRK2-Expression der einzelnen Parkinson-Patienten (n = 15),
aufgetragen gegen die Krankheitsdauer [a] (Werte aus Tabelle 5, S. 26)
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3.3.1.2 SNCA
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Diagramm 6: Relative SNCA-Expression der einzelnen Parkinson-Patienten (n = 15),
aufgetragen gegen die jeweilige Krankheitsdauer [a] (Werte aus Tabelle 5, S. 26)

3.3.2 Alter

Diagramm 7 und 8 zeigen die relative LRRK2- bzw. SNCA-Expression der
einzelnen Probanden (n = 33) in Korrelation zum jeweiligen Alter.
Fur keines der beiden Gene zeigte sich eine signifikante Korrelation der

relativen Expression mit dem Alter.
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3.3.2.1 LRRK2
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Diagramm 7: Relative LRRK2-Expression der einzelnen Probanden (n = 33), aufgetragen
gegen das jeweilige Geburtsjahr (Werte aus Tabelle 5, S. 26)
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3.3.2.2 SNCA
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Diagramm 8: Relative SNCA-Expression der einzelnen Probanden (n = 33), aufgetragen
gegen das jeweilige Geburtsjahr (Werte aus Tabelle 5, S. 26)

3.4 Intraindividuelle Korrelation der relativen
Expression von LRRK2 und SNCA

Im Folgenden wurden innerhalb der einzelnen Individuen die relativen
Expressionswerte von LRRK2 und SNCA miteinander verglichen. Zunachst
wurde dieser Vergleich im gesamten Probandenkollektiv vorgenommen,
dann jeweils in der Kohorte der Patienten und der Kontrollen.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Diagrammen 9 - 12 dargestellt. Es
zeigte sich bei allen Probanden, sowohl Patienten als auch Kontrollen, eine
auffallende, intraindividuelle Korrelation der relativen Expressionswerte von
SNCA und LRRK2. Die Expressionshohen der beiden Gene verhalten sich

reziprok proportional zueinander.
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3. Ergebnisse

3.4.1 Im gesamten Kollektiv

Die beiden Diagramme 9 und 10 zeigen zwei verschiedene Mdglichkeiten der

graphischen Darstellung.
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Diagramm 9: Relative SNCA-Expression der einzelnen Probanden (n = 33), aufgetragen
gegen die jeweilige relative LRRK2-Expression (Werte aus Tabelle 5, S. 26)
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Diagramm 10: Relative LRRK2- und SNCA-Expression, aufgetragen gegen die einzelnen
Probanden (n = 33) (Werte aus Tabelle 5, S. 26)
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3.4.2 Bei Patienten
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Diagramm 11: Relative LRRK2- und SNCA-Expression, aufgetragen gegen die einzelnen
Parkinson-Patienten (n = 20) (Werte aus Tabelle 5, S. 26)
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3.4.3 Bei Kontrollen
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Diagramm 12: Relative LRRK2- und SNCA-Expression, aufgetragen gegen die einzelnen
Kontrollen (n = 13) (Werte aus Tabelle 5, S. 26)

3.5 Verlaufsbeobachtung der relativen Expression
von LRRK2 und SNCA anhand von fiinf
Probanden

Es kam die weiterfihrende Fragestellung auf, wie sich die Expressionslevel
der Dbeiden untersuchten Gene LRRK2 und SNCA in einer
Verlaufsbeobachtung darstellen wurden.

Zur ansatzweisen Beantwortung dieser Frage wurden bei funf zufallig
ausgewahlten Probanden des Gesamtkollektives die Expressionswerte ein
weiteres Mal anhand erneuter Blutentnahmen bestimmt. Diese
Blutentnahmen (BEs) erfolgten ein bis sechs Monate nach der ersten
Entnahme, im Folgenden Zeitpunkt A (1. BE) und Zeitpunkt B (2. BE)

genannt.
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3. Ergebnisse

Bei den funf zufallig ausgewahlten Probanden handelt es sich um vier
Kontrollen und einen Parkinson-Patienten.

Hierbei war vor allem von Interesse, ob die festgestellte, intraindividuelle
Korrelation der relativen Expression von LRRK2 und SNCA (s. Abschnitt 3.4,
S. 35) zu einem spateren Zeitpunkt gleichbleibend sein wurde.

Tabelle 8 zeigt die Expressionsdaten der funf Probanden zum Zeitpunkt A
und Zeitpunkt B. Die Werte zum Zeitpunkt B sind ebenfalls arithmetische
Mittelwerte, welche sich aus zwei Wiederholungen des RT-PCR-Laufes
ergeben (s. Abschnitt 7.1, S. 55). Dargestellt sind aullerdem die
Standardabweichungen.

Es fand sich bei vier der funf Probanden zum Zeitpunkt B das gleiche,
reziprok proportionale Verhaltnis der beiden Gene LRRK2 und SNCA
zueinander wie zum Zeitpunkt A. Lediglich bei einem Probanden (Nr. 23)
kehrt sich das Verhaltnis der Expressionen um. Hierzu ist es sicherlich
zumindest erwahnenswert, dass es sich bei diesem Probanden
ausgerechnet um den einzigen Parkinson-Patienten in dieser kleinen Kohorte
handelt.

Tabelle 8: Relative LRRK2- und SNCA-Expression zu einem Zeitpunkt A und B (n = 5).

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen

Zeitpunkt A Zeitpunkt B

Proband Nr.

LRRK2 SNCA LRRK2 SNCA
2 83,49+19,05 |7,63+0,26 43,58 + 7,33 3,51+£0,49
8 35,35+ 2,45 104,86 + 10,50 | 16,74 + 3,38 90,39 + 12,14
10 63,14 £ 1,75 99,24 + 6,18 14,44 + 0,80 131,89 + 33,53
12 31,72 £ 1,87 76,16 £ 15,61 | 30,05 + 6,46 102,69 + 5,69
23 4,80 + 0,66 383,53 £ 97,51 | 46,12+ 10,37 | 11,45+ 5,00
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4. Diskussion

4 DISKUSSION

4.1 Biomarker fur das Parkinson-Syndrom

Bisher existiert noch kein verlasslicher und praktikabler state-Biomarker, mit
welchem sich die Krankheitsprogression des Parkinson-Syndroms verfolgen
lieRe. In der vorliegenden Arbeit wurden zur moglichen Etablierung eines
solchen Biomarkers die beiden zentralen Parkinson-Gene, LRRK2 und
SNCA, herangezogen und ihre Expression in humanem Vollblut betrachtet.
Peripheres Blut eignet sich aufgrund seiner leichten Zuganglichkeit
besonders fur die Etablierung von Biomarkern.

Es wurde der Frage nachgegangen, ob die Expressionslevel von LRRK2 und
SNCA mit dem klinischen Status der Probanden, in diesem Fall dem
Vorhandensein eines Parkinson-Syndroms, oder genetischen Eigenschaften,
hier die pathogenen LRRK2-Mutationen, korrelieren.

Eine signifikante Korrelation der Expressionslevel von LRRK2 oder SNCA im
peripheren Blut mit dem klinischen Status der Probanden (Parkinson-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen) konnte nicht festgestellt werden.
Bezlglich des SNCA bestatigt dies die Daten einer Studie von Fuchs et al.,
bei welcher SNCA Protein- und mRNA-Level in mononuklearen Blutzellen bei
Parkinson-Patienten und Kontrollen bestimmt wurden und ebenfalls kein
signifikanter Unterschied festgestellt wurde'’. Es existieren aktuell jedoch
auch andere Arbeiten, welche in diesem Punkt den Ergebnissen der
vorliegenden Studie widersprechen: El-Agnaf et al. konnten im Plasma von
Parkinson-Patienten erhdhte SNCA-Protein-Level feststellen'®, ahnlich so
Kim et al.,, die erhohte SNCA-Expressionslevel bei Parkinson-Patienten
beobachteten, und zwar in peripheren, mononuklearen Blutzellen®.

Die Betrachtung der Expressionslevel in Beziehung zur Krankheitsdauer und
dem Alter der Probanden war desweiteren interessant, da sich so
madglicherweise eine Korrelation der Expression mit der

Krankheitsprogression finden lief3e.
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4. Diskussion

Es ergab sich jedoch bezuglich Krankheitsdauer und Alter ebenfalls keine
signifikante Korrelation mit den Expressionslevels von LRRK2 oder SNCA.
Dies widerspricht sich mit den Ergebnissen der zuvor genannten Studie von
Fuchs et el., in welcher eine positive Korrelation der Krankheitsdauer mit
SNCA-Proteinlevels in mononukledren Blutzellen dargestellt wurde'’.

Ein weiterer Ansatz war, LRRK2-Mutationstrager gesondert zu betrachten.
Hierbei lag die Idee zugrunde, mittels der Expressionsdaten von
prasymptomatischen LRRK2-Mutationstragern eventuell charakteristische
Veranderungen fur diese sehr fruihe Phase der Erkrankung darstellen zu
konnen. Die Expression von LRRK2 oder SNCA unterscheidet sich bei
LRRK2-Mutationstragern jedoch nicht signifikant von derjenigen der
IPS-Patienten oder Kontrollen. Hinsichtlich der Expressionswerte des SNCA
lieBe sich eventuell ein schwacher Trend herauslesen, wonach die
SNCA-Expressionslevel bei LRRK2-Mutationstragern, gleich ob erkrankt
oder nicht, im Vergleich zu denjenigen Probanden ohne pathogene
LRRK2-Mutation tendenziell héher ausfallen. Dies ist jedoch aufgrund der
groRen Bandbreite der Werte keinesfalls signifikant.

Bezlglich des SNCA lasst sich letztlich sagen, dass seine Expressionslevel
hochstwahrscheinlich hauptsachlich von genetischen Risikovarianten und
Polymorphismen beeinflusst werden anstatt von klinischen Charakteristika.
Aulerdem scheint die Analyse des kompletten Transkriptoms der einzelner
Gene und deren Expression Uberlegen zu sein, da dies wahrscheinlich den
Krankheitsstatus umfassender wiedergibt. Dies zeigte sich bereits bei einer
Studie von Scherzer et al., welche mittels einer Transkriptom-Analyse in
Leukozyten zeigen konnten, dass sich 22 Gene bei Parkinson-Patienten und

Kontrollen in ihrem Expressionsmuster signifikant unterscheiden®’.

4.2 Ko-Regulation von LRRK2 und SNCA

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beinhalten die Beobachtung einer
hochst interessanten Korrelation der Expressionslevel von SNCA und LRRK2
in peripherem Vollblut: die Werte innerhalb eines Individuums verhalten sich

reziprok proportional zueinander.
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4. Diskussion

Dies trifft sowohl bei den Parkinson-Patienten als auch den Kontrollen zu.
Welcher der beiden Werte, SNCA oder LRRK2, der HoOhere ist, steht in
keinem erkennbaren Zusammenhang mit den klinischen oder genetischen
Daten der Probanden. Es scheint ,LRRK2-Personen‘ und ,SNCA-Personen’
zu geben, wobei das Verhaltnis zwischen beiden Gruppen ausgeglichen ist.
Desweiteren wurde eine Verlaufsbeobachtung dieser Werte angestrengt: bei
funf zufallig ausgewahlten Probanden wurden die Expressionslevel zu einem
zweiten Zeitpunkt ein bis sechs Monate spater bestimmt. Hierbei bestatigte
sich das jeweilige intraindividuelle Verhaltnis der Expression von LRRK2 und
SNCA bei vier der funf Probanden. Lediglich bei einem Probanden dieser
Gruppe hatte sich das Verhaltnis umgedreht.

Diese Beobachtungen legen ein pathophysiologisches Zusammenspiel der
beiden Gene nahe. Auch verschiedene andere Arbeitsgruppen konnten
bereits Hinweise fur eine Ko-Regulation von LRRK2 und SNCA darstellen:
Die Gruppe um Dagmar Galter in Stockholm konnte anhand von Studien mit
Ratten- und Mausmodellen zeigen, dass LRRK2 und SNCA auf
mRNA-Ebene méglicherweise ko-reguliert sind®. Sie beschrieben ein direkt
proportionales Verhaltnis: Ein Anstieg von a-Synuclein im Striatum der
Nagetiere fuhrt zu einem Anstieg der LRRK2-mRNA. Es wurde aufRerdem
untersucht, ob ein Mangel an striatalem Dopamin die LRRK2- und
SNCA-Expression beeinflusst, hierfir konnten allerdings keine starken
Hinweise gefunden werden.

Carballo-Carbajal et al. konnten kurzlich ebenfalls eine Interaktion zwischen
LRRK2 und SNCA darstellen: Anhand von LRRK2-Uberexprimierenden
HEK-Zellen (human embryonic kidney) zeigte sich, dass das hochregulierte
LRRK2 mittels einer Aktivierung des ERK-Signalweges (extracellular
signal-regulated kinase) auferdem die Expression von SNCA induziert®.
Ahnliches zeigten Lin et al. anhand eines transgenen A53T-Mausmodelles:
Uberexprimiertes LRRK2 verstarkt den durch die A53T-Mutation in SNCA
ausgelosten pathologischen Effekt, wobei es die abnorme Aggregation von
a-Synuclein verstarkt sowie den Golgi-Apparat und die Funktion der

Mikrotubuli beeintrachtigt®*.
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Keine der genannten Studien befasste sich jedoch mit humanem Vollblut
oder fand ein vergleichbares, reziprok proportionales Verhaltnis von LRRK2
und SNCA. Diese kontroversen Zusammenhange werfen daher einige
interessante, weiterflihrende Fragestellungen auf.

Der nachste Schritt kdnnte sein, die Expressionslevel von LRRK2 und SNCA
in den verschiedenen Zellpopulationen des Blutes gesondert zu erheben. Bei
der vorliegenden Arbeit wurde lediglich Vollblut verwendet, es lasst sich
daher keine Aussage daruber treffen, welche Zellfraktionen fur die
dargestellten Expressionshohen von LRRK2 und SNCA verantwortlich sind.
Eine interessante Frage ware, ob der beschriebene Zusammenhang
Uberhaupt in derselben Zelle d.h. Zellpopulation des Blutes stattfindet.
Wahrscheinlich ist dies jedoch nicht der Fall, denn laut aktuellem Stand der
Literatur verteilen sich die im Blut vorhandenen Mengen an a-Synuclein und
LRRK2 ungleich auf die verschiedenen Zellpopulationen: Nahezu das
gesamte, im Blut vorliegende a-Synuclein befindet sich in den Erythrozyten1.
Allerdings bedeutet dies nicht, dass die absolute a-Synuclein-Proteinmenge
pro Erythrozyt groRer ware als diejenige pro Leukozyt oder Thrombozyt, die
roten Blutkorperchen sind lediglich zahlenmalig weit Uberlegen. Bezieht man
die a-Synuclein-Menge auf die jeweilige =zellulare Proteinmasse in
Milligramm, zeigt sich interessanterweise die hochste Quantitdt in den
Thrombozyten. Die Verteilung des Proteins in den Zellfraktionen lasst jedoch
nicht zwangslaufig auf die Verteilung der mRNA ruckschlief3en. In welcher
Zellpopulation des Blutes die grofdte Menge an SNCA-mRNA vorliegt ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch ganzlich unbekannt.

Bezlglich des LRRK2 wissen wir, dass es im Blut hauptsachlich von den
mononukledren Zellen, d.h. Leukozyten exprimiert wird®. Kirzlich konnte in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass innerhalb der Population der
Leukozyten wiederum die Monozyten das héchste
LRRK2-Expressionsniveau aufweisen®.

Wenn jedoch LRRK2 und SNCA im Blut zum grof3ten Teil wahrscheinlich
nicht in derselben Zellpopulation exprimiert werden, auf welcher Ebene findet

dann der dargestellte, reziprok proportionale Zusammenhang statt?
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Eine weitere, sich anschlieBRende Frage, welcher nachzugehen sich lohnen
wurde, ware die Betrachtung der Expression der verschiedenen
SNCA-Isoformen, d.h. splice-Varianten. Welche Isoform bzw. Isoformen
machen die Expression im Blut quantitativ aus? Mdglicherweise finden sich
hier Korrelationen der Expression einer bestimmten SNCA-Isoform mit
klinischen oder genetischen Charakteristika der Probanden. Diese
Fragestellung lie3e sich mit Isoform-spezifischen SNCA-Primern angehen.
Die in dieser Arbeit verwendeten SNCA-Primer decken Exon 4 und 5 ab,
erfassen also SNCA-140 und SNCA-126.

Generell bleibt zu bedenken, wie wenig noch Uber die physiologischen
Funktionen von LRRK2 und a-Synuclein in peripherem, humanem Blut
bekannt ist. Es stellt sich natirlich die Frage, in wieweit die
MRNA-Konzentrationen im Blut die Vorgange im Gehirn tatsachlich
reflektieren und von welchen Einflissen oder klinischen Eigenschaften diese
zusatzlich beeinflusst werden. Variablen wie Ernahrung, kérperliche Aktivitat
und vor allem auch Medikation und Erkrankungsstadium der
Parkinson-Patienten kdnnten sich ebenfalls in bisher unbekanntem Male auf
die mRNA- und Proteinlevel auswirken. Zukunftige Studiendesigns konnten
diese potenziellen Einflussfaktoren mit einbeziehen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Parkinson-Syndrom ist eine sehr haufige und stark einschrankende
neurologische Erkrankung, fur die bisher weder eine kausale Therapie noch
ein verlasslicher Biomarker existieren. In den letzten Jahren wurden in einer
zunehmenden Anzahl von Genen Mutationen entdeckt, welche fur
monogenetisch vererbbare Formen dieser Erkrankung verantwortlich sind.
So verursachen beispielsweise Punktmutationen in SNCA, ebenso wie
Duplikationen und  Triplikationen des Wildtyps, ein dominantes
Parkinson-Syndrom. Die haufigste Ursache flr ein autosomal-dominant
vererbtes Parkinson-Syndrom sind jedoch Mutationen in LRRK2.

Es wird immer deutlicher, dass einige der ,Parkinson-Gene' auch eine Rolle
in der Pathogenese des Idiopathischen Parkinson-Syndroms spielen. Es sind
genetische Risikovarianten in LRRK2 und SNCA bekannt, welche mit einem
erhdhten Erkrankungsrisiko assoziiert und in erstaunlich groRem Ausmal}
mitverantwortlich sind fur Falle von sporadischem Parkinson-Syndrom.
Pathophysiologisch scheint zudem in der abnormen Aggregation von
a-Synuclein in Form der neuronalen Lewy-Koérperchen einer der wichtigsten
Signalwege hinsichtlich Neurotoxizitat impliziert zu sein. Die Forschung an
den eher seltenen, hereditaren Formen der Erkrankung ist daher auch fur die
gesamte Parkinson-Forschung von immenser Bedeutung.

In dieser Arbeit wurde die relative Genexpression von LRRK2 und SNCA in
humanem Vollblut von Parkinson-Patienten, mit und ohne pathologischer
LRRK2-Mutation, und neurodegenerativ gesunder Kontrollen, ebenfalls mit
und ohne LRRK2-Mutation, mittels quantitativer real time RT-PCR mit dem
LightCycler 1.5 (Roche) analysiert. Primar wurde nach einer Korrelation von
Expressionswerten mit dem klinischen Status, also dem Vorhandensein
eines Parkinson-Syndroms, oder dem genetischen Status, hier die
pathogenen LRRK2-Mutationen, gesucht, was eventuell als Ansatzpunkt zur
Etablierung eines Biomarkers hatte fungieren kdnnen. Es fanden sich jedoch

keinerlei signifikanten Korrelationen der LRRK2- oder SNCA-Expression im
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Blut mit der Erkrankung oder eventueller LRRK2-Mutationen, ebenso weder
mit der Krankheitsdauer oder dem Alter der Probanden.

Es zeigte sich stattdessen jedoch ein sehr interessanter, intraindividueller
Zusammenhang zwischen den Expressionshohen der beiden Gene: Die
Werte innerhalb eines Individuums verhalten sich reziprok proportional
zueinander, je hoher der Expressionswert des einen Genes, desto niedriger
der des anderen Gens, und umgekehrt. Dieser Zusammenhang fand sich
sowohl bei Parkinson-Patienten als auch bei Kontrollen, ebenso unabhangig
von eventuellen LRRK2-Mutationen. Bei einer erneuten Erhebung der
Expressionswerte anhand von circa ein bis sechs Monaten spater zum
zweiten Mal entnommenen Blutproben bei funf zufallig ausgewahlten
Probanden des urspriunglichen Gesamtkollektives bestatigten sich die
Verhaltnisse bei vier der funf Probanden.

Diese Ergebnisse legen ein pathophysiologisches Zusammenspiel der
beiden Gene LRRK2 und SNCA nahe. Ein ahnlicher Zusammenhang dieser
beiden ,Parkinson-Gene' im humanen Blut wurde in der Literatur bisher noch
nicht beschrieben.

In welcher Form und auf welcher Ebene die Regulationsmechansimen von
LRRKZ2 und SNCA allerdings miteinander verwoben sind, Iasst sich an dieser
Stelle und mit dem gegenwartigen Erkenntnisstand nur unzureichend
erdrtern. Es schliellen sich einige weiterfUhrende Fragen an, so konnte
beispielsweise als einer der nachsten Schritte eine differenzierte Analyse der
Genexpression von LRRK2 wund SNCA in den verschiedenen
Zellpopulationen des Blutes angestrengt werden, ebenso wie eine separate
Darstellung der Expression der verschiedenen SNCA-Isoformen.
Idealerweise sollten aulRerdem die klinischen Daten der Parkinson-Patienten
in groRerem Umfang mit einbezogen werden.

Abschlielend gibt es zu sagen, dass sich die Ergebnisse dieser Arbeit
gleichermallen interessant wie enigmatisch prasentieren und daher einen
verheilungsvollen Ausgangspunkt darstellen fur sich weiterfuhrend
aufwerfende Fragestellungen und Ideen in der Forschung rund um die

beiden ,Parkinson-Gene‘ LRRK2 und a-Synuclein.
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7 ANHANG

7.1 Einzelmesswerte

7. Anhang

a) Zu Tabelle 5, S. 26 (Relative Expression von LRRK2 und SNCA)

LRRK2:

Nr. Messung 1 Messung 2 arithm. Mittelwert
1 37,27 46,21 41,74 + 4,47
2 102,54 64,45 83,49 + 19,05
3 15,24 17,51 16,38+ 1,13
4 25,63 29,65 27,64 + 2,01
5 37,79 39,95 38,87 + 1,08
6 13,09 14,12 13,60 £ 0,52
7 17,88 24,42 21,15+ 3,27
8 32,90 37,79 35,35+ 2,45
9 51,27 51,63 51,45+ 0,18
10 61,39 64,89 63,14 £ 1,75
11 62,25 67,65 64,95 + 2,70
12 33,59 29,86 31,72+ 1,87
13 18,90 34,78 26,84 + 7,94
14 39,67 35,26 37,47 £ 2,20
15 21,86 16,11 18,98 + 2,87
16 28,25 23,92 26,08 + 2,16
17 129,79 99,73 114,76 + 15,03
18 7,89 8,51 8,20 + 0,31
19 22,01 17,88 19,94 + 2,07
20 24,08 57,28 40,68 + 16,60
21 7,31 8,11 7,71+ 0,40
22 81,01 111,43 96,22 + 15,21
23 5,46 4,14 4,80 + 0,66
24 34,78 28,25 31,51+ 3,26
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25 86,82 82,14 84,48 + 2,34
26 66,26 68,59 67,43 £ 1,17
27 14,72 22,78 18,75 £ 4,03
28 68,12 68,12 68,12 + 0,00
29 27,10 25,81 26,45 + 0,64
30 34,54 29,86 32,20+ 2,34
31 13,09 18,25 15,67 + 2,58
32 93,05 159,79 126,42 + 33,37
33 20,68 20,97 20,82+ 0,14
SNCA:

Nr. Messung 1 Messung 2 arithm. Mittelwert
1 101,83 96,34 99,08 + 2,75
2 7,89 7,36 7,63 £ 0,26
3 218,27 278,20 248,24 + 29,96
4 10,27 15,24 12,75+ 2,49
5 145,01 139,10 142,06 + 2,95
6 126,24 135,30 130,77 + 4,53
7 44,63 59,30 51,97 + 7,33
8 115,36 94,35 104,86 + 10,50
9 10,41 8,06 9,23+1,18
10 105,42 93,05 99,24 + 6,18
11 6,92 6,23 6,57 £ 0,34
12 91,77 60,55 76,16 + 15,61
13 4,63 7,46 6,05+ 1,42
14 12,38 14,12 13,25+ 0,87
15 202,25 196,72 199,49 + 2,77
16 51,27 30,06 40,67 + 10,60
17 9,51 7,26 8,39+ 1,13
18 127,12 121,10 124,11 £ 3,01
19 76,11 64,45 70,28 + 5,83
20 2,50 3,34 2,92+0,42
21 445,72 467,88 456,80 + 11,08
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22 19,70 16,91 18,31+ 1,39
23 286,03 481,04 383,53 + 97,51
24 11,71 9,45 10,58 £ 1,13
25 12,55 17,15 14,85 + 2,30
26 119,43 136,24 127,83 + 8,41
27 6,82 4,72 5,77 + 1,05
28 18,51 23,92 21,21+ 2,71
29 94,35 79,34 86,85 + 7,51
30 2,38 2,07 2,22+0,15
31 12,73 14,12 13,43 £ 0,70
32 6,15 6,63 6,39 + 0,24
33 104,69 86,22 95,46 + 9,23

b) Zu Tabelle 8, S. 40 (Relative Expression von LRRK2 und SNCA zu einem
Zeitpunkt B)

LRRK2:
Nr. Messung 1 Messung 2 arithm. Mittelwert
2 50,91 36,25 43,58 £ 7,33
8 20,1 13,36 16,74 + 3,38
10 15,24 13,64 14,44 + 0,80
12 36,50 23,59 30,05 + 6,46
23 56,49 35,75 46,12 £ 10,37
SNCA:
Nr. Messung 1 Messung 2 arithm. Mittelwert
2 4,00 3,01 3,561+0,49
8 78,25 102,54 90,39 + 12,14
10 98,36 165,42 131,89 £ 33,53
12 97,01 108,38 102,69 £ 5,69
23 16,45 6,45 11,45 £ 5,00
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7.2 Verzeichnis der Abbildungen, Diagramme und
Tabellen

a) Abbildungen
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