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Einleitung

1 Einleitung

Die Parkinson-Krankheit ist eine langsam fortschreitende neurodegenerative Be-
wegungsstorung. Sie ist durch die Degeneration dopaminerger Neuronen vor-
nehmlich der Substantia nigra und durch die Verarmung von Hirnstrukturen an
Dopamin gekennzeichnet [1]. Die Krankheit wurde bereits im Jahre 1817 — also vor
rund 200 Jahren — vom englischen Arzt James Parkinson beschrieben: In seiner
Abhandlung uber die Schuttellahmung (,An Essay on the Shaking Palsy“) berichte-
te er Uber Patienten mit unwillkurlichen, zitternden Bewegungen in unbewegten
Korperteilen und der Neigung, den Rumpf nach vorne zu beugen [2]. Spater schlug
der franzosische Arzt Charcot vor, dieses als Schuttellahmung beschriebene
Krankheitsbild, nach seinem Beschreiber, Parkinson-Krankheit zu nennen [3].

1.1 Klassifikation der Parkinson-Syndrome

Das Parkinson-Syndrom wird durch das Vorliegen der klinischen Symptome
Bradykinese, Rigor, Ruhetremor und posturale Instabilitat — in variabler Auspra-
gung — definiert [3]. Dabei kdnnen verschiedenartige Ursachen zu den erwahnten
Symptomen fuhren.

Die weitaus haufigste Ursache dieses Syndroms ist die Parkinson-Krankheit (Par-
kinson’s disease, PD) [4], die in der Mehrheit der Falle sporadisch auftritt. Bis heu-
te ist die Atiologie dieser Falle ungeklart [1], weshalb sie als idiopathisches oder
auch primares Parkinson-Syndrom (= IPS) bezeichnet wird.

Es konnten bisweilen bestimmte Veranderungen in Genen identifiziert werden, die
zum Parkinson-Syndrom fuhren. Sie bilden die Gruppe der familiaren Parkinson-
Krankheit. Obwohl diese Genmutationen nur einen Bruchteil der Parkinson-
Syndrome erklaren konnen, helfen sie molekulare Signalwege aufzudecken, die
wahrscheinlich auch bei der idiopathischen Form eine Rolle spielen [5].

Wenn von der Parkinson-Krankheit die Rede ist, meint das meist die idiopathisch

auftretende Erkrankung. Traditionell werden bislang auch die genetisch determi-
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Einleitung

nierten Falle zu der Parkinson-Krankheit gezahlt [6]. Um sie zu unterscheiden, wird
oft der Zusatz idiopathisch/sporadisch oder familiar verwendet.

Davon abzugrenzen sind eine Reihe symptomatischer (auch sekundér genannt)
Parkinson-Syndrome, deren Genese bekannt ist. Diese kdnnen beispielsweise
durch bestimmte Toxine hervorgerufen werden (zum Beispiel MPTP oder einige
Pestizide) [1] oder medikamenteninduziert sein (zum Beispiel Neuroleptika) [6].

Die letzte Gruppe der Parkinson-Syndrome bilden die sogenannten atypischen
Parkinson-Syndrome (Parkinson-Plus-Syndrome). Diese sind unter anderem ge-
kennzeichnet durch Uber das IPS hinausgehende Symptome und ein schlechteres
Ansprechen auf die L-Dopa basierte Parkinson-Medikation. Zu ihnen gehoéren die
Multisystematrophie (MSA), die progressive supranukleare Paralyse (PSP), die
kortikobasale Degeneration (CBD) und die Demenz mit Lewy-Korperchen (DLB)

[6].

1.2 Epidemiologie

Die Parkinson-Krankheit ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung nach
der Alzheimer-Krankheit [7]. Die Inzidenz Uber alle Altersgruppen betragt
13,4/100.000, wobei sie stark mit dem Alter ansteigt. Erkranken unter den 50-59-
Jahrigen rund 10 von 100.000 neu an der Parkinson-Krankheit, so liegt diese Zahl
bei den Uber 80-Jahrigen bei knapp 120/100.000. Manner erkranken im Durch-
schnitt haufiger als Frauen [8], was madglicherweise auf einen protektiven Effekt
von Ostrogenen zurlckzufihren ist [1]. Zudem werden unterschiedliche Inzidenz-
raten in verschiedenen ethnischen Gruppen berichtet, wonach Europaer haufiger
an Parkinson erkranken als Asiaten oder Afroamerikaner [8].

In industrialisierten Landern liegt die Pravalenz in der allgemeinen Bevolkerung bei
0,3% [7] und steigt bei Uber 60-Jahrigen auf 1% an. Das mediane Erkrankungsalter

liegt etwa bei 60 Jahren mit einer medianen Krankheitsdauer von rund 15 Jahren

[3].
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Einleitung

1.3 Neuropathologie

Das klassische Kennzeichen der Parkinson-Krankheit ist ein Verlust von dopami-
nergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta. Dadurch kommt es zu ei-
ner Abnahme des Transmitters Dopamin in den Basalganglien [9]. Da Dopamin
insgesamt gesehen einen fordernden Einfluss auf die Motorik ausubt, bewirkt der
Mangel nun eine Verminderung der spontanen Bewegung (Hypokinese) [6] und ist
ferner verantwortlich fir viele weitere motorische Symptome der Parkinson-
Krankheit [9]. Die Degeneration betrifft in einem geringeren Ausmald aber auch
Neurone anderer Transmittersysteme des Nervensystems, was eine mogliche Er-
klarung fur die nicht-motorischen Parkinson-Symptome liefert [1].

Der Nervenzellverlust wird begleitet durch intrazellulare, eosinophile Einschluss-
korperchen, den sogenannten Lewy-Korperchen, in den noch lebenden Zellen. Sie
bestehen hauptsachlich aus fehlgefaltetem und aggregiertem alpha-Synuklein [3].
Interessant sind dabei die Ergebnisse von Braak et al. [10, 11], die aggregiertes
alpha-Synuklein und Lewy-Korperchen, neben der Substantia nigra, in verschiede-
nen Kernen des zentralen Nervensystems sowie dem Bulbus olfactorius fanden;
selbst im autonomen Plexus der Darmwand wurden diese Einschlisse entdeckt.
Sie schlugen eine Hypothese vor, wonach eine Propagation von aggregiertem al-
pha-Synuklein entlang von axonalen Bahnen maoglich ware.

Die Pathogenese der Parkinson-Krankheit ist bis heute allerdings nicht abschlie-
Rend geklart, ebenso wie die genaue Rolle der Lewy-Korperchen weitestgehend
unbekannt ist. Diskutiert werden momentan einige Mechanismen, die zur Neuro-
degeneration fuhren kdnnen: oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion, Fehl-
funktion des Proteinabbaus Uber das Ubiquitin-Proteasom-System und die
Aggregation von fehlgefalteten Proteinen, die einen toxischen Effekt auf Nerven-

zellen ausuben [1].
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1.4 Kilinik

Frihe Krankheitszeichen

Die Parkinson-Krankheit beginnt in der Regel schleichend. Viele Patienten schrei-
ben anfangliche Krankheitszeichen dem Alter, anderen Krankheiten oder Gelenk-
beschwerden =zu. Solche Krankheitszeichen aufiern sich haufig als eine
Beeintrachtigung der Fingerfertigkeit, als leicht abgeschwachtes Mitschwingen ei-
nes Armes oder durch verminderte Mimik. Des Weiteren kann das Gangbild klein-
schrittiger und das gewohnte Schriftbild kleiner werden (Mikrographie). Die Symp-
tome werden selten vom Patienten selbst bemerkt, haufiger fallt es Familienmit-
gliedern oder Arbeitskollegen auf. Deshalb ist ein Abstand von zwei bis drei Jahren

zwischen den ersten Symptomen und der Diagnose nicht ungewohnlich [3, 12].

Motorische Symptome

Nach dieser haufigen, von relativ subtilen Symptomen gepragten Anfangsphase
beginnen die klassischen motorischen Symptome einseitig. Obwohl die Erkran-
kung im Verlauf auch die andere Korperhalfte betrifft, bleibt die Asymmetrie in der
Regel bestehen [6]. Zu den vier Kardinalsymptomen der Parkinson-Krankheit zah-
len Bradykinese, Rigor, Ruhetremor und posturale Instabilitat.

Bradykinese beschreibt eine Verlangsamung von Bewegungen und ist haufig auch
mit einer Verarmung an Spontanbewegungen sowie mit Defiziten in der Planung,
Initierung und Ausfuhrung von (gleichzeitigen) Bewegungen (,Multitasking®) ver-
bunden [13]. Eine haufige Auspragung dessen ist das ,Freezing“, welches sich
durch das ,Einfrieren® der Bewegung zu Beginn (zum Beispiel Ganginitiierungssto-
rung) oder inmitten des Ablaufs auszeichnet: Oft sind bestimmte Situationen Aus-
Ioser, beispielsweise wenn der Patient umdrehen mochte [14]. Rigor bezeichnet
eine Erhdhung des Muskeltonus, der meist vom sogenannten ,Zahnradphanomen®
begleitet wird. Das beschreibt die Tatsache, dass bei Bewegungen der Muskelto-
nus ruckartig nachlasst, was an das Ineinandergreifen von Zahnradern erinnert
und eine gleichmaliige Bewegung erschwert. Von Patienten wird das oft als Steif-
heitsgefuhl oder Schmerz (durch die andauernde Muskelspannung) wahrgenom-
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men [14]. Tremor ist ein haufiges Symptom: Er stellt bei Parkinson-Kranken ein Zit-
tern in Ruhe dar — meist der distalen Extremitaten. Der Tremor hat Ublicherweise
eine mittlere Frequenz (4 - 6 Hz) und eine mittlere Amplitude [14]. Als eine eher
spate Manifestation der Krankheit tritt eine Haltungsinstabilitat auf, welche auf den
Verlust der posturalen Reflexe zuruckzufuhren ist. Es ist haufig die Ursache von
Sturzen und als Konsequenz davon von Frakturen [4, 14]. Patienten im fortge-
schrittenen Krankheitsstadium laufen gebeugt mit kleinen Schritten und flektierten
angezogenen Armen [14].

Diese Kardinalsymptome kommen je nach Patient in unterschiedlichem Ausmal}

vor. Seltener konnen auch andere motorische Manifestationen auftreten.

Nicht-motorische Symptome

Neben den motorischen Symptomen treten auch eine Reihe von Beschwerden auf,
die sich nicht auf das motorische System beziehen, welche aber die Lebensqualitat
der Erkrankten trotzdem erheblich einschranken konnen. Riechstérungen, die sich
meist als Hyposmie zeigen, betreffen bis zu 90 % der Parkinson Patienten; sie ge-
horen zu den Fruhsymptomen und konnen auf die Krankheit hinweisen [6, 15, 16].
Viele Patienten berichten des Weiteren Uber Dysfunktionen des autonomen Ner-
vensystems. Diese Beschwerden zeigen sich haufig als orthosatische Hypotensi-
on, chronische Obstipation oder Dranginkontinenz [17].

Recht haufig sind auch neuropsychologische Symptome. An einer kognitiven Be-
eintrachtigung im Sinne einer Demenz leiden rund 40 % der Patienten, wobei die
Zahl in spateren Krankheitsstadien noch weiter ansteigt [4, 14]. Nahezu die Halfte
der Patienten leidet an depressiven Symptomen, welche sie in ihrem Alltag ein-
schranken [18]. Haufig sind auch Schlafstérungen und Halluzinationen [14].

14
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1.5 Diagnose

Klinische Diagnostik

Die Diagnose der Parkinson-Krankheit stutzt sich hauptsachlich auf den klinisch-
neurologischen Befund. Als diagnostische Kriterien werden am haufigsten die der
UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank [3, 12] verwendet. Diese basieren auf
dem Vorliegen der klassischen motorischen Symptome, dem Fehlen von atypi-
schen Symptomen und auf Zeichen, welche die Diagnose unterstutzen [14, 16,
19]. Die motorischen Zeichen wurden schon im Kapitel 1.4 besprochen. Zu den un-
terstitzenden Zeichen, die fur die Parkinson-Krankheit sprechen, gehdren unter
anderem ein einseitiger Beginn der Symptomatik mit Persistenz der Asymmetrie,
ein Krankheitsverlauf von zehn oder mehr Jahren, ein sehr gutes Ansprechen auf
L-Dopa, Hyposmie und visuelle Halluzinationen. Ausschlusskriterien fur die Diag-
nose sind unter anderem eine schrittweise Progression der Parkinson Symptome
bei wiederholten Schlaganfallen in der Patientengeschichte, Neuroleptika-
Einnahme bei Beginn der Symptome, ein zerebraler Tumor, ein kommunizierender
Hydrozephalus, eine supranukleare Blickparese, frUhes Auftreten von schweren
autonomen Symptomen oder schwerer Demenz sowie fehlendes Ansprechen auf
grol3e L-Dopa-Dosen [16].

Die definitive Diagnose kann aber bis heute nur durch eine postmortale Autopsie
gestellt werden unter Berucksichtigung der neuropathologischen Kriterien fur die
Parkinson-Krankheit (siehe Kapitel 1.3) [20].

Differentialdiagnosen

Die Klinik der klassischen Parkinson-Krankheit ist recht charakteristisch, viele Pati-
enten prasentieren sich aber mit weniger bezeichnenden Symptomen; in diesen
Fallen ist eine sorgfaltige Differentialdiagnose notwendig. Zu den moglichen Diffe-
rentialdiagnosen zahlen zunachst die sekundaren Parkinson-Syndrome, bei denen
oft eine ausfuhrliche Anamnese mdogliche auslosende Faktoren identifizieren kann
(z.B. Medikamentenanamnese, Toxin-Exposition). Atypische Parkinson-Syndrome
mussen ebenfalls ausgeschlossen werden, vor allem die MSA, die sich haufig mit
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schweren autonomen Symptomen (zum Beispiel Synkopen) manifestiert, und die
PSP, bei der eine vertikale supranukleare Blickparese charakteristisch ist; im All-
gemeinen sind die atypischen Parkinson-Syndrome schneller progredient. Schliel3-
lich missen noch andere neurologische Krankheitsbilder betrachtet werden. Der
essentielle Tremor wird oft als Parkinson-Krankheit fehldiagnostiziert. Bei diesem
ist aber meist keine Bradykinese vorhanden, es liegt meist ein Halte- und kein Ru-
hetremor vor und der Tremor bessert sich haufig bei geringen Mengen Alkohol [3].

Apparative Diagnostik

Apparative Diagnostik kann helfen die Diagnose zu bestatigen und Differentialdi-
agnosen auszuschlielen. Riechtests sind kostengunstig und konnen schon fruh
Hinweise auf eine mogliche Parkinson-Krankheit liefern, sie sind allerdings wenig
spezifisch, da viele in der alteren Bevolkerung und auch andere Krankheitsbilder
eine Riechstorung aufweisen. Zudem sind Riechtests auch geeignet (mit gewissen
Ausnahmen), atypische und sekundare Parkinson-Syndrome von der Parkinson-
Krankheit abzugrenzen [16].

In der Bildgebung spielt an einigen Zentren die transkranielle Sonographie eine
Rolle, um frGhe Formen der Parkinson-Krankheit zu detektieren sowie von atypi-
schen Parkinson-Syndromen zu unterscheiden. Die Magnetresonanztomographie
(MRT) kann haufig helfen eine MSA oder PSP zu detektieren und von der Parkin-
son-Krankheit abzugrenzen, da diese Patienten oft charakteristische Gehirnveran-
derungen zeigen. Zudem kénnen Tumore, Schlaganfalle und ein Hydrozephalus
ausgeschlossen werden, die fur parkinsonoide Symptome verantwortlich sein kon-
nen. SchlieBlich kann die Single Photon Emission Computed Tomography
(SPECT) mithilfe von radioaktiv markierten Liganden prasynaptische Dopamin-
transporter (DAT) untersuchen. Im Falle einer regelgerechten Funktion des DAT

liegt der Verdacht nahe, dass eher ein essentieller Tremor vorliegt [16].
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Molekulare Diagnostik und Biomarker

Bislang steht kein verlasslicher Biomarker zur Verfugung, der eine Diagnose er-
laubt oder den Krankheitsverlauf widerspiegeln kann [20]. Jedoch bietet die DNA-
Diagnostik eine Moglichkeit, Patienten auf genetische Mutationen zu untersuchen.
Da genetisch determinierte Parkinson-Formen klinisch nicht sicher von der idiopa-
thischen Form zu unterscheiden sind [5], macht dies vor allem bei Patienten mit
mehreren betroffenen Familienmitgliedern Sinn, bei bestimmten Bevolkerungs-
gruppen, in denen bestimmte Mutationen sehr haufig sind, oder bei einem unge-
wohnlich frihen Alter bei Erkrankungsbeginn. Da im Moment aber keine spezielle
Therapie fur diese Falle vorliegt, begrenzt sich die Rolle der DNA-Diagnostik auf
die Beratung des Patienten bezuglich der Prognose und das genetische Risiko fur

die Familienmitglieder [16].

1.6 Therapie

Die Parkinson-Krankheit stellt immer noch eine unheilbare Krankheit dar. Es steht
jedoch eine Vielzahl an Moglichkeiten zur Verfigung, die Krankheit zu behandeln,
um die Lebensqualitat und Funktionalitat im Alltag zu steigern [3].

L-Dopa plus Decarboxylasehemmer

L-Dopa (auch Levodopa) zusammen mit einem peripheren Decarboxylasehemmer
ist bis heute die effektivste Therapie [21]. L-Dopa wird Uber die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) transportiert und zu Dopamin decarboxyliert, um das Dopamin-Defizit aus-
zugleichen. Das direkte Verabreichen von Dopamin ware ineffektiv, da es die BHS
nicht Uberqueren kann. Periphere Decarboxylasehemmer (Benserazid und Car-
bidopa) konnen die BHS ebenso wenig passieren, verhindern aber, dass L-Dopa in
der Peripherie zu Dopamin umgewandelt wird, wodurch die Nebenwirkungen stark
reduziert werden [6, 22]. L-Dopa verbessert Bradykinese und Rigor; der Tremor

wird je nach Patient erst im Verlauf gebessert [3].
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Im Laufe der Therapie zeigt sich aber oft das L-Dopa-Langzeitsyndrom, das durch
Symptomfluktuationen (ON/OFF-Phanomen) gekennzeichnet ist. Zusatzlich kon-
nen bei hohem Wirkstoffspiegel nach der Einnahme der Medikation Dyskinesien
(Peak-dose-Dyskinesien) auftreten, die beim darauf folgenden Talspiegel von aki-
netischen Symptomen (End-of-Dose-Akinesie, OFF-Phase) gefolgt werden [6].

Dopaminagonisten

Dopaminagonisten konnen direkt an Dopamin-Rezeptoren von Neuronen binden
und diesen aktivieren. Dopaminagonisten (zum Beispiel Pramipexol und Ropinirol)
sind weniger wirksam als L-Dopa. Sie stellen aber einen wichtigen Therapiepfeiler
vor allem in der Behandlung der frihen Parkinson-Stadien und jungeren Patienten
dar. Sie fuhren seltener zu Dyskinesien, haben aber mehr periphere Nebenwirkun-
gen [21, 22].

COMT-Inhibitoren

Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) baut verschiedene Neurotransmitter

und auch L-Dopa ab. Durch die Hemmung dieses Enzyms wird dieser Vorgang un-
terbunden, wodurch dem Korper mehr L-Dopa zur Verfugung steht. COMT-
Inhibitoren (Entacapon und Tolcapon) werden aufgrund ihres Wirkprinzips immer
zusammen mit L-Dopa und einem peripheren Decarboxylasehemmer verabreicht.
Sie reduzieren Fluktuationen im L-Dopa-Wirkspiegel und verringern dadurch OFF-
Phasen — entsprechend werden sie oft in spaten Krankheitsstadien angewendet
[21, 22].

MAQO-B-Inhibitoren

Die Monoaminoxidase-Typ-B (MAO-B) baut Dopamin ab, nachdem es den Rezep-

tor aktiviert hat. Durch ihre irreversible Hemmung durch MAO-B-Inhibitoren (Ra-
sagilin und Selegilin) steigt der Dopamin-Gehalt in den Basalganglien [6]. Die
Wirksamkeit ist geringer als bei L-Dopa oder Dopaminagonisten. Da sie aber die
Krankheitsprogression in den Anfangsstadien zu verzogern scheinen, haben sie in

18



Einleitung

der Initialtherapie von Patienten einen Stellenwert, die noch nicht zu ausgepragte

motorische Symptome zeigen [3, 21, 22].

Weitere Medikamente

Um andere Symptome zu bessern, kdnnen weitere Arzneimittel erganzt werden.
Anticholinergika konnen beispielsweise den Ruhetremor bessern und Amantadin
kann Dyskinesien lindern [22]. Die nicht-motorischen Symptome kdnnen ebenfalls
mit entsprechenden Medikamenten angegangen werden.

Tiefe Hirnstimulation

Bei langjahriger Krankheitsdauer und zunehmender klinischer Symptomatik, die
medikamentds schwer kontrollierbar ist, kann die Implantation eines Hirnstimula-
tors erwogen werden. Dabei werden Elektroden in den Nucleus subthalamicus
oder den Globus pallidus internus operativ eingelassen, um sie dann mit hochfre-
quenten elektrischen Impulsen zu stimulieren. Mit der Operation wird in der Regel
eine betrachtliche Verbesserung der Symptome erzielt [6, 21].

1.7 Genetik der Parkinson-Krankheit

Die Parkinson-Krankheit tritt nach heutigem Wissen in der Mehrzahl der Falle spo-
radisch auf. Bei etwa 10 - 20 % der Patienten liegt aber eine positive Familienan-
amnese vor [19, 23]. Diese Erkenntnis fuhrte in den letzten 20 Jahren zur
Entdeckung einer Vielzahl von Genen, die zu monogenetischen Formen der Par-
kinson-Krankheit fuhren, die den Mendelschen Vererbungsregeln folgen [24]. Zu-
dem fanden genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association study,
GWAS) genetische Risikofaktoren, die zwar nicht direkt krankheitsverursachend
sind, aber die Empfanglichkeit fur die Krankheit steigern konnen [25-28]. Diese Ri-
sikovarianten sind weitaus haufiger als die monogenetischen Krankheitsvarianten
und konnten deshalb eine betrachtliche Rolle in der grof3en Gruppe der sporadi-
schen Parkinson-Patienten spielen, was das Krankheitsrisiko betrifft [29].
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In den nachfolgenden Kapiteln soll zunachst auf monogenetisch verursachte Par-
kinson-Formen eingegangen werden. Im Anschluss werden dann genetische Risi-

kovarianten besprochen.

1.7.1 Monogenetische Formen der Parkinson-Krankheit

Bislang wurde eine Reihe von Genen beschrieben, deren Mutationen direkt zur
Parkinson-Krankheit fuhren. Sie kdnnen anhand ihres Vererbungsmodus in auto-
somal dominante und rezessive sowie X-chromosomale Formen eingeteilt werden.
Mutationen in diesen Genen verursachen weniger als 10 % der Parkinson-Falle
[24]. Eine Zusammenfassung der wichtigsten dieser Gene ist in Tabelle 1 darge-
stellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der monogenetischen Parkinson-Loci, modifiziert nach [5, 19, 24, 29]
a. Punktmutationen

b. Duplikation oder Triplikation

c. Patienten mit diesen Mutationen weisen meist zusatzlich atypische Symptome auf

Erkrankungsalter

Lokus Gen Chromosom Vererbungsmodus in Jahren
PARK1 SNCA? 4921 dominant 40
PARK2 Parkin 6925-927 rezessiv 20-40
PARK3 unbekannt  2p13 dominant 60
PARK4 SNCA"® 4921 dominant 30
PARKS UCHL1 4p14 dominant 50
PARKG6 PINK1 1p36 rezessiv 30-40
PARK7 DJ1 1p36 rezessiv 30-40
PARKS8 LRRK?2 12912 dominant 60
PARK9 ATP13A2 1p36 rezessiv 10-20 ¢
PARK10  unbekannt  1p32 unbekannt 50-60
PARK11 GIGYF2 2937 dominant spater Beginn
PARK12  unbekannt  Xq21-925 X-chromosomal spater Beginn
PARK13  HTRAZ2 2p12 dominant spater Beginn
PARK14  PLA2G6 22913 rezessiv 10-20 ¢
PARK15  FBXO7 22912-913 rezessiv friiher Beginn °

ATP13A2 = ATPase type 13A2

DJ-1 = oncogene DJ-1

FBXO7 = F-box only protein 7

GIGYF2 = GBR10-interacting GYF protein 2
LRRK2 = Leucine-rich repeat kinase 2

HTRAZ2 = high temperature requirement protein A2
PLA2G6 = phospholipase A2 group VI

PINK1 = PTEN-induced putative kinase 1

SNCA = alpha-Synuklein

UCHL1 = ubiquitin C-terminal hydrolase L1

1.7.1.1 Autosomal dominante Formen der Parkinson-Krankheit

1.7.1.1.1 PARK1/4: SNCA (alpha-Synuklein)

SNCA war das erste Gen Uberhaupt, das als Verursacher von familiaren Formen

der Parkinson-Krankheit identifiziert werden konnte [30]. Die Veranderungen des

Gens rufen ein autosomal dominantes Parkinson-Syndrom hervor. SNCA liegt auf

dem langen Arm von Chromosom 4 (4q23) [31] und codiert fur insgesamt 6 Exons

[32]. Die genaue Funktion des alpha-Synuklein-Proteins, das von SNCA codiert
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wird, ist nicht bekannt. Allerdings konnte festgestellt werden, dass alpha-Synuklein
in prasynaptischen Nervenenden an Vesikel bindet [33, 34] und dort in den Trans-
port- und Wiederbefullungsprozess der Transmitter-Vesikel involviert ist [35] sowie
eine gewisse neuronale Plastizitat vermitteln soll [36]. Normalerweise liegt alpha-
Synuklein als entfaltetes Monomer vor; es kann aber Oligomere bilden, die sich
schlieBlich zu Fibrillen vereinigen konnen. Die Aggregation von fibrillarem alpha-
Synuklein fuhrt letzten Endes zur Bildung von intrazellularen Einschlusskorper-
chen, den Lewy-Korperchen [37, 38], was als neuropathologisches Kennzeichen
der familidren und auch der sporadischen Parkinson-Krankheit gilt [39].

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind drei Punktmutationen in SNCA bekannt (AS3T [30],
A30P [40], E46K [41]), welche zu einer erhdhten Aggregationstendenz von alpha-
Synuklein beitragen [42]. Zusatzlich wurden bislang Duplikationen [43, 44] und
Triplikationen [45] des SNCA-Gens gefunden. Durch diese Vervielfaltigung des
Gens steigt die Expression des alpha-Synuklein-Wildtyps an [46], was offensicht-
lich schon ausreichend ist, ein Parkinson-Syndrom hervorzurufen. Die Beobach-
tung, dass mit steigender Kopienzahl der Krankheitsverlauf schwerer wird und die
Erkrankung fruher beginnt, legt einen Dosiseffekt des SNCA-Gens nahe [47].

1.7.1.1.2 PARKS8: LRRK2

Mutationen im LRRKZ2-Gen verursachen ebenfalls autosomal dominante Parkin-
son-Formen. Die genaue Funktion des Proteins, fur welches LRRK2 kodiert, ist
unbekannt. Es enthalt jedoch eine Kinase-Region, das bestimmte Substrate im
Gehirn zu phosphorylieren vermag [48]. Bislang wurden einige pathogene
Punktmutationen identifiziert, wie zum Beispiel G2019S oder R1441C [49], die
moglicherweise uber eine Zunahme der Kinase-Aktivitat zur Entwicklung der Par-
kinson-Krankheit beitragen [50].

LRRK2-Mutationen sind mit bis zu 15 % die haufigste Ursache der familiaren Par-
kinson-Krankheit, sie kobnnen aber manchmal auch in sporadischen Parkinson-

Patienten gefunden werden [19]. In einigen Bevolkerungsgruppen ist die Frequenz
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von LRRK2-Mutationen um ein Vielfaches hoher als in der europaischen Bevolke-
rung. Die G2019S-Mutation kommt in Ashkenazi-judischen Patienten in rund 20 %
der Falle vor [51], in der nordafrikanischen Bevolkerung ist sie noch haufiger mit
etwa 40 % [52].

1.7.1.2 Autosomal rezessive Formen der Parkinson-Krankheit

1.7.1.2.1 PARK2: Parkin

Das Parkin-Gen kodiert fur ein Protein, das der Gruppe der Ubiquitin-Ligasen an-
gehort. Es ist in den Prozess involviert, der Ubiquitin an Proteine anheftet, um sie
fur die Degradation im Proteasom zu markieren [53]. Zusatzlich spielt das Gen ei-
ne Rolle bei mitochondrialen Prozessen [54]; moglicherweise induziert es die Au-
tophagie von funktionsgestorten Mitochondrien [55]. Mutationen im Parkin-Gen
fuhren zu einer autosomal rezessiven Form der Parkinson-Krankheit, welche sich
durch ein sehr niedriges Erkrankungsalter auszeichnet (im Durchschnitt 32 Jahre).
Die Krankheitsprogredienz ist langsam, Patienten sprechen gut auf eine L-Dopa-
Therapie an, es treten allerdings frih im Krankheitsverlauf Dyskinesien auf [56].
Parkin-Mutationen sind die haufigste Ursache von frih beginnenden Parkinson-
Syndromen (<30 Jahre) [57]. Neuropathologisch zeigen Patienten in wenigen und
kontroversen Studien eine schwere isolierte Degeneration in der Substantia nigra
und im Lokus coeruleus, jedoch meist ohne das Vorliegen von Lewy-Korperchen
[58].

1.7.1.2.2 PARKG6 (PINK1) und PARK7 (DJ1)

Mutationen in PINK1 und DJ1 fuhren, ahnlich dem Parkin, zu einer autosomal re-
zessiven Parkinson-Krankheit mit einem frihen Krankheitsbeginn (etwa 30 - 40
Jahre) und vergleichbaren klinischen Symptomen [59, 60]. Mutationen in diesen
Genen sind allerdings selten verglichen mit Parkin; sie machen nur wenige Prozent

der fruh beginnenden Parkinson-Syndrome aus [19]. Beide Proteine, fur die diese
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Gene kodieren, sind an Prozessen beteiligt, welche die mitochondriale Antwort auf
oxidativen Stress betreffen. Sie wirken einer Dysfunktion von Mitochondrien entge-
gen, die andauerndem oxidativen Stress ausgesetzt sind, und bewahren sie vor
der Apoptose. Auf diese Weise vermitteln sie eine protektive Wirkung auf Neuro-
nen. Durch die Fehlfunktion von PINK71 und DJ1 — durch diverse Mutationen —
werden Neuronen anfalliger fur oxidativen Stress, was zur Degeneration fuhren
kann [61-63].

1.7.2 Genetische Risikofaktoren der Parkinson-Krankheit

Monogenetische Mutationen konnen das Parkinson-Syndrom nur in einem kleinen
Teil der Patienten erklaren (familiare Parkinson-Krankheit). Die Mehrzahl der Muta-
tionen fuhrt allerdings nicht direkt zu einem Parkinsonismus, sie erhohen blof3 das
Risiko, an der Parkinson-Krankheit zu erkranken. Obwohl sie das individuelle Risi-
ko nicht voraussagen konnen, bergen diese Mutationen das Potenzial, zunehmend
auf den Patienten zugeschnittene Vorhersagen uber den Krankheitsverlauf und

den Therapieerfolg zu geben.

1.7.2.1 Morbus Gaucher und das GBA-Gen

Homozygote und compound-heterozygote Mutationstrager des Glukozerebro-
sidase-Gens (GBA) erkranken an Morbus Gaucher, einer seltenen lysosomalen
Speicherkrankheit. Glukozerebrosidase ist ein lysosomales Enzym, das bestimmte
Membranlipide (Glukozerebroside) fur den weiteren Abbau spalten kann. Durch die
Mutationen liegt ein Defizit des Enzyms vor, wodurch sich diese Lipide in den Zel-
len verschiedener Gewebe anreichern, was zu multisystemischen Manifestationen
fuhrt [64]. Interessanterweise erkranken heterozygote Mutationstrager des GBA-
Gens haufiger an der Parkinson-Krankheit, als die Inzidenz der Normalbevolkerung
dies vermuten liee [65]. Etwa 7 % der Parkinson-Patienten tragen eine heterozy-
gote GBA-Mutation, verglichen mit etwa 1 % der Normalbevolkerung; unter Ash-

24



Einleitung

kenazi-judischen Parkinson-Patienten ist die Zahl noch hoher mit etwa 20 % Muta-
tionstragern [66]. Heterozygote GBA-Mutationen (die haufigsten sind N370S und
L444P) sind damit momentan die starksten genetischen Risikofaktoren der Parkin-
son-Krankheit, obwohl der Pathomechanismus, wie die Mutationen zur Krankheit
fuhren, unklar ist [65].

1.7.2.2 SNCA-Rep1

Die Tatsache, dass Lewy-Korperchen (aggregiertes alpha-Synuklein) bei den
meisten Parkinson-Patienten vorkommen, familiar und sporadisch, war ein Hinweis
daflr, dass das SNCA-Gen moglicherweise auch bei der sporadischen Parkinson-
Krankheit eine Rolle spielt. Die Feststellung, dass eine erhdhte Expression des al-
pha-Synuklein-Wildtyps durch Duplikation oder Triplikation des SNCA-Gens zur
Parkinson-Krankheit fuhren kann (siehe Kapitel 1.7.1.1.1), fuhrte zu der Untersu-
chung der Promotorregion von SNCA. Promotoren sind im Allgemeinen Regionen
eines Gens, die deren regulierte Expression ermoglichen. Rep1 (D4S3481) be-
zeichnet eine Sequenz aus Dinukleotid-Wiederholungen (dinucleotide repeats) in
der Promotorregion von SNCA etwa 10.000 Basenpaare vor dem 5-Ende des
Gens (siehe Abbildung 1), was zum ersten Mal von Xia et al. 1996 beschrieben
wurde [67]. Es wirkt modulierend auf die Expression von alpha-Synuklein, wobei
festgestellt wurde, dass die Anzahl der Wiederholungen (der Basenfolge CA) den
Effekt ausubt [68-70]. Somit kann die Lange von Rep1 in Basenpaaren (bp) als
stellvertretender Marker fur die Sequenzunterschiede verwendet werden [70].
Rep1 kommt in der kaukasischen Bevolkerung in drei haufigen Auspragungen
(Langen) vor: Das kurze Allel ist 265 bp lang, das mittlere 267 bp und das lange Al-
lel 269 bp. Dabei wurde das lange Allel als die Risikovariante in einer Metaanalyse
von Maraganore et al. identifiziert und das kurze als eher protektive Variante [71].
Diese Beobachtung ist im Einklang mit den Feststellungen, dass das kurze Allel
mit niedrigeren SNCA-mRNA- und alpha-Synuklein-Konzentrationen in verschie-

denen Gehirngeweben einhergeht als das Risikoallel [72, 73]. In letzter Zeit wur-
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den auch krankheitsmodifizierende Effekte des Rep? beschrieben, die einerseits
das Erkrankungsalter betreffen; dabei gibt es im Moment gegensatzliche Hinweise
in der Literatur [71, 74-83]. Andererseits betreffen sie die motorische Progression,
wonach das lange Rep7-Allel mit einer schnelleren motorischen Verschlechterung

vergesellschaftet sein soll [84].

rs6532194 alpha-Synuklein rs11931074
rs6532197 Rep1 rs3857047
‘ Ex2 Exd Ex6
5’ = 3
‘ Ex1 Ex3 Ex5 ’
rs11097239 rs7687945 rs3857048
rs2736990 rs356220
rs10516848

Abbildung 1: Darstellung des SNCA-Gens mit Rep1 in der Promotorregion

SNCA weist 6 Exons auf, mit der Promotorregion am 5’-Ende des Gens. Die eingetragenen SNPs
stellen Punktmutationen dar, die in einige Analysen dieser Studie einflieRen. Sie sind anhand ihrer
Identifikationsnummern angegeben. Ex = Exon, rs = reference SNP

1.7.2.3 SNPs im SNCA-Gen

In den letzten Jahren wurden viele genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
durchgefuhrt, die eine Reihe von Genen aufzeigten, die durch ihre Varianten —
meist Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) — das Parkinson-Risiko beeinflus-
sen oder krankheitsmodifizierend wirken konnen. Einige der SNPs im SNCA-Gen
konnten bislang zuverlassig als Risikovarianten festgestellt werden [25-28, 85].
Diese SNCA-Varianten verandern vermutlich, ahnlich dem Rep1, die Expression
des alpha-Synuklein-Wildtyps und pradisponieren so zur Entwicklung eines Par-

kinson-Syndroms [86].
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1.8 Fragestellung der Arbeit

Nach der Entdeckung bestimmter genetischer Mutationen, die seltene familiare
Formen der Parkinson-Krankheit verursachen kdnnen — beispielsweise Mutationen
im SNCA-Gen — wurde schnell klar, dass die Mehrzahl der genetischen Varianten
lediglich die Empfanglichkeit fur die sporadische Parkinson-Krankheit erhohen und
nicht direkt krankheitsverursachend sind. Aufgrund der Haufigkeit dieser Varianten
spielen sie eine grofle Rolle fur das Parkinson-Risiko in der Bevolkerung; auch
wenn sie nicht das individuelle Risiko voraussagen konnen. In letzter Zeit wurden
Bemuhungen verfolgt, um herauszufinden, ob einige der Genvarianten auch
krankheitsmodifizierend wirken konnen, was sich im Erkrankungsalter oder in der
Krankheitsprogression (Rate der Verschlechterung von motorischen und nicht-
motorischen Symptomen) abzeichnen wirde. SchlieBlich konnte das zu einem
besseren Verstandnis der klinischen Charakteristika der Krankheit fuhren und
gleichzeitig erlauben, zunehmend individualisierte Prognosen uUber den Krank-
heitsverlauf und den Therapieerfolg zu geben.
Bislang wurden einige Varianten des SNCA-Gens entdeckt, die mit der Parkinson-
Krankheit assoziiert sind; eine dieser Varianten ist Rep7. Aktuell ist aber die Stu-
dienlage uber krankheitsmodifizierende Eigenschaften inkonsistent.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, das Wissen Uber diese krankheitsmodifizierenden Ef-
fekte von SNCA-Rep1 zu erweitern. Dazu soll der Rep1-Genotyp von Parkinson-
Patienten bestimmt werden, um dann folgende Fragen zu beantworten:
1. Besteht ein Unterschied im Erkrankungsalter bei Patienten mit unterschied-
lichem Rep1-Genotyp?
2. Bestehen Unterschiede in klinischen Parametern bei Patienten mit unter-

schiedlichem Rep1-Genotyp?

Dazu sollen motorische Fahigkeiten, Gedachtnisleistung, depressive Symp-

tomatik sowie die Parkinson-Medikation unter den Genotypen verglichen

werden. Zum einen sollen die Parameter im Querschnitt untersucht werden;

zum anderen sollen im Hinblick auf die Progression dieser Parameter im

Krankheitsverlauf longitudinale Analysen durchgefuhrt werden.
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2 Studienkollektiv, Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv

Fur die Durchfuhrung der hier dargestellten Studie wurde mit DNA-Proben von Pa-
tienten gearbeitet, die an der Parkinson-Krankheit (Parkinson’s disease, PD) er-
krankt sind. Einige von ihnen wiesen bekannte Mutationen in Genen auf, die mit
der Parkinson Krankheit assoziiert sind (siehe Tabelle 2). Die DNA-Proben stamm-
ten Uberwiegend von Patienten aus dem Einzugsgebiet des Universitatsklinikums
Tdbingen und lagen in der Tubinger Neuro-Biobank vor; ebenso das schriftliche
Einverstandnis der Probanden sowie das Votum der Ethikkommission (Projekt-Nr.:
287/2004v).

Tabelle 2: Studienkollektiv mit PD, aufgeteilt nach bekannten Mutationen

Patienten mit Parkinson-Krankheit Anzahl Patienten
Ohne bekannte Mutation 1.026
Mit bekannter Mutation 18
GBA L444P 12
GBA N370S 6
Summe 1.044

PD = Parkinson’s disease; GBA = glucosidase, beta, acid

Die Zusammenstellung der DNA-Proben wurde so gewahlt, dass bei jedem Patien-
ten das Alter bei Erkrankungsbeginn bekannt war; dazu Daten von zehn verschie-
denen SNPs (single nucleotide polymorphism), die ebenfalls mit der Parkinson-
Krankheit in Verbindung stehen (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Die verwendeten SNPs mit den offiziell registrierten Identifizierungsnummern

single nucleotide polymorphism (SNP)

rs3857047 rs7687945
rs3857048 rs10516848
rs11931074 rs6532194
rs356220 rs11097239
rs2736990 rs65632197

SNP = single nucleotide polymorphism, rs = reference snp

Die Rekrutierung erfolgte in zwei Kohorten, wobei bei der zweiten beachtet wurde,
dass moglichst viele Patienten in longitudinalen Studien partizipierten, in welchen
auch klinische Parameter (siehe Kapitel 2.3) erhoben wurden. Die Quellen dieser
klinischen Daten sind in Tabelle 4 zusammengefasst; wobei bemerkt sein soll,
dass viele Patienten an mehreren dieser Studien teilnahmen und nicht jede Studie
jeden Parameter erhob, wodurch es teilweise zu erheblichen Uberschneidungen
kam.

Tabelle 4: Quellen, aus denen klinische Daten fiir die vorliegende Studie bezogen wurden

Datenursprung Anzahl Patienten
Studien
COEN 61
Dempark 49
Dyskinesie 54
LRRK2 6
MODEP 17
PMPP 8
PPMI 8
Riskpanel 522
Sonstige Quellen
Arztbriefe 131
Hertie-Datenbank 165
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2.2 Bestimmung des Rep7-Genotyps

2.2.1 Material

2.21.1 Gerate
3500xL Genetic Analyzer

Einkanalpipetten 2,5 pl, 10 ul, 100 pl, 1000 pli

Eismaschine
Geldokumentationssystem
Gelelektrophoresekammern
Kuhlschrank 5,4 °C
Kdhlschrank -25 °C
Magnetruhrer MR 3000
Magnetruhrstabchen
Mehrkanalpipette 10l
Mikrowellenherd
Multipette® M4
Plexiglaskamme
Spannungsquelle E835
Spectrafuge Mini
Spektralphotometer
T100™ Thermal Cycler
Vortex Genie® 2

Waage Explorer
Zentrifuge 5810R

2.2.1.2 Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platten und Deckel fur DNA
96-Well-Platten und Matten fur die PCR

Applied Biosystems®
Eppendorf

Ziegra Eismaschinen GmbH
Vilber Lourmat

PEQLAB Biotechnologie GmbH
Dometic Medical Systems
Liebherr

Heidolph Instruments

neolab®

Eppendorf

Panasonic

Eppendorf

PEQLAB Biotechnologie GmbH
Consort

Labnet International, Inc.
Nanodrop™ 1000 PEQLAB
Bio-Rad

Scientific Industries, Inc.
Ohaus GmbH

Eppendorf

PEQLAB Biotechnologie GmbH
Brand GmbH + CO KG
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96-Well-Platten fur die DNA-Fragmentanalyse Thermo Scientific

Combitips advanced® fur die Multipette®

Deckmatten fur die Fragmentanalyse
Cellstar® Tubes 50 ml
Filterpipettenspitzen

Handschuhe Peha-soft® nitril white
Handschuhe Safeskin Purple Nitrile
Parafim® M

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale 0,5 ul, 1,5 pl, 2 pl

2.2.1.3 Reagenzien fiir die PCR

Desoxyribonukleosid-
triphosphate (ANTP) 10 mM
GoTaq® DNA-Polymerase 5 u/pl
Colorless GoTagq® PCR-Puffer
MgClz 25 mM

Eppendorf

Applied Biosystems®
Greiner Bio-One

Biozym

PAUL HARTMANN AG
Kimberly Clark

American National Can™
Sarstedt

Eppendorf

Fermentas GmbH
Promega GmbH
Promega GmbH
Promega GmbH

2.2.1.4 Synthetische Oligonukleotide fiir die PCR (Primer)

Polymerasekettenreaktionen (PCR) bendtigen kurze Nukleotidsequenzen (etwa 20
Nukleotide), an denen die Kettenreaktion starten kann — diese werden Primer ge-
nannt. Da die DNA als Doppelstrang vorliegt, ist einer der Primer komplementar
zum Sense-Strang und wird Forward-Primer (F) genannt; der andere zum Antisen-
se-Strang und heil3t Reverse-Primer (R).

Die zwei Oligonukleotid-Sequenzen, die dem Rep1 als Primer dienten, publizierte
erstmals Farrer et al. im Jahr 2001 [87]. Sie wurden in dieser Studie unverandert
ubernommen und sind in Tabelle 5 dargestellt. Da die spatere DNA-
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Fragmentanalyse wenigstens einen fluoreszenzfarbstoffmarkierten Primer benotigt,
ist hier dem Forward-Primer das 6-FAM™ am 5’-Ende angehangt (siehe Abbildung
2).

Fluoreszenzmarkierung am
5’-Ende des Forward-Primers

Forward-Primer

DNA-Strang

Abbildung 2: DNA-Strang mit angelagertem Forward-Primer, der eine Fluoreszenzmarkie-
rung am 5’-Ende aufweist

Die Synthese fuhrte die Firma Metabion International AG durch. Die Primer wurden
zunachst auf die Konzentration 100 pmol/pl eingestellt. Fur die Experimente wur-
den sie um den Faktor 10 auf 10 pmol/pl verdunnt.

Tabelle 5: Sequenz der NACP-Rep1 (SNCA-Rep1) Primer (accession no. U46895)
Der Forward-Primer (F) ist am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM™ (Fam) markiert.

Oligemm:dJen Nukleotidsequenz e
tidname lange
F:  Fam-5-CCT GGC ATATTT GAT TGC AA-3 261 - 271
NACP-REP1 b
R: 5-GAC TGG CCC AAG ATT AAC CA-3 P

bp = Basenpaare, Fam = Fluoreszenzfarbstoff, F = Forward, R = Reverse

2.2.1.5 Reagenzien fiir die DNA-Fragmentanalyse

Hi-Di™ Formamid Applied Biosystems®
GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2.0  Applied Biosystems®
POP-7™ Elektrophoresepolymer Applied Biosystems®
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2.2.1.6 Puffer
TBE-Puffer (10x): TRIS-Base

Borat

EDTA (0,5 M; pH 8)

108 g
95 g
40 ml

mit doppelt destillietem Wasser (H2Oqq4) auf 1 Liter auffillen

TE-Puffer (10x):  TRIS-Base

EDTA (0,25 M; pH 7,4)

6,057 g
20 ml

mit H2Oq4q auf 500 ml auffullen

2.2.1.7 Weitere Reagenzien

Agarose LE

Borat

DNA Loading Dye 6x (Ladepuffer)
EDTA

Ethanol 99 %

Ethidiumbromid

GeneRuler DNA Ladder Mix
H2Oqq

Midori Green Advance DNA Stain
Tris-Base

2.2.1.8 Verwendete Computerprogramme

GeneMapper® 4.1
NanoDrop 1000 v3.7.1
PLINK v1.07

SPSS Statistics Version 21 fur Mac OS X

Biozym®

Merck

Thermo Scientific

Merck

SAV Liquid Production

Merck

Thermo Scientific

Merck

NIPPON Genetics Europe GmbH
Roth

Applied Biosystems®

PEQLAB Biotechnologie GmbH
Shaun Purcell [88]

IBM®
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2.2.1.9 Verwendete Internetseiten

National Center for Biotechnology Information (NBCI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

UCSC Genome Browser [89]
http://genome.ucsc.edu/

Hardy-Weinberg Equilibrium Calculator for 3 Alleles
http.//www.had2know.com/academics/hardy-weinberg-equilibrium-

calculator-3-alleles.html

2.2.2 Methoden

2.2.2.1 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Proben lagen bereits isoliert und in TE-Puffer (1x) gelost in der Tubinger
Neuro-Biobank vor. Fur die meisten Proben war auch die Konzentration bekannt;
nur fur etwa 25 Proben lag keine Konzentration vor.

Diese konnten uber Absorptionsphotometrie mit Hilfe des Spektralphotometers
Nanodrop™ gemessen werden: Absorptionsphotometrie bestimmt die optische
Dichte einer Losung, das heil3t die Abschwachung der Lichtintensitat tUber die Sau-
le des Mediums definierter Dicke. Spektral bedeutet hier, dass nicht eine bestimm-
te Wellenlange des Lichts verwendet, sondern eine ganze Bandbreite an
Wellenlangen durchwandert wird.

Ublicherweise erreichte die DNA die maximale Abschwachung bei einer Wellen-
lange des Lichts von 260 nm. Indem zunachst die Absorption von TE-Puffer (1x)
bestimmt wurde, erhielt man einen Leerwert, an dem die Proben gemessen wer-

den konnten und das Gerat die Konzentrationen errechnen konnte.
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2.2.2.2 Verdunnung der DNA-Proben

Fir die weiteren Experimente wurde die DNA wassrig verdunnt, bis eine Konzent-
ration von 10 ng/pl erreicht wurde. Fir die Berechnung des Verdinnungsvolumens

wurde folgende Formel verwendet:
Cl - V1 = CZ - V2

Dabei war ¢7 die bekannte DNA-Konzentration der Probe, ¢, die gewlnschte DNA-
Konzentration, welche hier 10 ng/ul betrug. V; war das Volumen der ursprungli-
chen DNA-L6sung, das fur die Verdunnung verwendet wurde. Es wurde hier will-
karlich auf 1 pl gesetzt, da dies eine ausreichende Menge DNA darstellte. V; ist
schlieBlich das Volumen, das die verdunnte Probe haben wird.

Sie ist die gesuchte Variable und wird verwendet, um zu berechnen, in welches
Volumen Wasser (Vu20) das eine Mikroliter der ursprunglichen DNA-Probe pipet-
tiert werden soll, um die Konzentration 10 ng/ul zu erhalten.

Wenn man nun die obige Gleichung nach der gesuchten Variable (V2) umstellt, er-

halt man:

¢V
V2:1 1

&)

Hieraus lasst sich V20 wie folgt berechnen: Vi,0 =V, — 1 ul.

2.2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein Verfahren
zur Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Sie wurde 1984 von Kary Mullis
entwickelt.

Das Prinzip der Reaktion besteht darin, den langen DNA-Doppelstrang (auf dem
die gewlnschte Zielsequenz liegt) zu trennen, die Zielsequenz mittels syntheti-
scher Oligonukleotide (Primer) zu flankieren und den dazwischen liegenden DNA-
Abschnitt durch eine Polymerase zu vervielfaltigen, um anschliellend diesen Zyk-
lus oft zu wiederholen. Hierzu wird in einem Reaktionsansatz die DNA mit der
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Zielsequenz vermengt mit Primern im Uberschuss, allen vier Desoxyribonukleosid-
triphosphaten (dNTPs), Magnesiumchlorid (MgCly) und der thermostabilen Tag-
DNA-Polymerase. Damit eine wassrige Losung entsteht werden eine PCR-
Pufferlosung und Wasser hinzugegeben. Magnesium-lonen bilden mit dNTPs
Komplexe und dienen der Tag-Polimerase als Kofaktor bei der Reaktion. Die Tag-
Polymerase stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus, das in heilden Quellen
lebt. Dies ist von grof3er Relevanz, da der Reaktionsansatz auf sehr hohe Tempe-
raturen erhitzt wird, aber diese Polymerase trotz der Hitze intakt bleibt.

Ein Zyklus einer Kettenreaktion teilt sich in drei Schritte:

Erstens werden die zwei Strange der ursprunglichen DNA getrennt, in dem der An-
satz kurz auf Uber 90 °C erhitzt wird (Denaturierung). Als zweiter Schritt wird der
Ansatz auf 50 - 60 °C abgekuhlt, auf eine Temperatur, bei der sich die Primer an
ihre komplementare Stelle auf der nun einstrangigen DNA anlagern (Annealing).
Der Forward-Primer hybridisiert mit dem Sense-Strang, der Reverse-Primer mit
dem Antisense-Strang. Der dritte Schritt, die Elongation, besteht darin, dass die
Losung auf 72 °C erhitzt wird, namlich dem Temperaturoptimum der Tag-
Polymerase. Diese kann nun, am Primer beginnend, den komplementaren Strang
zum Ausgangs-DNA-Strang aus dNTPs synthetisieren. Die Synthese erfolgt von 5’
in 3'-Richtung und verlangert somit das 3’-Ende des Primers.

Am Ende des ersten Zyklus resultieren so zwei DNA-Doppelstrange. Im zweiten
Zyklus werden diese zwei Doppelstrange erneut getrennt; und jetzt dienen sowohl
die zwei ursprunglichen DNA-Einzelstrange als auch die zwei neu hergestellten
DNA-Einzelstrange als Vorlage zum Komplementieren. Durch jeden Zyklus wird
die Anzahl der DNA (im optimalen Fall) verdoppelt — es handelt sich somit um eine
exponentielle Vervielfaltigung. Ublicherweise wird der Zyklus etwa 20-40-mal wie-
derholt. Es entstehen DNA-Fragmente, die der DNA-Sequenz entsprechen, die

von den Primern eingefasst wird.
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PCR-Protokoll

Tabelle 6 stellt den Reaktionsansatz fur die PCR dieser Studie dar. Die Reagenzi-

en wurden als Mastermix angesetzt und anschlielend auf die Reaktionsgefalie ei-
ner 96-Well-Platte aufgeteilt. In 95 Reaktionsgefal’e wurde anschlie3end jeweils
4,0 pl der verdunnten Patienten-DNA (10 ng/ul) gegeben. In das letzte Reaktions-
gefall wurde 4,0 yl Wasser pipettiert. Sie diente als Negativkontrolle.

Das verwendete Temperaturschema ist in Tabelle 7 dargestellit.

Tabelle 6: Reaktionsansatz der PCR

Bestandteil V [ul] Vmastermix (X100) [ul]
H>O 8,3 830

PCR-Puffer (5x) 4,0 400

MgClz (25 mM) 2,4 240

dNTPs (10 mM) 0,4 40

Primer F (10 pmol/ul) 0,4 40

Primer R (10 pmol/pl) 0,4 40

Taqg-Polymerase (5 u/ul) 0,1 10

DNA (10 ng/pl) 4,0 -

Gesamtvolumen 20 1600

Tabelle 7: Temperaturschema der PCR

Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C
Annealing 30s 60 °C 35 Zyklen
Elongation 30s 72 °C

Finale Elongation 5 min 72 °C

Kuhlung © 12°C
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2.2.2.4 Gelelektrophorese

Durch Agarose-Gelelektrophorese konnen Molekule in einem elektrischen Gleich-
stromfeld nach ihrer Grof3e und elektrischer Ladung aufgetrennt werden. Fur die
Elektrophorese von Nukleinsauren besteht der Aufbau aus einer Elektrophorese-
kammer, welche mit einer Pufferlosung gefullt ist und in welcher das elektrisch
inerte Agarosegel als Tragermatrix liegt. Die Pufferlosung stellt sicher, dass die
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA frei bleiben und somit die ganze
DNA negativ geladen vorliegt — damit wird eine Auftrennung ermoglicht. Die DNA
wird in die Geltaschen des Agarosegels gegeben, die sich auf der Kathodenseite
der Kammer befinden. Wird Gleichstrom angelegt, wandert die negativ geladene
DNA (Anionen) in Richtung Anode. Generell gilt, dass die Wanderungsgeschwin-
digkeit ungefahr umgekehrt proportional zur GroRe des Molekuls ist, also de facto
zur DNA-Fragment-Lange. Gleichzeitig hangt die Geschwindigkeit auch von der
angelegten Spannung, der Beschaffenheit des Gels, der Pufferlosung und der
raumlichen Konformation der DNA ab. Bei der Herstellung des Agarosegels wird
ein DNA-Farbstoff hinzugemischt, welcher an die DNA bindet und dadurch Banden
unter ultraviolettem Licht sichtbar macht.

Herstellung des Agarosegels

Fiar die durchgefuhrten Experimente wurde 2%iges Agarosegel verwendet. Zur
Herstellung wurden 4 g Agarose mit 200 ml TBE-Puffer (0,5x) vermengt und unter
schwenken bis zum Aufkochen erhitzt. Der Ansatz wurde anschlieRend zum Kuh-
len auf den Magnetruhrer gestellt. Als DNA-Farbstoff wurden 10 pl Ethidiumbromid
oder 10 pl Midori Green Advance unter standigem Ruhren hinzugegeben. Als beim
Ruhren eine homogene Masse entstand, wurde das Gel zum Ausharten in eine
Plexiglaskammer gegossen und mit Gelkdmmen bestlckt; sie formten die Gel-
taschen fur die DNA. Nach dem Auskuhlen konnten die Kdmme entfernt und das

Gel aus der Form gelost werden.
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Gelelektrophorese des PCR-Produkts

Eine Moglichkeit die amplifizierten DNA-Fragmente nachzuweisen und somit den

Erfolg der PCR zu bestatigen, ist die Gelelektrophorese. Hierzu wurde zunachst
das erstellte Gel in eine Elektrophoresekammer gelegt und mit TBE-Puffer (0,5x)
bedeckt. AnschlieRend wurden jeweils 4 yl des PCR-Produkts (von drei zufallig
ausgewahlten Reaktionsgefallen) mit 1 pl eines Ladepuffers auf einem Stuck Para-
film durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette durchmischt. Die Negativkontrol-
le, die alle Reagenzien, aber keine DNA enthielt, wurde ebenfalls auf obige Weise
mit Ladepuffer vermengt. Der Ladepuffer erhohte das Gewicht der Losung und
gewabhrleistete so das Absinken des DNA-Gemischs in die Geltasche und schrank-
te die Diffusion der DNA aus der Tasche heraus ein.

In die erste Geltasche wurden stets 5 ul einer DNA-Leiter pipettiert. Dieser enthielt
DNA-Fragmente definierter Lange, anhand dessen eine ungefahre Zuordnung der
Lange der PCR-Fragmente moglich war. In die nachsten drei Taschen wurde das
DNA-Ladepuffer-Gemisch verteilt; in die letzte kam die Negativprobe.

Die Banden der DNA-Fragmente sollten sauber sein und keine Nebenbanden auf-
weisen — das weist darauf hin, dass die PCR ein spezifisches Fragment erstellte.
Die Negativkontrolle sollte gleichzeitig keine Bande aufweisen. Dies ware ein Hin-
weis auf eine Kontamination der Proben. Diese Art von Nebenbanden oder Verun-
reinigungen traten bei den hier durchgefuhrten Analysen nicht auf.

An die Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 110 V fur ungefahr 20
Minuten angelegt. Nach Beenden des Laufs wurde das Gel unter ultraviolettem
Licht betrachtet, was die DNA-Banden sichtbar werden lie. Uber das Geldoku-
mentationssystem konnten die Banden fotografisch (siehe Abbildung 3) dokumen-
tiert werden.
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DNA-Leiter PCR-Produkte Negativ-
kontrolle

500 bp —

300 bp —»
200 bp —»

100 bp —»

Abbildung 3: Gelelektrophorese der PCR-Produkte mit DNA-Leiter und Negativkontrolle

Die Bande der PCR-Produkte befindet sich am oberen Ende zwischen den Banden fiir 200 bp und
300 bp. Dies entspricht in etwa ihrer Fragmentlange von rund 270 bp. Die Negativkontrolle enthalt
keine Bande. bp = Basenpaare

2.2.2.5 DNA-Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophorese

Die DNA-Fragmentanalyse ist ein molekularbiologisches Verfahren, mit dessen Hil-
fe die GrolRe von DNA-Stucken, genauer die Anzahl der Nukleinsauren eines DNA-
Stranges, bestimmt werden kann.

Die Funktionsweise ist wie folgt: Das Analyse-System flllt Kapillaren definierter
Lange mit einem Polymer, welche als Elektrophorese-Kammern fir die Proben
dienen. Die PCR amplifizierten DNA-Fragmente werden zusammen mit einer Mi-
schung aus DNA-Sticken bestimmter Lange, einem GroéRenstandard-Mix, in eine
der Kapillaren (elektrokinetisch) injiziert. Wie schon weiter oben ausgefuhrt, sind
die Primer der DNA-Stlcke fluoreszenzmarkiert. Auch an die DNA des GrofRen-
standards sind fluoreszierende Molekile angehangt, jedoch handelt es sich um ei-
nen anderen Farbstoff (LIZ®). Analog zur Gelelektrophorese wandert bei Anlegen
der Spannung die negativ geladene DNA zur Anode und die DNA wird aufgrund
der Wanderungsgeschwindigkeit der Grof3e nach aufgetrennt. Am Ende der Kapil-
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lare werden die DNA-Farbstoffe von einem Laser erregt, worauf der Farbstoff ein
Licht bestimmter Wellenlange emittiert. Die Farbstoffe der DNA-Fragmente und die
des GroRenstandards unterscheiden sich in der abgestrahlten Wellenlange bei An-
regung und konnen dadurch vom System unterschieden werden. Dazu wird das
emittierte Licht in einzelne Wellenlangen zerlegt und je einem Feld eines Photo-
sensors (= CCD; charge coupled device) zugefuhrt. Die Elektrophorese wird so
lange durchgefuhrt, bis alle Moleklle durch den Laser treten. Das Gerat benutzt
die DNA-Stucke des GroRenstandards dazu, die Laufzeit gegen die Grole der
DNA aufzutragen und eine Eichkurve zu erstellen. Anhand der Laufzeit des PCR-
Produkts und der Eichkurve berechnet es anschliefend die Lange des Fragments
auf die Nukleinsaure genau.

DNA-Fragmentanalyse des PCR-Produkts

Um die amplifizierten DNA-Fragmente im vorliegenden Experiment zu vermessen,

wurden diese zunachst 1:41 verdunnt, das bedeutet, 1 yl des PCR-Produkts wurde
in 40 pl Wasser pipettiert. Das war notwendig, um die DNA-Menge fur das Frag-
mentanalyse-System in einen messbaren Bereich zu bringen. War die Verdunnung
zu gering oder zu hoch, wurde die Messung in entsprechend veranderter Verdun-

nung wiederholt.

Der Analyseansatz kann aus Tabelle 8 entnommen werden. Der Mastermix wurde
auf eine 96-Well-Platte verteilt und in 95 davon anschliel3end die verdunnte DNA
gegeben. Das letzte Reaktionsgefald diente auch hier als Negativkontrolle. Die Ka-
pillarelektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen bei 60 °C und 50
cm Kapillarlange durchgefuhrt und als Polymer wurde POP-7™ verwendet. Diese
Bedingungen bewirkten, dass das PCR-Produkt denaturierte, sich die Doppel-
strange also trennten. Das machte aus Sicht der Vergleichbarkeit Sinn, wenn man
bedenkt, dass die DNA-Stucke des verwendeten GroRenstandards (GeneScan™
600 LIZ®) auch als Einzelstrange vorlagen. Da bei den PCR-Produkten nur der

Forward-Primer fluoreszenzmarkiert war, wurde nur der Forward-Strang detektiert.
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Der Reverse-Strang lief mit, erzeugte aber kein Signal. Das Formamid in der Reak-
tionslosung bewirkte eine Destabilisierung der DNA-Doppelstrange [90], wodurch
die Temperatur fur die Denaturierung niedriger gewahlt werden konnte (60 °C an-
stelle von 90 °C). Die Messung lief auf dem 3500xL Genetic Analyser im Modus

,Mikrosatellitenanalyse“ (microsatellite analysis).

Tabelle 8: Reaktionsansatz DNA-Fragmentanalyse

Bestandteil V [ul] Vmastermix (X98) [ml]
Hi-Di™ Formamid 10,0 980

GeneScan™ 600 LIZ® 0,2 19,6

Verdinntes PCR-Produkt 1,0 -

Gesamtvolumen 11,2 999,6

2.2.2.6 Auswertung der Fragmentanalyse

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm GeneMapper® 4.1. Das Programm
trug die DNA-Lange (in Basenpaaren) gegen die Signalintensitat auf. Abbildung 4
und Abbildung 5 stellen Ausschnitte der resultierenden Kurven dar.

Die Bestimmung der DNA-Lange erfolgte anhand der Kurvenspitzen:

Bei homozygotem Genotyp, wie hier in Abbildung 4 dargestellt, gilt die Spitze der
hochsten Intensitat des PCR-Produkts. Die niedrigeren Spitzen stellen sogenannte
.ototterbanden® dar. Es wurde beobachtet, dass Polymerasen immer wieder vom
Template-Strang abrutschen, wenn sie Sequenzen synthetisieren, bei denen sich
zwei Nukleinsauren Uber langere Zeit abwechselnd wiederholen (dinucleotide
repeat). Das hier betrachtete Rep7 beinhaltet eben solche Dinukleotidwiederho-
lungen. Wahrend sich die Polymerase dann wieder an die verlassene Stelle heftet,
I0st sich die Template-DNA von dem neu synthetisierten Strang, bildet eine Schlin-
ge und hybridisiert dann wieder an die nachste Zweifachwiederholung. Daraus re-
sultiert ein Template-Strang, der de facto zwei Neukleotide kirzer ist, wodurch der
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neu synthetisierte Strang ebenfalls zwei Nukleitotide kiirzer wird. Uber diesen Me-
chanismus konnen ,Stotterfragmente” entstehen, die um das Vielfache einer Zwei-
fachwiederholung kurzer sind [91-93].
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Signalintensitat

Lange in Basenpaaren (bp)

Abbildung 4: Fragmentanalyse einer homozygoten Probe mit zwei 267bp-Allelen

Die Fragmente des GréRensstandards sind als Spitzen an jeweils definierten Gréflien (in bp) darge-
stellt (orange). Die ausgefillte blaue Kurvenspitze stellt die Lange des verdinnten PCR-Produkts
dar; die vorangehenden Spitzen sind ,Stotterbanden®. bp = Basenpaare

Bei heterozygotem Genotyp, wie in Abbildung 5 gezeigt, stellt die Spitze der
hochsten Intensitat ein Allel dar und die darauf folgende Spitze mit der hochsten
Intensitat das zweite Allel. Die Spitze des ersten Allels und dessen ,Stotterbanden®
sind hoher als die des zweiten, weil sich die ,Stotterbanden® des zweiten Allels zu

den vorangehenden Banden hinzuaddieren.
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Abbildung 5: Fragmentanalyse einer heterozygoten Probe mit einem 265bp-Allel und einem
269bp-Allel

Grolenstandard: orange, erste ausgefillte blaue Spitze: 265 bp; zweite: 269 bp. Die 265bp-Spitze
ist hdher als die 269bp-Spitze. bp = Basenpaare

2.3 Klinische Parameter

Die nachfolgenden klinischen Tests wurden im Rahmen der oben erwahnten Stu-
dien oder bei routineméaRiger Vorstellung des Patienten von Arzten der Abteilung
Neurologie erhoben.

2.3.1 Kilinisch-neurologische Untersuchung

Fir die Quantifizierung der motorischen Auffalligkeiten der Patienten wurde der
dritte Teil des Unified Parkinson's Disease Rating Scales (UPDRS lll) herangezo-
gen (siehe Kapitel 6.1). Diese Beurteilungsskala bildet einen Punktewert, der zwi-
schen 0 und 108 liegt, wobei 108 die hochst mogliche Beeintrachtigung darstellt.
Bei einigen jungeren Untersuchungen wurde die durch die Movement Disorder
Society (MDS) revidierte Version (MDS-UPDRS [94]) verwendet. Bei den meisten
Patienten fand die Untersuchung unter regularer Einnahme ihrer Medikation statt.
Einige wurden jedoch aufgrund des spezifischen Studienaufbaus ohne Parkinson-

medikation untersucht.

44



Studienkollektiv, Material und Methoden

2.3.2 Neuropsychologische Untersuchung

Die vorliegende Studie begrenzte sich bei der neuropsychologischen Testung auf
die Gedachtnisleistung und die Eruierung einer Depression.

Die Gedachtnisleistung wurde mittels des Mini-Mental-Status-Tests (MMST) und
des Montreal Cognitive Assessments (MoCA) beurteilt (siehe Kapitel 6.3 und 6.4).
Beide stellen Methoden dar eine kognitive Beeintrachtigung oder eine Demenz zu
erkennen; wobei der MoCA eine hohere Sensitivitdt und der MMST eine hdhere
Spezifitat besitzt. Die maximal erreichbare Punktzahl liegt bei beiden bei 30 Punk-
ten, ein Wert unter 24 Punkten gilt beim MMST [95], einer unter 26 Punkten beim
MoCA [96] als Hinweis auf ein kognitives Defizit. Im Allgemeinen ist ein niedrigerer
Punktwert mit einer schwereren kognitiven Beeintrachtigung assoziiert.

Das Vorliegen einer Depression wurde anhand des Beck-Depressions-Inventars
(siehe Kapitel 6.2) untersucht. Ein Punktwert von 0 steht fur keinerlei Depressions-
symptome und 63 fur die hochstmogliche Auspragung. Ab 18 Punkten liegt der
Wert zwei Standardabweichungen Uber dem Mittelwert von Gesunden, weshalb

man dann von einer klinisch relevanten Depression ausgeht [97].

2.3.3 Parkinson-Medikation

Ein relativ guter Surrogat-Marker fur den Zustand des Parkinson-Patienten stellt
dessen Medikation dar — genauer gesagt diejenigen Medikamente, die in den Do-
paminstoffwechsel eingreifen. Das ist einerseits das klassische L-Dopa (Levo-
dopa), die Vorstufe des Dopamins. Jedoch zahlen auch Stoffe dazu, die am
Dopamin-Rezeptor als Agonisten fungieren (zum Beispiel Pramipexol), oder Stoffe,
welche den Abbau des Dopamins vermindern, indem sie die Catechol-O-Methyl-
Transferase hemmen (zum Beispiel Entacapon). Die Wirkung all dieser Medika-
mente |asst sich zur Vergleichbarkeit in eine sogenannte L-Dopa-Aquivalenzdosis
umrechnen: Es lasst sich also eine L-Dopa-Dosis bestimmen, die ein Patient pro

Tag verabreicht bekommen wurde, wenn samtliche Parkinsonmedikamente durch
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L-Dopa ersetzt werden wurden. Hierfir wurden von Tomlinson et al. im Jahr 2010
Umrechnungsfaktoren publiziert [98].

Fir die meisten Patienten waren im Rahmen der longitudinalen Studien schon die
L-Dopa-Aquivalenzdosen bestimmt und konnten Gbernommen werden. Fiir die Pa-
tienten der Dempark-Studie und fur die Patienten, deren klinische Daten aus Arzt-
briefen recherchiert wurden, lagen diese Aquivalenzdosen nicht vor. Sie wurden
aus den vorliegenden Medikationsplanen der Patienten nach dem von Tomlinson
et al. veroffentlichten Verfahren berechnet.

2.4 Statistische Analysen

Die Berechnungen wurden, sofern nicht anders vermerkt, mit Hilfe des Programms
SPSS (siehe Kapitel 2.2.1.8) berechnet und es wurde stets der zweiseitige Signifi-
kanzwert bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgesetzt.

2.4.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) erlaubt es, Allelfrequenzen und Geno-
typhaufigkeiten einer idealen Population mathematisch zu charakterisieren. Wenn
Genotyphaufigkeiten vom Gleichgewicht abweichen, kann das rein biologisch als
Zeichen fur eine Selektion von gegebenen Genotypen gedeutet werden [99]. Das
HWG wird Ublicherweise in Kontrollpersonen Uberprift und dient dann als eine Art
Qualitatsprufung, da Genotypen einer Normalpopulation das HWG erfullen sollten.
Starke Abweichungen vom HWG weisen dann meist auf einen Genotypisierungs-
fehler hin. Hingegen sind geringe Abweichungen vom HWG in erkrankten Perso-
nen haufig hinweisend fur eine Krankheitsassoziation [99, 100].

Da Rep1 in drei haufigen Auspragungen vorliegt, wurde das HWG fur drei Allele
angewendet.
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2.4.2 Genetisches Modell

Fur die Auswertungen der Rep7-Genotypen wurden dominant genetische Modelle
verwendet, wie sie ursprunglich von Maraganore et al. [71] vorgestellt wurden: Das
erste Modell vergleicht die Genotypen 269/269 und 269/X mit X/X, wobei X entwe-
der fur das 265bp-Allel oder das 267bp-Allel steht (Trager des 269bp-Genotyps
gegen alle anderen). Das zweite vergleicht 265/265 und 265/X mit X/X, wobei X
hier entweder das 267bp-Allel oder das 269bp-Allel darstellt (Trager des 265bp-
Genotyps gegen alle anderen). Der Grund fur die Verwendung dieser Modelle ist,
dass anhand von ihnen das lange Allel (hier das 269bp-Allel) als Risikovariante
und das kurze Allel (hier das 265bp-Allel) als eher protektive Variante entdeckt
wurde (siehe Kapitel 1.7.2.2). Daher sollen in dieser Arbeit mogliche krankheits-
modifizierende Effekte von Rep7 in analoger Weise ergrindet werden. Zusatzlich
ergeben sich durch diese Modelle adaquate Patientengruppengrof3en fur die Ana-
lysen.

2.4.3 T-Test

Der T-Test ist ein statistisches Verfahren, welches Mittelwerte von zwei Stichpro-
ben miteinander vergleicht. Hierzu muss die Messgrofe als normalverteilte konti-
nuierliche Variable vorliegen. Der T-Test dient dazu, zu prufen, ob die erwahnten
Mittelwerte sich signifikant voneinander unterscheiden — dies ist der Fall, wenn der
Signifikanzwert p unter dem Signifikanzniveau von 0,05 liegt. Dann kann die Alter-
nativhypothese angenommen werden, und der Unterschied zwischen den Stich-
proben ist signifikant. Im Allgemeinen existieren zwei Versionen des Tests: eine fur
unverbundene und eine fur verbundene Stichproben.

Der T-Test fur unverbundene Stichproben wurde verwendet, um zu Uberprufen, ob
das Alter bei Erkrankungsbeginn mit der Lange der Rep7-Genotypen zusammen-
hangt. Zudem wurde es fur Intergruppenvergleiche verwendet bei der Fragestel-
lung, ob Rep7-Genotypen mit UPDRS- oder MMST-Punktewerten und L-Dopa-
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Dosen zusammenhangen. Des Weiteren erfolgte der Vergleich der BDI-Werte un-
ter den Rep1-Genotypen ebenfalls mit diesem Test.

Der T-Test fur verbundene Stichproben diente dazu, Intragruppenvergleiche
durchzufuhren, ebenfalls bei der Fragestellung, ob Rep7-Genotypen mit UPDRS-
oder MMST-Werten und L-Dopa-Dosen zusammenhangen.

2.4.4 Chi-Quadrat-Test

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests lasst sich vergleichen, ob sich erwartete Haufigkei-
ten von tatsachlich beobachteten Haufigkeiten unterscheiden.

Dieser Test wurde eingesetzt, um zu prufen, wie sich die Haufigkeiten der Rep1-
Genotypen der Patienten mit bekannter Mutation (siehe Tabelle 2) zu denen ohne
verhalten. Des Weiteren wurde er fur die Auswertung der Fragestellung eingesetzt,
wie sich die Genotyphaufigkeiten verhalten bei Patienten mit Depression und Pati-

enten, die in dieser Hinsicht unauffallig sind.

2.4.5 Lineare Regressionsmodelle

Regressionsanalysen haben das Ziel eine abhangige Variable mathematisch durch
eine oder mehrere unabhangige Variablen (Pradiktoren) zu modellieren. Dies er-
folgt in diesem Fall auf eine lineare Weise: Die Koeffizienten, die den Beitrag der
unabhangigen Variablen zur abhangigen beschreiben, gehen in der ersten Potenz
(linear) in die Berechnung ein.

Lineare Regressionsmodelle wurden verwendet, um ebenfalls zu Uberprifen, ob
Rep1-Genotypen mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn assoziiert sind, allerdings
mit dem Zusatz, dass jeweils die erwahnten SNPs (siehe oben) als Kovariaten in
die Berechnung aufgenommen wurden. Dies wurde durchgefuhrt, um aufzuklaren,
ob Rep1 mit dem Erkrankungsalter zusammenhangt, wenn fur den Effekt des je-
weiligen SNPs korrigiert wird. Die Berechnung wurde mithilfe des Programms
PLINK (siehe Kapitel 2.2.1.8) durchgefuhrt.
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2.4.6 Kovarianzanalyse (ANCOVA)

Die Kovarianzanalyse (ANCOVA = analysis of covariance) ist ein Verfahren, das
ahnlich dem T-Test Mittelwerte miteinander vergleicht; gleichzeitig lasst das Ver-
fahren aber zu, fur Kovariaten zu korrigieren. Damit kdonnen unerwunschte beein-
flussende Faktoren ausgeblendet oder ,geglattet” werden.

Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde untersucht, ob Rep7-Genotypen mit MMST-,
MoCA-, und UPDRS-Punktewerten zusammenhangen. Dabei wurde stets fur die
Dauer der Erkrankung (in ganzen Jahren) bis zum Zeitpunkt der Erhebung des je-
weiligen Punktewertes und fur das Alter korrigiert. Beim UPDRS wurde zusatzlich

die L-Dopa-Dosis als Kovariate eingefugt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

Die Rekrutierung des Studienkollektivs erfolgte in zwei Kohorten, die zuerst ge-
trennt und anschlielfend zusammengefasst untersucht wurden. Insgesamt wurden
1.044 Patienten in der vorliegenden Studie untersucht, von welchen 18 Mutations-
trager von PD assoziierten Genen sind (siehe Kapitel 2.1). Informationen zum Pa-
tientenkollektiv bezuglich der Geschlechterverteilung, Alter und dem Alter bei
Erkrankungsbeginn sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Patientendaten aufgeteilt nach Kohorten 1 und 2 sowie
nach Mutationstrigern
a. In Jahren angegeben

Alter * Erkrankungsal- Range
Patienten ::;;I Mittelwert iﬁsz:me(g/h)t ter ® in Jah-
(= SD) °’ Mittelwert (£ SD)  ren
68,9 m: 339 (61,5)
Kohorte 1 551 59,4 (+ 11,1) 27 - 87

(£10,5)  w: 212 (38,5)

700  m: 308 (64,8)
Kohorte 2 475 56,8 (+ 12,3)  25-85
(£11,6)  w: 167 (35,2)

69,4 m: 647 (63,1
Gesamtkohorte 4 1o (63,1) 582(:117)  25-87
(Kohorte 1 und 2) (+11,0)  w:379(36,9)
i 5 76,8 m: 10 (55,6
Mutationstra 18 (55,6) 531(£104)  35-71
ger (+10,6) w: 8 (44,4)

m = mannlich, w = weiblich, SD = Standardabweichung, range = Spannweite

Die Verteilung des Erkrankungsalters der Patienten mit und ohne bekannte Mutati-
on findet sich in Abbildung 6 und Abbildung 7.
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Alter bei Erkrankungsbeginn (in Jahren)

Abbildung 6: Alter bei Erkrankungsbeginn in der Gesamtkohorte (ohne Mutationstrager)
Bei 4 Patienten fehlten Angaben zu Erkrankungsbeginn.

Patientenanzahl

31-35 41-45 4650 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75
Alter bei Erkrankungsbeginn (in Jahren)

Abbildung 7: Alter bei Erkrankungsbeginn unter den Mutationstragern
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3.1.1 Charakterisierung der klinischen Parameter des Studienkollektivs

Wie in Kapitel 2 beschrieben, wurden fur die Patienten klinische Daten gesammelt;
dabei wurden sowohl motorische als auch nicht motorische Parameter zusammen-
getragen. Tabelle 10 fasst diese Daten zusammen und gibt einen Uberblick Giber
die Anzahl der Patienten, fur die ein Wert des jeweiligen klinischen Markers vor-
liegt. Zusatzlich sind die Mittelwerte des Alters, der Erkrankungsdauer bis zur Er-
hebung des jeweiligen Parameters und die Mittelwerte der Testergebnisse

angegeben. Es handelt sich um Daten der Gesamtkohorte ohne Mutationstrager.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der klinischen Daten des Studienkollektivs (Gesamtkohorte
ohne Mutationstrager)

a. InJahren angegeben
b. Angegeben ist die Punktzahl fir den 3. Teil des UPDRS (UPDRS IIl)
c. Patienten mit zwei UPDRS IllI-Werten als longitudinale Daten (MDS-UPDRS III, nur im ON)
d. Verstrichene Zeit zwischen der Erhebung des ersten und zweiten Werts (in Jahren)
e. Patienten mit zwei MMST-Werten als longitudinale Daten
f. L-Dopa: als L-Dopa-Aquivalenzdosis angegeben
g. Patienten mit zwei L-Dopa-Aquivalenzwerten als longitudinale Daten
h. In mg pro Tag (mg/d)
An Ater | EMS - punktzahl  Punkt-
Parameter " Mittelwert 19 Mittelwert  zahl
zahl 4 SD) @ Mittelwert + SD Range
upDRs  ©ON 340 70,1 (+10,5) 6,3(+57) 245(+10,9) 2-55
b
OFF 35 69,6(+64) 72(+68) 291(+119) 10-55
UPDRS 1. Wert 32,9 (+14,7) 5-67
longitu- —— 36 72,6 (+10,3) 1,2(+0,9)¢
dinal © 2. Wert 34,8(+14,00 10-76
MMST 592 70,5(+10,0) 6,0(+6,0) 27,7(+29) 11-30
MMST 1. Wert 274 (+3,1) 15-30
longitu- ———— 140 70,7 (+9,5) 1,7 (x15)¢
dinal® 2. Wert 276(£3,1) 7-30
MoCA 97 66,9(+88) 59(+39) 263(+34) 11-30
BDI 284 69,3 (+9,9) 6,9 (+ 6,0) 8,9 (+7,1) 0-42
f h 33 -
L-Dopa 520 714(x98)  76(x61) 491(x298)" T h
52 -
L-Dopa 1. Wert 554 (+ 300) " 1500
longitu- ——— 149 726 (+9,3) 1,6(£0,9)¢
dinal ¢ h 100 -
2. Wert 555 (£329)"  g5gh
BDI = Beck-Depressions-Inventar SD = Standardabweichung
MMST = Mini-Mental-Status-Test UPDRS = Unified Parkinson's Disease Rating
MoCA = Montreal Cognitive Assessment Scale
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3.2 Rep1-Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten

Die PCR mit den oben beschriebenen Primern lieferte Fragmente mit Langen zwi-
schen 261 und 271 Basenparen. Die drei am haufigsten vorkommenden Auspra-
gungen waren 265, 267 und 269 Basenpaare lang; die anderen vorkommenden
Allele waren sehr selten und wurden fur weitere Untersuchungen ausgeschlossen.
Die Genotyp-Information fur einen Patienten fehlt.

Tabelle 11 und Tabelle 12 geben eine Zusammenschau der Allelfrequenzen und
Genotyphaufigkeiten an. Bezuglich der Genotyphaufigkeiten wurde untersucht, ob
sie vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) abweichen: Beide Kohorten erful-
len separat das HWG (p>0,05) — zusammengenommen weichen sie mit p=0,04

knapp signifikant davon ab. Die Mutationstrager erfillen das HWG.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Allelfrequenzen
Bei einem Patienten fehlt der Rep7-Genotyp.
a. Seltene Genotypen wurden fir der Analyse der Genotyphaufigkeiten ausgeschlossen

Kohorte 1 Kohorte 2 Kohorte 1 u. 2 Mutationstrager

Allel-
frequezen Anzahl der Allele (%)

<265 2 2(0,2) 1(0,1) 3(0,15) _
265 270 (24,5) 247 (26,0) 517 (25,2) 10 (27,7)
267 752 (68,4) 640 (67,4) 1392 (67,9) 21 (58,3)
269 75 (6,8) 62 (6,5) 137 (6,7) 5(13,8)
5269 2 1(0,1) - 1(0,05) _
Summe 1.100 950 2.050 36
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Genotyphaufigkeiten
Der p-Wert gibt an, ob die beobachteten Haufigkeiten signifikant vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWG) abweichen. Die abweichenden Werte sind mit * markiert.

Kohorte 1 Kohorte 2 Kohorte 1 u. 2 Mutationstrager

Genotyp
Genotyphaufigkeiten bei Patienten (%)

265/265 37 (6,7) 30 (6,3) 67 (6,6) 2(11,1)
265/267 170 (31,1) 171 (36,1) 341 (33,4) 4 (22,2)
267/267 269 (49,2) 216 (45,6) 485 (47,5) 7 (38,9)
267/269 42 (7,7) 36 (7,6) 78 (7,6) 3(16,7)
269/269 4 (0,7) 5(1,1) 9(0,9) 0 (0,0)
265/269 25 (4,6) 16 (3,3) 41 (4,0) 2(11,1)
HWG p =0,07 p=0,14 p = 0,04* p = 0,66

HWG = Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

3.3 Auswertung: Rep1-Genotyp und Alter bei Erkrankungsbeginn

3.3.1 Ergebnisse: Rep71-Genotyp und Alter bei Erkrankungsbeginn

Die Auswertung erfolgte anhand des Verfahrens, das in Kapitel 2.4 beschrieben
wurde. Es erfolgten zwei Analysen: die erste verglich den 269bp-Genotyp (269/269
oder 269/X) mit den Ubrigen Genotypen (X/X), die zweite den 265bp-Genotyp
(265/265 oder 265/X) mit den ubrigen Genotypen (X/X). Das Ziel der Untersuchung
war es, zu sehen, ob sich die Erkrankungsalter in den jeweiligen Genotyp-Gruppen
signifikant unterschieden. In Tabelle 13 und Tabelle 14 sind die Ergebnisse darge-
stellt; darin sind jeweils die Patientenzahlen und die Mittelwerte der Genotyp-
Gruppen sowie der p-Wert des Signifikanztests verzeichnet. Der p-Wert wurde zu-
satzlich als Subgruppenanalyse getrennt fur Manner und Frauen berechnet.

In Kohorte 1 konnte ein signifikant niedrigeres mittleres Alter bei Erkrankungsbe-
ginn (p=0,03) in der 269bp-Genotyp Gruppe gegenuber der 265bp- und 267bp-
Gruppe festgestellt werden. Zu beachten ist hierbei, dass die weibliche Subgruppe
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ein signifikantes Ergebnis erbrachte (p=0,01), wohingegen die mannliche Sub-
gruppe das Signifikanzniveau nicht erreichte (p=0,41).

Das Ergebnis konnte in der zweiten Kohorte nicht bestatigt werden (p=0,30) und
auch in der Gesamtkohorte war kein signifikanter Unterschied im Erkrankungsalter
festzustellen (p=0,34).

Tabelle 13: Erkrankungsalter beim 269bp-Genotyp, verglichen mit den iibrigen Genotypen
Statistische Berechnungen erfolgten mittels T-Test, * signifikant (p<0,05)
a. InJahren angegeben

Alter bei Erkran-

Patienten Genotypen Anzahl kungsbeginn ? Sll(gar;T-
Mittelwert (£ SD)
269/269 o. 269/X 70 56,4 (£ 12,2) 0,03*
Kohorte 1
vs. X/X 478 59,8 (+ 10,9) m: 0,41
w: 0,01*
Kohorte 2 269/269 o. 269/X 56 58,3 (£ 11,5) 0,30
m: 0,54
vs. XIX 417 56,6 (+ 12,4) m 0o
Gesamtkohorte  269/269 o. 269/X 126 57,2 (+ 11,9) 0,34
(Kohorte 1 u. 2) vs. X/X 895 58,3 (+ 11,7) m:g,?g
w: 0,
o 269/269 0. 269/X 5 53,0 (+ 5,7) 0,97
Mutationstrager BV a—
vs. X/X 13 53,2 (+ 11,6) m: 0,83
w: 0,94

X = 265bp- oder 267bp-Allel, m = mannlich, w = weiblich, SD = Standardabweichung

Der Vergleich des 265bp-Genotyps mit den tubrigen Genotypen wies ebenfalls kei-
nen signifikanten Unterschied bezuglich des Erkrankungsalters auf.

56




Ergebnisse

Tabelle 14: Erkrankungsalter beim 265bp-Genotyp, verglichen mit den iibrigen Genotypen
Statistische Berechnungen erfolgten mittels T-Test
a. InJahren angegeben

Alter bei Erkran-

Patienten Genotypen Anzahl kungsbeginn ? Sll(ga';T-
Mittelwert (£ SD)
265/265 0. 265/X 232 60,1 (x 11,5) 0,21
Kohorte 1 X 317 ——
vs. 58,9 (+ 10,9) m: 048
Kohorte 2 265/265 0. 265/X 216 56,9 (£ 13,1) 0,81
vs. X/X 257 56,7 (+ 11,5) m: 0,69
w: 0,74
Gesamtkohorte  265/265 0. 265/X 448 58,5 (+ 12,4) 0,39
(Kohorte 1 u. 2) vs. X/X 574 57,9 (+ 11,2) m: 0,46
w: 0,66
_ . 265/265 0. 265/X 8 51,4 (£ 13,4) 0,56
Mutationstrager -
vs. X/X 10 54,5 (+ 7,0) m: 0,75
w: 0,34

X = 267bp- oder 269bp-Allel, m = mannlich, w = weiblich, SD = Standardabweichung

Obwohl zwischen den Genotyp-Gruppen kein signifikanter Unterschied im Erkran-
kungsalter bestand, nahmen die Mittelwerte mit steigender Rep7-Lange tendenziell
ab. Abbildung 8 zeigt die Mittelwerte des Erkrankungsalters der Gesamtkohorte
(ohne Mutationstrager) mit dem 95 % Konfidenzintervall (Cl), die auf drei Gruppen
verteilt vorliegen: Die erste Gruppe enthalt Patienten mit den Genotypen 265/265
und 265/267, die zweite nur den Genotyp 267/267 und die dritte die Genotypen
267/269 und 269/269. Diese Einteilung wurde gewahlt, um die Werte der drei hau-

figsten Rep7-Allele nebeneinander visualisieren zu konnen.
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Abbildung 8: Mittelwerte des Erkrankungsalters mit 95 % Konfidenzintervallen (Cl) fiir die
Gesamtkohorte ohne Mutationstrager, verteilt auf die Genotyp-Gruppen mit 265, 267 und 269

Basenpaaren
n = Patientenanzahl

3.3.2 Haufigkeitenvergleich: Rep7-Genotypen bei Patienten mit und ohne

bekannter Mutation

Neben der Fragestellung, ob die Rep7-Genotypen mit dem Alter bei Erkrankungs-
beginn zusammenhangen, wurde auch analysiert, ob der 269bp- oder 265bp-
Genotyp signifikant haufiger oder seltener unter den Mutationstragern vorkommt
als in der Gesamtkohorte der Parkinson-Patienten ohne bekannte Mutation. Dabei
sollte gepruft werden, ob GBA-Mutationen mit bestimmten Rep7-Allelen assoziiert
sind. Die Untersuchung zeigte, dass weder das 269bp-Allel (p=0,07) noch das
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265bp-Allel (p=0,99) signifikant haufiger in den beiden Gruppen vorliegt (siehe Ta-
belle 15).

Tabelle 15: Vergleich der Haufigkeiten der Rep1-Genotypen bei Mutationstragern und der
Gesamtkohorte mittels Chi-Quadrat-Test

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

Mutationstrager Gesamtkohorte

Genotypen Anzahl (%) Anzahl (%) Signifikanz
269/269 0. 269/X 5 (27,8) 128 (12,5) 0.07

vs. X/X 2 13 (72,2) 898 (87,5) ’
265/265 0. 265/X 8 (44,4) 450 (43,9) 0.99

vs. X/X P 10 (55,6) 576 (56,1) ’

3.3.3 Ergebnisse: Rep1-Genotyp und Alter bei Erkrankungsbeginn mit SNPs
als Kovariaten

Eine weitere interessante Fragestellung, die es zu untersuchen galt, war, ob in der
Nahe des Rep7 SNPs existieren, die Einfluss nehmen konnten auf die Assoziation
zwischen Rep? und dem Erkrankungsalter. Hintergrund dieser Uberlegung war,
dass hohe Kopplungsungleichgewichte (linkage disequilibrium, LD) zwischen Rep1
und bestimmten SNPs dazu fuhren konnten, dass SNP-Effekte den Rep7-Effekt
uberlagern. Ein signifikanter p-Wert bei einem SNP wuirde nun dafur sprechen,
dass der SNP-Effekt tatsachlich den Rep1-Effekt Uberlagert. Fur die Analyse wur-
de die Gesamtkohorte erneut in die weiter oben schon verwendeten Gruppen ein-
geteilt, wonach Patienten mit dem 269bp-Genotyp mit den restlichen Patienten
sowie Patienten mit dem 265bp-Genotyp mit den restlichen Patienten verglichen
wurden. In die Untersuchung flossen die SNPs aus Tabelle 3 ein. Fur jeden SNP
wurde eine separate Untersuchung durchgefuhrt: Das Alter bei Erkrankungsbeginn
wurde zwischen den zwei Genotyp-Gruppen verglichen (ahnlich wie in Kapitel

3.3.1) aber zusatzlich wurde fur den Effekt des jeweiligen SNPs korrigiert. Die p-
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Werte fur die einzelnen Analysen sind in Tabelle 16 dargestellt. Wie aus ihr ersicht-
lich ist, sind samtliche p-Werte unter der Signifikanzschwelle von 0,05 (p>0,05).
Somit ist der fur SNPs korrigierte Vergleich der Unterschiede im Erkrankungsalter
unter den Genotyp-Gruppen nicht signifikant.

Tabelle 16: p-Werte: Vergleich des Erkrankungsalters zwischen den Rep7-Genotypen, korri-
giert fiir SNPs (Gesamtkohorte ohne Mutationstrager)

Statistische Berechnungen erfolgten mittels linearer Regressionsmodelle

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

Kovariaten- Signifikanz
SNP 269/269 0. 269/X 265/265 0. 265/X
vs. X/X ? vs. X/IX ®

rs3857047 0,58 0,59
rs3857048 0,46 0,56
rs11931074 0,98 0,58
rs356220 0,77 0,75
rs2736990 0,69 0,56
rs7687945 0,36 0,44
rs10516848 0,63 0,20
rs6532194 0,47 0,53
rs11097239 0,56 0,50
rs6532197 0,68 0,61

SNP = single nucleotide polymorphism

3.4 Auswertung: Rep71-Genotyp und klinische Parameter

Fir die folgenden Analysen wurden Daten des Gesamtkollektivs verwendet; die

bekannten Mutationstrager wurden a priori ausgeschlossen.

3.4.1 Ergebnisse: Rep71-Genotyp und motorische Marker

Um zu analysieren, ob Rep1 motorische Marker beeinflusst, wurden die Mittelwerte
der UPDRS IlI-Punktzahlen unter den Rep7-Genotypen verglichen. Das geschah
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einerseits als Querschnittsvergleich und andererseits als Vergleich von Longitudi-

naldaten.

3.4.1.1 Querschnittsdaten

Patienten, bei denen ein UPDRS llI-Wert vorlag, wurden in zwei Gruppen eingeteilt
je nach dem, ob die Erhebung unter Parkinson-Medikation (ON) oder ohne diese
(OFF) erfolgte. AnschlieRend wurden die Mittelwerte der Punktzahlen mittels Kova-
rianzanalyse in den einzelnen Genotyp-Gruppen (269bp-Allel gegen alle anderen
und 265bp-Allel gegen alle anderen) miteinander verglichen. Da Erkrankungsdauer
und Alter der Patienten grof3en Einfluss auf die motorischen Fahigkeiten (aber
auch auf andere Teilaspekte der Parkinson-Krankheit) austben, wurden diese als
Kovariaten in die Berechnung mit einbezogen. Bei den Patienten im ON-Status
wurde eine zusatzliche Berechnung durchgefluhrt, bei der neben Krankheitsdauer
und Alter auch fiir die L-Dopa-Aquivalenzdosis korrigiert wurde.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt. Aus ihr geht hervor, dass sich die
UPDRS IlI-Werte im ON-Status zwischen den Genotyp-Gruppen nicht signifikant
unterscheiden. Fur Patienten im OFF-Status konnte ein signifikanter Unterschied in
den motorischen Punktewerten festgestellt werden: Patienten, die den 265bp-
Genotyp tragen (265/265 und 265/X), haben signifikant niedrigere UPDRS llI-
Werte als Patienten mit den Ubrigen Genotypen. Der p-Wert ist allerdings nicht fur
multiples Testen korrigiert — nach Korrektur ware der Wert nicht mehr signifikant.
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Tabelle 17: Kovarianzanalyse von UPDRS Ill-Werten der Rep7-Genotypen, korrigiert fiir
Krankheitsdauer und Alter
* signifikant (p<0,05)

a. X =265bp- oder 267bp-Allel
b. X =267bp- oder 269bp-Allel
c. L-Dopa-Aquivalenzdosis angegeben in mg pro Tag (mg/d)
d. Korrigiert fir Krankheitsdauer (Mittelwert: 6,3 Jahre) und Alter (Mittelwert: 70,0 Jahre)
e. Korrigiert fir Krankheitsdauer (Mittelwert: 7,2 Jahre) und Alter (Mittelwert: 69,6 Jahre)
f. P-Wert zusétzlich korrigiert fiir L-Dopa-Aquivalenzdosen (Mittelwert: 491 mg/d)
. . L-Dopa- Korri-
Korrigierter . nn. .
UP- An- . Dosis Mit- gierte
DRs Genotypen zahl UPD?QSS;"'E‘B'WG” telwert (+  Signifi-
° SD) ¢ kanz
269/269 0. 269/X 34  24,3(20,8-27,8)¢ 597 (+ 365) 0,94
vs. X/X @ 306 24,5(23,3-256)% 479 (+313) dopa: 050"
ON
265/265 o. 265/X 145  24.8(23,1-26,5)% 471 (+302) 0,64
vs. X/X ® 195  24,2(22,8-257)% 507 (+332) dopa:0,36"
269/269 o. 269/X 5 31,0 (22,5-39,5) ¢ 0.65
vs. X/X 2 30 28,8(256-32,1)° ’
OFF
265/265 o. 265/X 14 25,3 (20,8 - 29,8) © 0.04*

vs. X/IX P 21 31,7 (28,0-35,4) ®

Cl = Konfidenzinterwall, SD = Standardabweichung

3.4.1.2 Longitudinaldaten

Fur rund 50 Patienten lagen motorische Marker zu zwei Zeitpunkten vor; von ihnen
konnten nur diejenigen ausgewertet werden, deren Punktzahlen nach dem neuen
MDS-UPDRS Il ermittelt wurden und die Erhebung unter Parkinson-Medikation
(ON) erfolgte. Daruber hinaus wurden nur Patienten ausgewertet, deren zweite
Messung ein Jahr Abstand zur ersten Erhebung aufwies. Die restlichen Daten
wurden ausgeschlossen, da die Patientenanzahlen fur weitere Subgruppenanaly-

sen zu gering waren. Ubrig blieben 29 Patienten.
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Die Auswertung erfolgte, indem Mittelwerte der Punktzahlen erstens zwischen den
einzelnen Genotyp-Gruppen (269bp-Allel gegen alle anderen und 265bp-Allel ge-
gen alle anderen) miteinander verglichen wurden. Zweitens wurden die MDS-
UPDRS lll-Werte der zwei Zeitpunkte (Ersterhebung und nach einem Jahr) inner-
halb einer Gruppe verglichen. Geachtet wurde darauf, dass sich sowohl das Alter
als auch die Krankheitsdauer der einzelnen Genotyp-Gruppen nicht signifikant un-
terscheiden, da diese Faktoren die motorischen Fahigkeiten beeinflussen (siehe
oben). Auch die L-Dopa-Aquivalenzdosen unterscheiden sich nicht signifikant zwi-
schen den Genotypen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengetragen und zeigen, dass sich die
UPDRS-Werte im Mittel weder innerhalb noch zwischen den Genotyp-Gruppen in
signifikantem Ausmal} geandert haben (p>0,05).

Tabelle 18: Vergleich von UPDRS-Werten (MDS-UPDRS Ill) der Rep7-Genotypen zum Zeit-
punkt Null und nach einem Jahr

a. X =265bp- oder 267bp-Allel
b. X =267bp- oder 269bp-Allel
c. InJahren angegeben
d. Berechnet mittels T-Test fir verbundene Stichproben
e. Berechnet mittels T-Test flir unverbundene Stichproben
Krank- L-Dopa- UP- UP- Intragrup-
fe'l‘:] ::":“ Alter© heits- Aquivalenz DRS DRS pen Signi-
yp dauer® inmgld t=0J. t=1J. fikanz®

269/269
0. 269/X 5 73,8 11,4 284 (£ 191) 36,4 35,0 0,86
vs. X/X? 24 71,5 7,0 438 (+ 264) 31,3 31,5 0,89
Intergruppen-
Signifikanz ° 065 008 017 0,59 0,68
265/265
Coesx 12 738 85  465(+347) 342 32,8 0,67
vs. X/IX®* 17 705 7.3 373(£169) 30,7 31,7 0,67
Intergruppen- 0,41 0,53 0,35 0,55 0,82

Signifikanz ©

UPDRS = Unified Parkinson's Disease Rating Scales
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3.4.2 Ergebnisse: Rep1-Genotyp und neuropsychologische Marker

3.4.2.1 Rep1-Genotyp und Gedachtnisleistung
Die Gedachtnisleistung wurde mittels MMST und MoCA quantifiziert und zielte da-

rauf ab, ein kognitives Defizit zu erkennen. Um einen Zusammenhang zwischen
Rep1 und der Gedachtnisleistung zu untersuchen, wurden die Mittelwerte des
MMST und MoCA unter den Rep7-Genotypen verglichen. Das geschah einerseits
als Querschnittsvergleich und andererseits als Vergleich von Longitudinaldaten.

3.4.2.1.1 Querschnittsdaten

Die Auswertung erfolgte, indem die mittleren Punktzahlen zwischen den einzelnen
Genotyp-Gruppen (269bp-Allel gegen alle anderen und 265bp-Allel gegen alle an-
deren) miteinander verglichen wurden. Analog zu den Auswertungen beim UPDRS
flossen auch hier das Erkrankungsalter und das Lebensalter als Kovariaten in die
Berechnung mit ein.

Tabelle 19 stellt die Ergebnisse des Vergleichs der MMST-Werte zwischen den
Genotyp-Gruppen dar. Aus ihr geht hervor, dass sich die Mittelwerte nicht signifi-
kant zwischen den Genotypen unterscheiden (p>0,05).

Tabelle 19: Kovarianzanalyse von MMST-Werten der Rep7-Genotypen, korrigiert fiir Krank-
heitsdauer und Alter

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

c. Korrigiert fir Krankheitsdauer (Mittelwert: 6,0 Jahre) und Alter (Mittelwert: 70,5 Jahre)

Korrigierter Korrigierte
EEETO Anzahl ST Mittelwert (95% CI)  Signifikanz
269/269 0. 269/X 67 27,8 (27,1-28,4)° 078
vs. X/X 2 525 27,7 (27,4 - 27,9) ’
265/265 0. 265/X 260 27,8 (27,4-281)° 05
vs. X/X ® 332 27,6 (27,3-27,9) ¢ ’

Cl = Konfidenzinterwall, MMST = Mini-Mental-Status-Test
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Auf gleiche Weise wurden auch die MoCA-Werte zwischen den Genotyp-Gruppen
verglichen (siehe Tabelle 20). Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Genotypen ermittelt werden.

Tabelle 20: Kovarianzanalyse von MoCA-Werten der Rep71-Genotypen, korrigiert fiir Krank-
heitsdauer und Alter

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

c. Korrigiert fir Krankheitsdauer (Mittelwert: 5,9 Jahre) und Alter (Mittelwert: 66,9 Jahre)

Korrigierter Korrigierte
ST Anzahl -\ CA Mittelwert (95% CI)  Signifikanz
269/269 0. 269/X 12 27,8 (25,9 -29,7) ¢ 0.09
vs. X/X 2 85 26,1 (25,4 - 26,7) ’
265/265 0. 265/X 43 26,4 (25,4 -27,4)° 076
vs. X/X P 54 26,2 (25,3-27,1)¢ ’

Cl = Konfidenzinterwall, MoCA = Montreal Cognitive Assessment

Des Weiteren sei noch bemerkt, dass die Gedachtnisleistung im Durchschnitt Gber
den cut-off-Werten der Tests fur eine kognitive Beeintrachtigung lag. Beim MMST
lagen von insgesamt 592 Patienten 48 (8,1 %) unter dem cut-off, beim MoCA wa-
ren es von insgesamt 97 Patienten 29 (29,9 %).

3.4.2.1.2 Longitudinaldaten

Fur 145 Patienten lagen MMST-Werte zu zwei Zeitpunkten vor. Es konnten aller-
dings nur Patienten ausgewertet werden, bei welchen der zeitliche Abstand zwi-
schen Erst- und Zweiterhebung ein Jahr betrug. Die restlichen Daten (hdherer oder
geringerer zeitlicher Abstand) wurden ausgeschlossen, da die Patientenanzahlen
fur weitere Subgruppenanalysen zu gering waren, um statistische Aussagen treffen

zu konnen. Die Analysen wurden in einer finalen Gruppe von 83 Patienten durch-
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gefuhrt. Fir den MoCA konnten nur Werte eines Erhebungszeitpunktes erschlos-
sen werden. Folglich waren sie ungeeignet fur longitudinale Analysen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefasst und zeigen, dass sich die
MMST-Werte im Mittel weder innerhalb noch zwischen den Genotyp-Gruppen in
signifikantem Ausmal} geandert haben (p>0,05). Dabei wurde darauf geachtet,
dass sich sowohl Alter als auch Krankheitsdauer der einzelnen Genotyp-Gruppen
nicht signifikant unterscheiden (siehe Kapitel 3.4.1.2).

Tabelle 21: Vergleich von MMST-Werten der Rep1-Genotypen zum Zeitpunkt Null und nach
einem Jahr

a. X =265bp- oder 267bp-Allel
b. X =267bp- oder 269bp-Allel
c. In Jahren angegeben
d. Berechnet mittels T-Test flir verbundene Stichproben
e. Berechnet mittels T-Test flir unverbundene Stichproben
Krank- Intragrup-
Genotypen An- Alter®  heits- M_MST M_MST pen Signi-
zahl c t=0J. t=1J. . d
dauer fikanz
269/269 o. 269/X 11 68,3 7,0 28,6 27,7 0,19
vs. X/X 2 72 71,0 4.1 27,4 27,4 1,0
Intergruppen-
_Signi fikanz © 0,37 0,13 0,052 0,67
265/265 0. 265/X 28 69,6 4,2 27,5 27,3 0,25
vs. X/X ® 55 71,2 4,6 27,5 27,4 0,86
Intergruppen- 0,50 0,76 0,99 0,82

Signifikanz ©

MMST = Mini-Mental-Status-Test

3.4.2.2 Rep1-Genotyp und Depression

Die Eruierung von Depressionszeichen erfolgte anhand des Beck-Depressions-
Inventars. Die Punktewerte, die aus dem Test resultierten, wurden zwischen den
Genotyp-Gruppen verglichen. Tabelle 22 zeigt, dass weder ein signifikanter Unter-
schied zwischen dem 269bp-Genotyp und den ubrigen Genotypen noch zwischen
dem 265bp-Genotyp und den Ubrigen Genotypen besteht (p>0,05).
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Tabelle 22: Vergleich von BDI-Mittelwerten zwischen den Rep1-Genotyp-Gruppen
Statistische Berechnungen erfolgten mittels T-Test

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

Genotypen Anzahl BDI Mittelwert ( SD) s
269/269 0. 269/X 36 9,7 (£7,2) 045
vs. X/X 2 248 8,8 (£7,0 ’
265/265 0. 265/X 121 8,6 (- 6,4) o e
vs. XIX P 163 2 (7, !

SD = Standardabweichung

Eine zweite Untersuchung zielte darauf ab, zu erfahren, ob unter den einzelnen
Genotypen mdoglicherweise haufiger Patienten vorkommen, die unter einer De-
pression leiden. Dazu wurden die Patienten anhand der BDI-Werte in eine Gruppe
eingeteilt, bei der ein ,Hinweis auf eine Depression besteht, und eine weitere
Gruppe, bei der dieser Hinweis nicht besteht. Als cut-off-Wert wurden 18 Punkte
verwendet (siehe Kapitel 2.3.2). Tabelle 23 zeigt die Haufigkeiten der Patienten der
einzelnen Gruppen (Depressionshinweise ja/nein und Genotyp); die Haufigkeiten
unterscheiden sich auch hier nicht signifikant zwischen den Genotyp-Gruppen
(p>0,05).

Tabelle 23: Vergleich der Patientenhéufigkeiten mit und ohne Hinweis auf eine klinisch rele-
vante Depression unter den Rep7-Genotypen mittels Chi-Quadrat-Test

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

Kein Hinweis auf Hinweis auf eine

EEETO eine Depression (%) Depression (%) SAiLEnE
269/269 o. 269/X 31(12,2) 5(17,2) 0.39

vs. X/X @ 224 (87,8) 24 (82,8) ’
265/265 o. 265/X 110 (43,1) 11 (37,9) 0.69

vs. X/IX P 145 (56,9) 18 (62,1) ’
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3.4.3 Ergebnisse: Rep7-Genotyp und L-Dopa-Aquivalenzdosen

Neben der Untersuchung von motorischen und neuropsychologischen Markern
wurde auch Uberpruft, ob Rep1 einen Einfluss auf die Parkinson-Medikation aus-
Ubt. Dazu wurden die Mittelwerte der L-Dopa-Aquivalenzdosen unter den Rep1-
Genotypen verglichen. Das geschah ahnlich wie beim UPDRS einerseits als Quer-
schnittsvergleich und andererseits als Vergleich von Longitudinaldaten.

3.4.3.1 Querschnittsdaten

Aus den Patientendaten ermittelte L-Dopa-Aquivalenzdosen wurden verwendet,
um mittels Kovarianzanalyse die mittleren Dosen in den einzelnen Genotyp-
Gruppen (269bp-Genotypen gegen alle anderen und 265bp-Genotypen gegen alle
anderen) miteinander zu vergleichen. Erkrankungsdauer und Alter der Patienten
wurden als Kovariaten in die Berechnung mit einbezogen.

Tabelle 24 stellt die Ergebnisse des Vergleichs der L-Dopa-Dosen zwischen den
Genotyp-Gruppen dar. Aus ihr geht hervor, dass sich die Mittelwerte nicht signifi-
kant zwischen den Genotypen unterscheiden (p>0,05).

Tabelle 24: Kovarianzanalyse von L-Dopa-Aquivalenzdosen der Rep7-Genotypen, korrigiert
fur Krankheitsdauer und Alter

a. X =265bp- oder 267bp-Allel

b. X =267bp- oder 269bp-Allel

c. Korrigiert fur Krankheitsdauer (Mittelwert: 7,6 Jahre) und Alter (Mittelwert: 71,4 Jahre)

P_(orrigierter . Korrigierte
Genotypen Anzahl DOPA Mittelwert (95% CI) in Signifikanz
mg/d
269/269 0. 269/X 62 529 (462 - 595) © 023
vs. X/X 2 467 485 (461 - 510) © ’
265/265 0. 265/X 233 473 (438 - 507) © 018
vs. X/X® 296 504 (474 - 535) © ’
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Obwohl zwischen den Genotyp-Gruppen kein signifikanter Unterschied in den L-
Dopa-Dosen bestand, nahmen die Mittelwerte mit der Rep7-Lange zu. Abbildung 9
zeigt die Mittelwerte der L-Dopa-Aquivalenzdosen mit dem 95 % Konfidenzintervall
(Cl), die auf analoge Weise auf die Genotyp-Gruppen aufgeteilt wurden, wie schon

in Kapitel 3.3.1 besprochen.

700

650

600

95% CI der Mittelwerte der L-Dopa-
Aquivalenzdosis in mg/d

550

- n =250
5007 n=213 [491]

[469)
450~ - —
400

I | I
265/265 und 265/267 267/267 267/269 und 269/269
Genotypen

Abbildung 9: Mittelwerte der L-Dopa-Aquivalenzdosen mit 95 % Konfidenzintervallen (Cl),
verteilt auf die Genotyp-Gruppen mit 265, 267 und 269 Basenpaaren
n = Patientenanzahl
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3.4.3.2 Longitudinaldaten

Fir rund 150 Patienten lagen L-Dopa-Aquivalenzdosen zu zwei Zeitpunkten vor.
Patienten wurden nach dem zeitlichen Abstand zwischen Ersterhebung und Nach-
folgeerhebung stratifiziert. Daraus entstanden drei Gruppen: Die erste Gruppe ent-
hielt Patienten, bei denen zwischen Erst- und Nachfolgeerhebung ein Jahr
verstrichen ist. In der zweiten Gruppe lagen zwei Jahre zwischen den Erhebungen
und in der dritten Gruppe drei Jahre. Die restlichen Daten wurden ausgeschlossen,
da die Patientenanzahlen zu niedrig waren, um statistische Aussagen treffen zu
kénnen. Ubrig blieben 114 Patienten in den drei erwadhnten Gruppen.

Die Auswertung erfolgte, indem Mittelwerte der L-Dopa-Dosen erstens zwischen
den einzelnen Genotyp-Gruppen (269bp-Allel gegen alle anderen und 265bp-Allel
gegen alle anderen) miteinander verglichen wurden. Zweitens wurden die L-Dopa-
Dosen der zwei Zeitpunkte (Erst- und Nachfolgeuntersuchung) innerhalb einer
Gruppe verglichen. Geachtet wurde darauf, dass sich sowohl das Alter als auch
die Krankheitsdauer der einzelnen Genotyp-Gruppen nicht signifikant unterschei-
den, da diese Faktoren den Krankheitsverlauf beeinflussen (siehe oben).

Tabelle 25 zeigt die Ergebnisse fur die Untersuchung des 269bp-Genotyps gegen
die Ubrigen Genotypen: Die L-Dopa-Aquivalenzwerte unterscheiden sich im Mittel
weder zwischen den Genotyp-Gruppen signifikant noch anderten sie sich innerhalb
der Gruppen in signifikantem Ausmalf} (p>0,05).
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Tabelle 25: Vergleich von L-Dopa-Aquivalenzdosen zwischen 269bp-Genotyp und allen an-
deren mit Laufzeiten zwischen einem und drei Jahren zwischen Erst- und Nachfolgeerhe-

bung
a. X =265bp- oder 267bp-Allel
b. In Jahren angegeben
c. Inmg pro Tag (mg/d)
d. Berechnet mittels T-Test flir verbundene Stichproben
e. Berechnet mittels T-Test flir unverbundene Stichproben
Krank- Intragrup-
Lzael::' Genotypen 2‘?1" Alter® heits- DPOFA DtO = pen Signi-
dauer® ! fikanz ¢
269/269 o. 269/X 8 68,5 13,6 585 607 0,80
vs. X/X 2 54 73,7 7,5 506 482 0,45
Intergruppen-
_Signi iz © 0,28 0,06 0,57 0,39
269/269 o. 269/X 6 73,3 8,3 490 554 0,47
vs. X/X 2 21 74,5 8,0 567 549 0,79
Intergruppen-
_Signi iz © 0,78 0,84 0,51 0,96
269/269 o. 269/X 5 73,4 10,6 716 694 0,93
vs. X/X 2 20 69,5 7,1 499 485 0,88
Intergruppen- 0,38 0,19 029 0,22

Signifikanz ©

DOPA = L-Dopa-Aquivalenzdosis, ty = Ersterhebung, t; = Nachfolgeerhebung

Korrespondierend dazu zeigt Tabelle 26 die Untersuchung des 265bp-Genotyps

gegen die ubrigen Genotypen. Auch hier unterscheiden sich die L-Dopa-

Aquivalenzwerte im Mittel weder zwischen den Genotyp-Gruppen signifikant noch

anderten sie sich innerhalb der Gruppen in signifikantem Ausmal} (p>0,05). Zu be-

achten ist zudem, dass in der Analyse der Patienten mit zwei Jahren Abstand zwi-

schen Erst- und Nachfolgeerhebung die Krankheitsdauer in den Genotyp-Gruppen

signifikant verschieden ist. Das Ergebnis ist damit nur eingeschrankt gultig.
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Tabelle 26: Vergleich von L-Dopa-Aquivalenzdosen zwischen 265bp-Genotyp und allen an-
deren mit Laufzeiten zwischen einem und drei Jahren zwischen Erst- und Nachfolgeerhe-
bung

* signifikant (p<0,05)

a. X =267bp- oder 269bp-Allel
b. In Jahren angegeben
c. Inmg pro Tag (mg/d)
d. Berechnet mittels T-Test flir verbundene Stichproben
e. Berechnet mittels T-Test flir unverbundene Stichproben
] i Krank- Intragrup-
ol Genotypen An- - alter®  heits- DORA  DOPA pen Signi-
zeit zahl b to t . d
dauer fikanz
265/265 0. 265/X 27 74,6 8,2 525 489 0,40
vs. X/X 2 35 71,8 8,3 509 505 0,93
Intergruppen-
_Signiﬁkanz e 0,27 0,92 0,84 0,82
265/265 o. 265/X 10 78,0 4,7 589 588 0,99
vs. X/X 2 17 72,1 10,0 527 527 0,99
Intergruppen- «
Signifikanz ® 010 00047 062 073
265/265 o. 265/X 10 71,6 9,3 499 478 0,18
vs. X/X 2 15 69,3 6,8 571 560 0,10
Intergruppen-

Signifikanz ® 0,57 0,25 0,57 0,40

DOPA = L-Dopa-Aquivalenzdosis, t, = Ersterhebung, t; = Nachfolgeerhebung

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Fur die dargestellten Analysen dieses Kapitels lasst sich zusammenfassend fest-
halten, dass sich das Erkrankungsalter zwischen den Rep7-Genotypen nicht signi-
fikant unterschied, obwohl mit langerem Rep1 das Erkrankungsalter abnahm. Auch
das Hinzunehmen von SNPs als Kovariaten anderte nicht das Ergebnis. Ferner
wurde festgestellt, dass verschiedene Rep7-Genotypen nicht mit signifikanten Un-
terschieden in MMST-, MoCA- und BDI-Punktzahlen sowie L-Dopa-
Aquivalenzdosen einhergehen. Signifikante Unterschiede im UPDRS Il konnten
nur bei Patienten nachgewiesen werden, welche ohne Parkinson-Medikation (OFF)
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untersucht wurden. Dabei war das 265bp-Allel mit einer besseren Punktzahl ver-
knupft. Nach Korrektur fur multiples Testen war das Ergebnis allerdings nicht mehr
signifikant.
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4 Diskussion

Die Parkinson-Krankheit stellt aufgrund ihrer vielseitigen Symptomatik eine groRRe
Belastung fur den Patienten und sein Umfeld dar. Aber auch fur den behandelnden
Arzt ergeben sich Schwierigkeiten, da die Krankheit bis heute nicht kausal erklart
werden kann und in den meisten Fallen auch wenig tuber den individuellen Verlauf
aussagbar ist. Fragen, ob sich die motorischen Funktionen des Patienten schnell
oder langsam verschlechtern werden, ob es wahrscheinlich ist, dass sich eine De-
menz oder eine Depression entwickeln, kdnnen bislang meist nur spekulativ be-
antwortet werden.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Rep1-Genotypen krankheitsmodifizie-
rend wirken konnen, in der Hoffnung, den Krankheitsverlauf der sporadischen Par-
kinson-Krankheit evidenzbasierter beurteilen zu konnen. Diese Arbeit konnte
allerdings keine signifikanten Anhalte dafur finden, dass bestimmte Rep7-
Genotypen mit dem Erkrankungsalter, den motorischen Funktionen, einer kogniti-

ven Beeintrachtigung oder einer Depression assoziiert waren.

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Sicherheit der Parkinson-Diagnose

Die DNA-Proben dieser Studie stammten von Parkinson-Patienten, deren Diagno-
se in der Neurologischen Universitatsklinik Tubingen gestellt oder verifiziert wurde;
dabei erfolgte die Diagnose gemal} den international gultigen Konsensuskriterien.
Sicher kann die Parkinson-Krankheit nur postmortal in einer Autopsie festgestellt
werden und bei keinem der Patienten lag solch eine definitive Diagnose vor. Den-
noch beschreibt die Literatur eine 91%ige Sensitivitat und 98%ige Spezifitat fur die
rein klinische Diagnose in spezialisierten Zentren [101], wobei man hier von solch
einem Zentrum ausgehen kann. Die Patienten wurden meist Uber Jahre hinweg am

Klinikum betreut und erhielten oft auch eine Bildgebung, wodurch die Diagnosesi-
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cherheit ansteigt. Sicherlich ist es nicht auszuschlieen, dass Patienten irrtimli-
cherweise als ,Parkinson-Krank® klassifiziert wurden, obwohl in Wirklichkeit eine
andere Krankheit vorlag. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass auf-
grund der Erfahrung der betreuenden Arzte, durch Betrachtung im Verlauf und
durch Ausschluss von Differentialdiagnosen, die Zahl der falschlicherweise als
Parkinson-Patienten in diese Studie eingeschlossenen Personen sich in sehr en-
gen Grenzen halt.

4.1.2 Sicherheit und Aussagekraft der Ergebnisse

4.1.2.1 Bestimmung des Genotyps

Die DNA-Proben wurden unter strengen Hygienebedingungen untersucht und
durch das Mitfuhren von Negativkontrollen wurde die Abwesenheit von Verunreini-
gungen stets Uberpruft. Bei keiner der Analysen dieser Studie trat eine Kontamina-
tion der Negativkontrolle auf. Die PCR-Bedingungen zur Amplifizierung der
Proben-DNA wurden auf Rep1 zugeschnitten; die Primer-Sequenzen waren bereits
lange publiziert [87] und in vielen anderen Studien verwendet. Die Fragmentanaly-
se ist ein sehr zuverlassiges und robustes Verfahren zur Bestimmung der Frag-
mentlange. Traten Unstimmigkeiten beim Ablesen der Fragmentlange auf, so
wurde die Analyse wiederholt, bis ein eindeutiges Ergebnis erzielt wurde. Die ver-
wendeten Methoden sind etabliert und gut geeignet, die Lange eines DNA-
Fragments auf ein Basenpaar genau zu bestimmen. Die Fehlerrate bei der Frag-
mentanalyse liegt laut dem Hersteller des Gerates unter 0,15 % [102]. Es kann da-
her angenommen werden, dass die bestimmten Genotypen aussagekraftig sind.

4.1.2.2 Alter bei Erkrankungsbeginn

Die Bestimmung des Erkrankungsalters birgt eine inharente Subjektivitat. Wie in
der Einleitung beschrieben, werden Fruhsymptome oft verkannt und es dauert oft
einige Jahre, bis die Diagnose der Parkinson-Krankheit gestellt wird. Haufig wird
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auch erst im Verlauf klar, dass es sich um Parkinson handelt. Daraus ergibt sich
die Schwierigkeit, festzusetzten, wann die Erkrankung letzten Endes begonnen
hat. Im Allgemeinen wird das Alter, in dem motorische Symptome aufgetreten sind,
als Erkrankungsalter gewahlt — oft auch erst ruckblickend und unter Einbeziehung
von Aussagen der Familie. Das ist auch ein Kompromiss, da motorische Sympto-
me in der Regel erst auftreten, wenn rund 50 - 70 % der nigralen und striatalen do-
paminergen Neuronen schon degeneriert sind [103]. Solange aber keine objektiven
Marker zur Verfugung stehen, bleibt derweil die anamnestische Ermittlung des Er-
krankungsalters, mit dem Beginn der motorischen Symptome als Startpunkt. Damit
kann das Alter bei Erkrankungsbeginn auf ein bis zwei Jahre genau bestimmt wer-
den.

Bei der Auswertung werden Mittelwerte des Erkrankungsalters fur die einzelnen
Genotyp-Gruppen gebildet; es kommt dadurch bis zu einem gewissen Grad zu ei-
ner Relativierung der einzelnen Werte und kleine Abweichungen gleichen sich aus.
Nichtsdestotrotz musste man bei signifikanten Unterschieden zwischen Genotyp-
Gruppen von nur ein bis zwei Jahren sehr vorsichtig sein mit den Schlussfolgerun-
gen, da diese Unterschiede auch durch die Ungenauigkeit der Angabe des Erkran-

kungsalters bedingt sein konnten.

4.1.2.3 Klinische Parameter

Klinische Beurteilungs- und Fragebogen dienen dazu, bestimmte Symptome und
Merkmale zu quantifizieren. In der Regel konnen diese Tests ihr Merkmal kaum mit
absoluter Sicherheit messen. Die in dieser Studie verwendeten Beurteilungs- und
Fragebogen sind jedoch weit verbreitet und in einer Vielzahl von Studien erprobt
und verwendet. Daher kann man davon ausgehen, dass sie ihr Merkmal fur diese
Studie suffizient messen. Des Weiteren wurden die Messwerte von Arzten des Kli-
nikums erhoben; man kann somit annehmen, dass die Tests sachgemal} ausge-
fuhrt wurden. Die erhobenen Daten durchlaufen mehrere Stationen, damit diese in

Datenbanken eingetragen werden. Auch bei sorgfaltigster Vorgehensweise kann
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nicht ausgeschlossen werden, dass vereinzelt Fehler im Bearbeitungsprozess vor-
kommen und dadurch Werte irrtumlicherweise verfalscht werden. Fur viele Patien-
ten wurden jedoch Messwerte fur einen Parameter aus verschiedenen Quellen
bezogen, was eine gewisse Redundanz schaffte und die Richtigkeit der Werte fes-
tigte. Zudem wurden die Daten auf ihre Plausibilitdt Uberpruft. Daher ist die Zahl

der verfalschten Messwerte vermutlich gering.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Studienkollektiv

Das mittlere Erkrankungsalter der Patienten in dieser Arbeit liegt in der Gesamtko-
horte bei 58,2 (£ 11,7) Jahren, mit einem mittleren Lebensalter von 69,4 (+ 11,0)
Jahren. Ferner setzte sich die Patientenkohorte aus 63,1 % mannlichen und 36,9
% weiblichen Patienten zusammen. Diese Werte sind typisch fur Parkinson-
Patienten [3, 8] und sind gut mit den Daten von friheren Studien, die Rep1 unter-
suchten, vereinbar [71, 76, 77, 81, 86, 87, 104-112].

4.2.2 Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten

Rep1 kommt im Allgemeinen in drei haufigen Auspragungen vor. Da nun verschie-
dene Laboratorien Rep1 haufig unterschiedlich messen, werden hier im Sinne der
Vergleichbarkeit die Allele mit den Adjektiven kurz, mittel und lang beschrieben.
Die Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten der vorliegenden Studie werden in
Tabelle 27 und Tabelle 28 mit den Frequenzen in der Literatur verglichen. Tabelle
27 zeigt, dass sich die ermittelten Allelfrequenzen gut in die Reihe bisher publizier-
ter Werte einflgen. Zu beachten ist hierbei, dass sich die Frequenzen von kauka-
sischen Patienten betrachtlich von den asiatischen unterscheiden. Allerdings
berichten dort auch vergleichsweise wenige Studien Uber die Frequenzen von
Rep1.
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Tabelle 27: Allelfrequenzen von Rep1 bei Parkinson-Patienten in der Literatur

< kurz mittel lang > Anzahl

Studie Patien-
Allelfrequenz (%) ten
Diese Arbeit 0,2 25,2 67,9 6,7 0,0 1025
Patienten aus Europa, Australien, Kanada und den USA
Parsian 1998 [111] - 23,0 71,0 6,0 - 133
Kriger 1999 [79] - 10,7 69,1 20,2 - 163
Tan 2000 [82] - 21,0 70,0 9,0 - 100
Farrer 2001 [87] 0,2 20,6 70,3 8,8 0,2 306
Khan 2001 [104] - 25,1 69,4 5,5 - 305
Spadafora 2003 [112] 0,3 26,2 66,1 7,4 0 189
Mellick 2005 [105] 0 22,1 69,7 8,1 0,1 369
Hadjigeorgiou 2006 [75] | 1,1 21,3 60,4 16,6 0,6 178
Maraganore 2006 [71] - 24,0 68,0 8,0 - 2692
Ross 2007 [81] - 24,5 67,7 7,9 - 184
Kay 2008 [76] 0,2 25,3 66,6 7,7 0,2 1802
Pankratz 2009 [77] - 25,0 65,8 9,2 - 461
Trotta 2012 [113] - 27,3 67,5 5,2 - 857
Patienten aus Asien

lzumi 2001 [110] 0,2 40,8 24.8 33,0 1,2 200
Mizuta 2002 [106] 0,9 51,8 25,5 20,0 1,8 165
Tan 2003 [83] - 36,0 28,0 34,0 - 206

kurz = kurzes Allel (in dieser Studie 265 bp), mittel = mittleres Allel (in dieser Studie 267 bp), lang =
langes Allel (in dieser Studie 269 bp), < = kirzer als die drei haufigsten Allele, > = langer als die
drei haufigsten Allele

Die Genotyphaufigkeiten dieser Studie sind ebenfalls vereinbar mit den bisher
publizierten Werten (siehe Tabelle 28). Dabei sei angemerkt, dass sie seltener pu-
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bliziert wurden als die Allelfrequenzen, die Variablilitat der Haufigkeiten unter den
Studien grofier und die Patientenzahl der meisten Studien geringer ist. Auch hier
zeigt sich eine grole Diskrepanz zwischen den Genotyphaufigkeiten der asiati-
schen und kaukasischen Patienten.

Tabelle 28: Genotyphaufigkeiten von Rep1 bei Parkinson-Patienten in der Literatur

K/ K K/M M/M M/L L/L K/L Anzahl

Studie Patien-

Genotyphaufigkeit (%) ten
Diese Arbeit 6,6 33,4 475 7,6 0,9 4,0 1025

Patienten aus Europa, Australien, Kanada und den USA

Kruger 1999 [79] 24 14,1 47,9 28,3 4,3 24 163
Tan 2000 [82] 1,0 350 450 12,0 6,0 0,0 100
ﬁﬂazc]’afora 2003 58 376 413 116 00 32 | 189
Mellick 2005 [105] 4,9 30,6 49,1 10,3 1,1 3,8 369
[';%?jigeorgiou 2006\ 69 277 399 162 75 17 | 178
Ross 2007 [81] 10,3 45,4 34,6 7,0 1,1 1,6 184
Kay 2008 [76] 6,6 342 440 10,8 0,7 3,1 1802
Pankratz 2009 [77] 6,7 32,1 44,5 10,7 1,6 4.4 461
Trotta 2012 [113] 9,7 329 474 7,4 0,4 2,3 857

Patienten aus Asien
|lzumi 2001 [110] 22,2 11,9 10,8 16,0 12,9 26,3 200
Tan 2003 [83] 16,0 170 11,0 180 13,0 250 206

K = kurzes Allel (in dieser Studie 265 bp), M = mittleres Allel (in dieser Studie 267 bp), L = langes
Allel (in dieser Studie 269 bp)

Die Genotyphaufigkeiten dieser Studie weichen leicht vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (siehe Kapitel 3.1.1), wobei die Kohorten 1 und 2 separat jeweils
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das Gleichgewicht erflllen. Biologisch gesehen konnen Abweichungen vom HWG
durch Selektion, Inzucht oder durch Stratifizierung der Population entstehen [99].
Die Patienten in dieser Studie wurden nicht zufallig aus der Grundgesamtheit re-
krutiert, sondern stellen Parkinson-Patienten dar, wodurch gewissermal’en eine
Vorauswabhl stattfand. Zusatzlich konnen durch Deletionspolymorphismen oder mu-
tierte Primer-Bindungsstellen Abweichungen entstehen. Oft wird das HWG auch
dazu verwendet, die Gute der Genotypisierung zu prufen, wobei signifikante Ab-
weichungen bei einem Signifikanzlevel von a = 10 bis 10 zum Ausschluss der
Genotypen — vor allem unter Kontrollpersonen — fuhren sollten [99]. Im Gegensatz
dazu sind leichte Abweichungen vom HWG unter Patienten haufig ein Zeichen flur
eine Krankheitsassoziation, im Sinne einer ,Selektion“ von bestimmten Genotypen
in den betroffenen Personen [99, 100].

Da die Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten dieser Arbeit mit den Werten der
Literatur vereinbar sind, Parkinson-Erkrankte eine gewisse Vorauswahl aus der
Grundgesamtheit darstellen und die Abweichung vom HWG bei einem Signifikanz-
level von a = 0,05 nur gering war, wird diese Abweichung wahrscheinlich nicht
durch Genotypisierungsfehler begriindet sein, sondern durch die oben genannten

Faktoren.

4.2.3 Rep1 und Alter bei Erkrankungsbeginn

Diese Arbeit untersuchte ein grof3es, homogenes Patientenkollektiv aus Deutsch-
land. Es bildet damit gut die regionalen Genotypen ab, wodurch solide Aussagen
Uber die hiesigen Patienten moglich sind. Es schloss Patienten aus, die bekannte
krankheitsbedingende Mutationen tragen, im Gegensatz zu einigen Studien [74].
Daruber hinaus decken sich die Genotyphaufigkeiten mit denen aus anderen kau-
kasischen Populationen, wodurch die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen der an-
deren Studien vergleichbar sind. Die vorliegende Arbeit konnte keinen
Zusammenhang zwischen dem Rep7-Genotyp und dem Erkrankungsalter feststel-

len.
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Unter den Patienten mit bekannter Mutation (GBA, siehe Kapitel 2.1) konnte auch
kein Einfluss von Rep1 auf das Erkrankungsalter festgestellt werden. Zudem wa-
ren auch die Rep7-Genotypen nicht signifikant verschieden verteilt als in den Pati-
enten ohne diese Mutationen. Es muss aber festgehalten werden, dass es sich um
lediglich 18 Patienten handelte. Hier ist es schwierig Aussagen zu treffen, die auf
die Grundgesamtheit der Parkinson-Patienten Ubertragbar waren, wodurch dieses
Ergebnis eine geringe Aussagekraft hat.

Betrachtet man die momentane Literatur (siehe Tabelle 29), wird ersichtlich, dass
die Studienlage relativ zwiegespalten ist. Vier Studien berichten daruber, dass das
lange Rep1-Allel mit einem fruheren Erkrankungsbeginn einhergehe. Unter diesen
schloss eine Studie Uber 4.000 Patienten in ihre Analysen ein [74]. Sechs weitere
Studien fanden keinen Zusammenhang zwischen Rep1 und dem Erkrankungsalter.
Darunter eine Metaanalyse [71] und eine weitere Studie [76] mit hoher Patienten-
zahl und Aussagekraft. Insgesamt deuten der momentane Stand der Literatur und
die vorliegende Arbeit eher darauf hin, dass kein Zusammenhang zwischen Rep1
und dem Erkrankungsalter besteht. Aber trotz der betrachtlichen Teststarke einiger
der in Tabelle 29 aufgefuhrten Studien, sind die Ergebnisse inkonsistent. Das
nachfolgende Kapitel soll der Frage, weshalb die Untersuchungen von Rep17 oft zu
solch unterschiedlichen Ergebnissen fuhren, nachgehen.
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Tabelle 29: Studienlage zur Assoziation von Rep? mit dem Erkrankungsalter

a. Bezeichnet, wie viel friher Patienten erkranken, die mindestens ein langes Allel tragen, im Ver-
gleich zu dem, was im Studien-Modell spezifiziert ist

b. Bezeichnet den Vergleich der mittleren Erkrankungsalter in den einzelnen Genotyp-Gruppen

c. Studie bezieht sich auf asiatische Patienten

Studie

Anzahl
Patienten

Studien-Modell

Mittlerer Unterschied im
Erkrankungsalter

langes Rep1-Allel assoziiert mit einem fritheren Erkrankungsalter

Hadjigeorgiou 3,6 Jahre friiher @
2006 [75] 178 langes Allel vs. Rest 0 =003
. 3
Pankratz 2009 [77]| 461  langes Allel vs. Rest 2’2 g'%gf Jahre friher
. langes vs. kurzes 6,7 Jahre friiher 2
Rajput 2009 [78] 452 Allel 0 = 0,007
Vergleich der Geno- Erkrankungsalter abneh-
Chung 2014 [74] 4190 9 mend mit Rep71-Lange

typen °

p = 0,01

Rep1 nicht assoziiert mit dem Erkrankungsalter

langes Allel vs.

Tendentiell: Erkran-
kungsalter abnehmend

Diese Arbeit 1021 Rest (1); kurzes Al- mit Rep7-Lange
lel vs. Rest (2) (1) p = 0,34 (2) p = 0,39
Genotypenvergleich
Kruger 1999 [79] 146 bei early vs. late on- p > 0,05
set Parkinson
Genotypenvergleich
Tan 2000 [82] 263 bei early vs. late on- p > 0,05
set Parkinson
Genotypenvergleich
Tan 2003 [83] © 206 bei early vs. lateon- p=1,0
set Parkinson
Pals 2004 [80] 175 yerdlech versohie 1, 0,30
ener Haplotypen
Maraganore 2006 2692 Verglegch der Geno- 0= 0,55
[71] typen
Erkrankungsalter abneh-
Kay 2008 [76] 1802 :/erglegch der Geno- mend mit Rep7-Lange
ypen (Trend)
p = 0,055
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4.2.3.1 Beurteilung der gegensatzlichen Ergebnisse in der Literatur

4.2.3.1.1 Mégliche Beeinflussung von Rep1 durch SNPs

Aus der Literatur geht hervor, dass die Dinukleotidwiederholung Rep7 mit einigen
SNPs im Kopplungsungleichgewicht steht, diese also haufiger zusammen vererbt
werden, als es durch zufallige Rekombination zu erwarten ware [26, 77, 86, 114,
115]. Hier sind drei Studien hervorzuheben, die daruber berichten, dass das lange
Rep1-Allel in etwa 90 % der Falle zusammen mit dem Risiko-Allel des rs356219
SNPs vererbt wird (siehe Abbildung 10). Dieses ist das ,,G“-Allel, welches in gro-
Ren genomweiten Assoziationsstudien als ein Risikofaktor fur die Parkinson-
Krankheit identifiziert wurde [28]. In einer anderen Studie mit rund 1.400 Patienten
wurde zudem festgestellt, dass Patienten mit diesem Allel ein signifikant niedrige-
res Erkrankungsalter aufwiesen als diejenigen, die es nicht trugen (2,4 bis 2,9 Jah-
re friher) [85]. Nun kommt das Risikoallel des SNPs in 37 bis 41 % der Patienten
vor [28, 113, 115], das Risikoallel von Rep1 (langes Allel) lediglich in 7 bis 8 %
(siehe Kapitel 4.2.2). Das bedeutet, dass zwar die 7 bis 8 % der Patienten mit dem
Rep1-Risikoallel mit hoher Wahrscheinlichkeit auch das Risikoallel des SNPs tra-
gen, umgekehrt ist das aber in den meisten Fallen nicht so. Die Ubrigen SNP-
Risikoallele sind auf die kurzen und mittleren Rep7-Genotypen verteilt. Das wird
durch den niedrigen r>-Wert (r* = 0,09) des LDs deutlich (siehe Abbildung 10); er
besagt, dass die zwei Marker gering korreliert sind und somit die zwei Marker nicht
reziprok ausgedruckt werden kénnen, trotz des hohen LDs (D’ = 0,90-0,93 [77, 86,
115]).

Im Endeffekt tragt so etwa ein Drittel der Patienten mit kurzem und mittlerem
Rep1-Allel und fast alle Patienten mit dem langen Allel das SNP-Risikoallel. Da die
Studienlage dafur spricht, dass dieser SNP das Erkrankungsalter herabsetzt und
die Haufigkeit des SNPs hoch ist, ware es durchaus mdglich, dass dieser Effekt so
stark ist, dass sich die Unterschiede im Erkrankungsalter bei den Rep1-Genotyp-
Gruppen moglicherweise relativieren. Der Haupteffekt ware also eher vom SNP
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vermittelt und weniger von Rep1, was durchaus zu Inkonsistenzen bei Untersu-

chungen von Rep1 fuhren konnte.

@ d

a b c rs2737029 e f
Rep1 rs2619364 rs2119787 rs2572324 rs356219
5 . —— -
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6

Abbildung 10: Schematische Darstellung des SNCA-Gens und die Struktur des Kopplungs-
ungleichgewichts

A. Zeigt das SNCA-Gen mit Rep?1 am 5’-Ende und rs3562719 am 3’ Ende des Gens

B. Zeigt das paarweise Kopplungsungleichgewicht zwischen Rep7 (a) und je einem SNP (b-f), links
angegeben mittels r*, rechts mittels D’. Dieser wird zwischen Rep? und rs356219 beschrieben mit

r* = 0,09 und D’ = 0,90. Ex = Exon, rs = reference SNP

(Abbildung modifiziert aus [86])

Um das Ausmal der Beeinflussung zu reduzieren, konnte man diesen SNP als
Kovariate in die Berechnung mit einschlieRen. In der vorliegenden Arbeit wurde
tatsachlich fur zehn SNPs korrigiert, die auf das gesamte SNCA-Gen verteilt waren
(Kapitel 3.3.3) und von welchen vier als Risikofaktoren fur die Parkinson-Krankheit
identifiziert wurden [26, 27, 113]. Einer dieser SNPs ist rs356220, welcher einen
hohen LD zu rs356219 aufweist (D’ = 0,99; r* = 0,97 [77]). Da in den Analysen
rs356220 als Kovariate einfloss, korrigierte die Berechnung so indirekt auch fur
rs356219 und weitere SNPs, die mit diesem im kompletten LD stehen — beispiels-
weise rs356165 [77] —, dessen Risikoallel ebenfalls mit einem niedrigeren Erkran-
kungsalter assoziiert wurde [116]. Damit legt die Untersuchung nahe, dass Rep1
das Erkrankungsalter auch dann nicht beeinflusst, wenn fur den Effekt von
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rs356219 korrigiert wird. Es ist aber durchaus sinnvoll, weiterfUhrende Studien
durchzufuhren, um diesen Sachverhalt weiter zu prufen, zumal nicht auszuschlie-
Ren ist, dass weitere SNPs existieren, die moglicherweise auch das Erkrankungs-

alter beeinflussen.

4.2.3.1.2 Mogliche Beeinflussung des Rep1-Effekts durch Umweltfaktoren

Einige Autoren vertreten die Meinung, dass widerspruchliche Erkenntnisse bei der
Erforschung der Assoziation zwischen einem Gen und der Parkinson-Krankheit
teilweise darauf zurlckzufUhren sind, dass Studien haufig keine Gen-Umwelt-
Interaktionen untersuchen [117, 118]. Die Inkonsistenzen in der bisherigen Rep17-
Literatur kdnnten also zum Teil von Umweltfaktoren — wie zum Beispiel dem Rau-
chen oder Schadel-Hirn-Traumata — herrihren, welche durch bestimmte Mecha-

nismen, die noch nicht ausreichend verstanden sind, Gen-Effekte modulieren.

Schadel-Hirn-Trauma (traumatic brain injury)

Es wurde festgestellt, dass Personen, die ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT) erlitten,
in ihrem spateren Leben haufiger neurodegenerative Erkrankungen und eine De-
menz entwickeln als Personen ohne SHT in der Anamnese [119]. Eine kurzlich
veroffentlichte Meta-Analyse von Jafari et al. untersuchte den Zusammenhang
zwischen einem SHT — definiert durch Bewusstseinsverlust oder Gehirnerschutte-
rung oder postkommotionelles Syndrom (Amnesie, vestibulare Symptome, motori-
sche/sensorische Symptome) — und dem Risiko, Parkinson zu entwickeln. Dabei
wurde ein leicht erhohtes Risiko (Odds-Ratio von 1,57) festgestellt [120]. Mogliche
Erklarungen konnten die Erkenntnisse von Uryu et al. liefern, die erhohte alpha-
Synuklein-Konzentrationen im Hirngewebe von Patienten mit SHT beschrieben
[121]. Maus-Experimente zeigten zudem, dass axonale Schaden, wie sie nach ei-
nem SHT auftreten kénnen, zu einer voribergehenden Anderung in der alpha-
Synuklein-Verteilung in Neuronen fuhren konnen, mit einer erheblichen Akkumula-
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tion des Proteins in den geschadigten Axonen von alten Mausen, aber nicht bei
jungen [122, 123].

Wie der Zusammenhang zwischen SHT und der Akkumulation von alpha-
Synuklein genau aussieht, ist bislang unklar, jedoch konnte Rep7 in dem Prozess
eine Rolle spielen. Zwei unabhangige Studien berichten, dass ein SHT signifikant
mit der Erkrankung an Parkinson assoziiert sei bei Personen, die das lange Rep1-
Allel tragen (Odds-Ratio zwischen 3 und 5), verglichen mit Personen, die kurzere
Rep1-Allele tragen. AuRerdem stellten sie kein hoheres Risiko fur Personen mit
mindestens einem kurzen Rep17-Allel und einem SHT in der Anamnese fest [124,
125]. Es ist also denkbar, dass durch ein SHT Mechanismen in Gang gesetzt wer-
den, die moglicherweise Rep1 sowie Alterungsprozesse einschliel3en und letzten
Endes eine leicht erhdhte alpha-Synuklein-Expression uber Jahre hinweg bewirken
konnten, was mit der Zeit zur Degeneration von Neuronen und zur Parkinson-
Krankheit fuhrt.

Interessanterweise fanden Goldman et al. zusatzlich, dass Parkinson-Patienten,
die in ihrer Studie mindestens ein langes Rep7-Allel trugen und ein SHT in ihrer
Anamnese aufwiesen, im Durchschnitt ein um etwa 4,9 Jahre fruheres Erkran-
kungsalter aufwiesen, verglichen mit allen anderen Personen, unabhangig vom
Genotyp und dem SHT Status [124]. Sicherlich werden weitere Studien bendtigt,
um diesen Sachverhalt weiter zu untersuchen. Wenn der Effekt, den ein SHT auf
das lange Rep7-Allel vermittelt, tatsachlich so grof ist, ware es moglich, dass in
Studien, die einen Zusammenhang zwischen Rep7 und dem Erkrankungsalter fan-
den, tendenziell mehr Patienten ein SHT erlitten haben, zumal die Inzidenz von
SHTs relativ hoch ist.

Zigarettenrauchen

Neben Risikofaktoren, die mit der Parkinson-Krankheit assoziiert sind, existieren
auch protektive Faktoren, die bis zu einem gewissen Mal} die Wahrscheinlichkeit
fur die Entstehung der Krankheit senken konnen. Zigarettenrauchen ist solch ein
gut belegter Faktor [126]. Zwei Studien konnten ferner zeigen, dass Rauchen ei-
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nen beeinflussenden Faktor fur das Uber Rep? vermittelte Parkinson-Risiko dar-
stellt. Rauchen schien dabei das erhdhte Risiko des langen Rep7-Allels zu ,neutra-
lisieren. In der Studie hatten nur die Personen mit dem langen Allel, die
Nichtraucher waren, ein erhohtes Risiko. Das niedrigste Risiko zeigte die Kombina-
tion aus dem protektiven, kurzen Allel und einem positiven Raucherstatus [127,
128].

Wenn man davon ausgeht, dass Rauchen das Parkinson-Risiko des langen Rep1-
Allels reduzieren kann, ist es auch maoglich, dass eventuelle krankheitsmodifizie-
rende Effekte von Rep1 abgeschwacht werden. Dazu liegen jedoch bislang keine
Studien vor.

Die Pravalenz des Rauchens in der Bevolkerung ist recht hoch. Es ist also mog-
lich, dass ein relevanter beeinflussender Faktor vorliegt. Diese Arbeit hat den Rau-
cherstatus, so wie die meisten anderen Studien, nicht als Kovariate in die Analysen
mit einbezogen. Pankratz et al. fanden, dass bei ihren Patienten der Raucherstatus
keinen Unterschied in der Signifikanz ihrer Ergebnisse machte [77]. Wahrschein-
lich ware es trotzdem erkenntnisreich, in weiterfuhrenden Studien den Rauchersta-
tus mit zu erheben und mit zu analysieren. Ein Hinweis dafur liefert die Studie von
Chung et al., die einen Zusammenhang bei Uber 4.000 Patienten zwischen Rep1
und dem Erkrankungsalter fanden und dabei fur den Raucherstatus (in ,pack
years®) korrigierten [74].

4.2.4 Rep1 und klinische Parameter

Die Untersuchungen zu den klinischen Parametern dieser Studie wurden einerseits
als Querschnittsanalyse, andererseits als Longitudinalanalyse durchgefuhrt. Die
Patientenzahlen in den Querschnittsuntersuchungen sind mit wenigen hundert re-
lativ gering, um starke Aussagen uber Assoziationen machen zu kénnen, zumal
das ,Risikoallel” von Rep1 eine relativ geringe Frequenz aufweist. Solche Studien
neigen dazu, aufgrund ihrer moderaten bis niedrigen Teststarke (power) falsch po-

sitive und falsch negative Ergebnisse zu liefern [129]. Die meisten anderen Stu-
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dien, die uber Zusammenhange von Rep? und klinischen Parametern berichten,
weisen ahnliche Patientenzahlen auf, wodurch die Untersuchungen dieser Arbeit
aber durchaus die bisherige Studienlage bereichern konnen.

Querschnittsanalysen konnen inharent nur ,Momentaufnahmen® liefern. Sie kon-
nen also keine Aussagen daruber treffen, wie sich die einzelnen Parameter in Ab-
hangigkeit von der Zeit verhalten. Um diese Progression zu untersuchen, bieten
sich Longitudinalanalysen an. Die Langsschnittuntersuchungen dieser Studie ge-
hen nur Uber ein bis zwei Jahre und weisen nur wenige Patienten auf (40 bis 150).
Da sich die Teststarke als relativ gering darstellt, ist die Interpretation dieser Er-
gebnisse demnach mit groRer Vorsicht vorzunehmen und die Aussagekraft ist
dementsprechend limitiert.

4.2.4.1 Motorische Marker — UPDRS Il

Die vorliegende Arbeit fand in der Querschnittsanalyse bei uber 300 Patienten und
einer mittleren Krankheitsdauer von 6,3 Jahren keinen Unterschied in den mittleren
UPDRS IllI-Werten zwischen den verschiedenen Rep7-Genotypen. Eine Starke
dieser Analyse ist, dass fur einige beeinflussende Variablen korrigiert wurde: Ei-
nerseits fur das Alter, das den starksten bekannten Risikofaktor fur die Parkinson-
Krankheit darstellt und Einfluss auf die Krankheitsprogression nimmt [130]. Ande-
rerseits fur die Krankheitsdauer, da diese die motorischen (sowie nichtmotori-
schen) Fahigkeiten auch stark beeinflusst. Patienten mit langerer Krankheitsdauer
zeigen im Durchschnitt eine schlechtere motorische Funktion. Bei Patienten, die
unter Parkinson-Medikation untersucht wurden (ON), wurde in einer zusatzlichen
Analyse auch fiir die tagliche L-Dopa-Aquivalenzdosis korrigiert. Das ist sinnvoll,
wenn man betrachtet, dass zwei Patienten die gleichen UPDRS-Werte haben kon-
nen, wahrend der eine Patient aber wesentlich hohere L-Dopa-Dosen bendtigt, um
diesen motorischen Wert zu erreichen. Andererseits kann dieses Ergebnis, in An-
betracht der Patientenzahl und durch die in der Natur von Querschnittsanalysen

liegenden Schwachen, die Frage sicherlich nicht abschliel3end beantworten.
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Die longitudinale Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede in den motori-
schen Werten. Es wurde zwar hier darauf geachtet, dass die einzelnen Genotyp-
Gruppen in Alter, Krankheitsdauer und L-Dopa-Aquivalenzdosis keine signifikanten
Unterschiede zeigen — um homogene Versuchsgruppen zu erhalten —, die Patien-
tenzahl ist aber mit 29 sehr klein und der Beobachtungszeitraum von nur einem
Jahr kurz.

Es gibt nur wenige Studien zu der Frage, ob Rep7 motorische Parameter beein-
flussen konnte. Ritz et al. fanden in ihrer longitudinalen Analyse, mit 233 Patienten
uber einem Zeitraum von rund funf Jahren, ein vierfach erhohtes Risiko fur Patien-
ten mit dem langen Rep7-Allel fur eine schnellere Verschlechterung der motori-
schen Fahigkeiten (gemessen durch die Anderung des UPDRS Il pro Zeiteinheit)
[84]. Im Gegensatz dazu fanden Markopoulou et al. in ihrer Studie, mit 854 Patien-
ten Uber einem Zeitraum von bis zu 15 Jahren, das Gegenteil. Das lange Rep1-
Allel zeigte ein geringeres Risiko, motorische Beeintrachtigungen zu entwickeln
(ein Hoehn & Yahr-Stadium von 4 oder 5 zu erreichen), wohingegen das kurze Al-
lel mit einer Verdopplung dieses Risikos einherging (verglichen mit langeren Rep1-
Allelen). Sie bildeten die Hypothese, dass das lange Rep7-Allel moglicherweise
praklinisch das Risiko fur Parkinson erhohe, beim manifesten Parkinson hingegen
einen eher protektiven Effekt austube [131].

Beide Studien fanden, dass Rep 7 motorische Parameter beeinflusst, allerdings wa-
ren es jeweils andere Allele und unterschiedliche Wirkungs-Richtungen. Es
herrscht also noch Unklarheit, ob ein und welches Allel das Risiko vermitteln konn-
te. Die vorliegende Arbeit ist insofern schwer mit diesen Studien zu vergleichen,
als dass die longitudinale Analyse eine zu geringe Anzahl an Patienten aufweist
und die Querschnittsanalyse mit den longitudinalen Modellen der Literatur nur be-
grenzt vergleichbar ist. Es sind somit weitere Studien notwendig, um diese Frage

befriedigender klaren zu konnen.
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4.2.4.2 Gedachtnisleistung

Diese Studie konnte weder in Querschnitts- noch in Langsschnittanalysen einen
Einfluss von Rep1 auf die kognitive Leistung zeigen. Die Analysebedingungen wa-
ren analog zu denen beim UPDRS (Korrektur fur Kovariaten). Die Quer-
schnittsanalyse des MMST schloss knapp 600 Patienten ein, weshalb die
Aussagekraft um einiges hoher ist als bei den motorischen Markern und der MoCA
Analyse mit etwa 100 Patienten.

Der Anteil an Patienten in dieser Arbeit mit kognitivem Defizit war mit 10 % relativ
gering, gemessen anhand des MMST. Im Vergleich dazu wurden Pravalenzen fur
eine Demenz bei Parkinson in der Literatur mit 30 - 50 % beschrieben [4, 14, 132].
Wahrscheinlich ist das bedingt durch Schwachen des sehr haufig verwendeten
MMST, welcher einerseits einige kognitive Felder, die beim Parkinson beeintrach-
tigt sind, nicht erfasst — zum Beispiel die exekutive Dysfunktion. Zum anderen
weist er einen Deckeneffekt auf (ceiling effect), weshalb Patienten mit normalen
MMST-Werten trotzdem kognitive Einschrankungen oder eine Demenz aufweisen
konnen [16]. Man kann aber davon ausgehen, dass die Patienten, welche beim
MMST unter dem cut-off lagen, mit hoher Wahrscheinlichkeit kognitive Beeintrach-
tigungen hatten. Wenn also ein relevanter Zusammenhang zwischen Rep7 und der
Gedachtnisleistung bei Parkinson-Patienten bestunde, hatte sich das vermutlich in
der Genotyp-Verteilung abgezeichnet. Der Anteil an Patienten mit kognitivem Defi-
zit, wenn er mit Hilfe des MoCA gemessen wird, kommt mit 30 % den Angaben der
Literatur relativ nahe, was wohl an der hoheren Sensitivitat dieses Tests liegt. Da
auch hier keine Assoziation zu finden war, bekraftigt das nur das Ergebnis.

Die Studie Iasst allerdings nicht zu, dass auf die Demenz als Ursache fur ein kogni-
tives Defizit geschlossen wird, da beispielsweise auch depressive Patienten
schlecht im MMST oder MoCA abschneiden konnen (Pseudodemenz) [18].

Die Langsschnittuntersuchung leidet hier unter den gleichen Schwachen, die auch
bei den motorischen Markern auftraten: eine kleine Patientenzahl und nur zwei Er-

hebungen in einem Abstand von lediglich einem Jahr.
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De Marco et al. fuhrten eine Studie durch, um den Zusammenhang von Rep7 und
Demenz zu untersuchen. Dabei verglichen sie die Rep7-Genotypen in 114 demen-
ten und ebenso vielen nicht dementen Parkinson-Patienten. Die Frequenzen wa-
ren nicht signifikant verschieden [133]. Zusatzlich fanden Keri et al. keine
Anzeichen dafur, dass der Rep1-Status das sequenzielle Lernen (cognitive se-
quence learning) in 204 gesunden Probanden beeinflussen wirde [134]. Diese
Studien waren Querschnittsanalysen und sind somit relativ gut vergleichbar mit
den Ergebnissen dieser Studie. Die vorliegende Arbeit ist mit diesen Studien im
Einklang darUber, dass Rep1 vermutlich keinen Einfluss auf kognitive Fahigkeiten
ausubt.

Die Ergebnisse von Markopoulou et al. besagen auch hier das Gegenteil, sie sind
aber konsistent mit ihren eigenen Berichten Uber die motorische Funktion (siehe
Kapitel 4.2.4.1). Sie fanden bei ihren Patienten, dass das lange Rep7-Allel mit ei-
nem reduzierten Risiko verbunden war, ein kognitives Defizit zu entwickeln (MMST
< 26 Punkte), wohingegen das kurze Allel mit einem hoheren Risiko einherging
[131]. In Anbetracht dieser Ergebnisse bleibt die Studienlage inkonsistent und es
wird klar, dass weitere longitudinale Studien bendtigt werden, um ein klareres Ver-

standnis zu bekommen.

4.2.4.3 Depression

Diese Arbeit fand keine Assoziation zwischen Rep17-Status und Depression (ge-
messen anhand des BDI). Hierbei wurde auf die Korrektur flr Alter und Krank-
heitsdauer verzichtet, da die klinische Erfahrung daflr spricht, dass eine
Depression eher wenig von diesen Faktoren beeinflusst wird [18]. Der Anteil an
Patienten, die in dieser Arbeit stark depressive Symptome zeigten (BDI > 18 Punk-
te), ist mit 10,2 % mit den Pravalenzen fur eine Depression bei Parkinson-
Patienten vergleichbar (je nach Land 4 - 50 %) [18]. Man kann also davon ausge-
hen, dass die Ergebnisse der Patienten reprasentativ sind. Jedoch kann diese Ar-
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beit nur Uber depressive Symptome berichten (quantifiziert durch den BDI), da ein
BDI-Wert Uber dem cut-off allein noch keine Diagnose einer Depression darstellt.
Es soll bemerkt werden, dass in der Analyse nicht fur den Antidepressiva-Status —
ob Patienten Antidepressiva einnahmen oder nicht — korrigiert wurde. Das ist eine
Schwache, da ein Patient mit einer diagnostizierten Depression durchaus normale
BDI-Werte aufweisen kann, wenn dieser unter medikamentoser Therapie steht. Fur
die vorliegende Arbeit lag keine Information Uber den Antidepressiva-Status vor, so
ist es auch schwierig, die Starke der Beeinflussung abzuschatzen.

Da im Moment keine publizierten Studien vorliegen, welche den Zusammenhang
zwischen Depression und dem Rep7-Status bei Parkinson-Patienten untersuchten,
kann diese Arbeit als Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen gesehen wer-
den, maoglichst mit longitudinalem Studiendesign. Unter Umstanden ware das er-
kenntnisreich, zumal die Studie von Lenz et al. fand, dass langere Rep7-Allele mit

schlechteren BDI-Werten bei 213 gesunden Probanden assoziiert waren [135].

4.2.4.4 L-Dopa-Aquivalenzdosis

Tendenziell wiesen Patienten mit langeren Rep7-Genotypen hohere L-Dopa-
Aquivalenzdosen auf, wobei die Ergebnisse nicht signifikant waren. Der Grund fiir
die Testung der L-Dopa-Dosis ist einerseits, dass sie einen recht guten Marker fur
den allgemeinen Zustand (motorisch und teilweise auch nicht-motorisch) des Pati-
enten darstellt. Andererseits existieren im Moment sehr wenige Parameter anhand
derer man abschatzen kann, wie schnell die Krankheit voranschreiten und wie sich
der L-Dopa-Bedarf des Patienten andern wird.

Die Querschnittsanalyse war ahnlich wie beim UPDRS fur Alter und Krankheits-
dauer korrigiert und mit einer Patientenzahl von Uber 500 recht aussagekraftig. Die
Langsschnittanalyse hatte zwar eine langere Laufzeit als die weiter oben beschrie-
benen (bis drei Jahre), die Patientenzahl ist aber auch hier vergleichsweise gering
(unter 100 Patienten).
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Bislang sind aus der Literatur keine Studien bekannt, die Rep7 und die L-Dopa-
Dosis untersuchten. Es ware aber sinnvoll, den Sachverhalt weiter zu untersuchen,
da die Erkenntnisse das Potenzial bergen konnten, die Patientenberatung zu ver-

bessern.

4.2.4.5 Beurteilung der Erkenntnisse uber klinische Parameter

Insgesamt ist die Studienlage, was die Assoziation von Rep? mit klinischen Mar-
kern angeht, ahnlich dem Erkrankungsalter, inkonsistent. Zu den Markern, die un-
tersucht wurden, existieren einige Studien (wie diese Arbeit), die keinen
Zusammenhang fanden; andere Studien hingegen widersprechen sich das Risi-
koallel betreffend. Es ist denkbar, dass auch diese Analysen durch SNPs und Um-
weltfaktoren (zum Beispiel Rauchen und Schadel-Hirn-Traumata) beeinflusst
werden, analog wie im Kapitel 4.2.3.1 zum Erkrankungsalter ausgefuhrt wurde. Es
ist aber auch denkbar, dass die Studien durch ihre relativ geringen Teststarken
und dadurch bedingten moglichen falsch positiven und negativen Ergebnissen ge-
gensatzlich sind [129]. Schlie3lich wurden auch ethnische Differenzen als mogliche
Ursache fur variable Ergebnisse beschrieben [133]. Es gibt Hinweise dafur, dass je
nach genetischer Ausstattung Lokus-Heterogenitaten im SNCA-Gen auftreten
konnen [114], also in verschiedenen ethnischen Gruppen unterschiedliche Gen-
veranderungen eine Rolle spielen konnen. AufRerdem sind betrachtliche Unter-
schiede in den Rep7-Allel- und Genotyphaufigkeiten zwischen asiatischen
einerseits und europaischen, nordamerikanischen und australischen Patienten an-
dererseits bekannt. Nun weisen einige Studien eine grol3e ethnische Heterogenitat
unter ihren Patienten auf (zum Beispiel Chung et al. [74] und Ritz et al. [84]).

Es ist letzten Endes ersichtlich, dass weitere und grof3ere Studien nétig sind, wel-
che unter Beachtung der beeinflussenden Parameter moglicherweise mehr Kilar-
heit in die bisherige Studienlage bringen konnen.
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4.2.5 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der Arbeit

Die Entdeckung, dass bestimmte Rep7-Genotypen einen Risikofaktor fur die spo-
radische Parkinson-Krankheit darstellen, lie3 die ldee entstehen, Rep1 kodnnte
auch krankheitsmodifizierend wirken. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten hinge-
gen darauf hin, dass Rep1 solche Effekte nicht ausubt.

Bezuglich des Erkrankungsalters spricht das Ergebnis, vor dem aktuellen wissen-
schaftlichen Hintergrund dieser Thematik, tatsachlich eher gegen einen Zusam-
menhang mit Rep1. Ferner ist es auch unwahrscheinlich, dass Rep7 mit kognitiven
Defiziten oder der taglichen L-Dopa-Dosis assoziiert ware. Ob es sich bestatigt,
dass kein Zusammenhang zu einer Depression besteht, bleibt abzuwarten. Die
motorischen Fahigkeiten betreffend, lasst sich durch die Literatur und die Ergeb-
nisse dieser Studie nicht abschlie3end klaren, wie die Rolle von Rep1 aussieht. Es
ist biologisch maoglich, dass Rep1 motorische Fertigkeiten beeinflusst; ob das aber
in Wirklichkeit so ist, oder welches Allel sich im Endeffekt als Risikoallel bestatigen
konnte, ist noch unklar.

Schliel3lich existieren viele mogliche Faktoren, die Zusammenhange zwischen
Rep1 und krankheitsmodifizierenden Effekten beeinflussen kdnnten, die in dieser
Arbeit diskutiert werden. Unter diesen sind Umweltfaktoren wie Rauchen und
Schadel-Hirn-Traumata, die genetische Heterogenitat in verschiedenen ethnischen
Gruppen und SNPs, die moglicherweise Rep1 beeinflussen oder vielleicht sogar
selbst groRRere Effektstarke zeigen.

4.3 Ausblick

Um die Ergebnisse dieser Studie zu validieren und mehr Klarheit in die inkonsis-
tente Studienlage zu bringen, konnten die moglichen krankheitsmodifizierenden Ef-
fekte von Rep1 in einer grofieren Kohorte untersucht werden, die einen moglichst
homogenen genetischen Hintergrund hat. Fur das Erkrankungsalter ware weiterhin
eine Querschnittsstudie geeignet. Fur die motorischen Symptome, Demenz, De-

pression und Parkinson-Medikation wurde sich ein longitudinales Studiendesign
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anbieten, mit einem adaquaten Beobachtungszeitraum. Dabei wurde es sich emp-
fehlen, ausgewahlte Risiko-SNPs vom SNCA-Gen zusammen mit Rep7 zu unter-
suchen. Es konnten so durch Bestimmung von Kopplungsungleichgewichten und
Analyse der Haplotypen mehr Informationen daruber gewonnen werden, ob und
welcher der genetischen Marker Effekte ausubt. Es ware zudem sinnvoll, wenigs-
tens den Raucherstatus in die Analyse miteinzubeziehen.

Ferner ware es moglich den Pathomechanismus zu ergrinden, wie Rep1 zu einem
erhohten Parkinson-Risiko fuhrt. Man kdnnte einerseits nach Transkriptionsfakto-
ren suchen, die durch die Interaktion mit Rep7 in der Lage waren, die alpha-
Synuklein-Expression zu modulieren. Es existieren schon Vorschlage, wonach das
DNA-Bindungsprotein und Transkriptionsregulator Poly-(ADP-ribose)-polymerase 1
(PARP-1) durch unterschiedliche Rep1-Langen zur variablen Expression von al-
pha-Synuklein fihren konnte [68]. Fur die weiterfUhrende Aufklarung dieser Zu-
sammenhange waren zum Beispiel Zellkultur-Analysen geeignet, bei denen man
Transkriptionsfaktoren isolieren, mMRNA und Proteinkonzentrationen bestimmen
und in denen man den Rep17-Status festsetzen kann. Moglicherweise konnten Er-
kenntnisse gewonnen werden, die auch therapeutische Konsequenzen haben
wurden.

Andererseits konnte man den Beitrag der Epigenetik prufen, da kurzlich veroffent-
lichte Studien zeigen, dass SNCA-Varianten wie Rep7 und SNPs den Methylie-
rungsstatus von Intron 1 Dbeeinflussen koénnen [136, 137] und der
Methylierungsstatus von Intron 1 mit der Expression von alpha-Synuklein in Ver-
bindung gebracht wurde [138]. Es konnten sich beispielsweise Post-mortem-
Analysen und Tiermodelle anschlieen, die das Ausmal} der Methylierung und die
Konzentration der Methylierungsenzyme in verschiedenen Gehirnregionen be-
stimmen konnten (zusammen mit den SNCA-Varianten). In diesem Zusammen-
hang ware es auch interessant zu untersuchen, wie Schadel-Hirn-Traumata mit
Rep1 zusammenhangen, beziehungsweise wie es zu einer Erhdhung der alpha-
Synuklein-Konzentration in dessen Folge im Gehirn kommt. Auch hier konnte die

Epigenetik einen Beitrag leisten, da Schadel-Hirn-Traumata weit verbreitete epige-
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netische Risikofaktoren fur neurodegenerative Erkrankungen und fur Demenz dar-
stellen [119]. Falls sich die Epigenetik als ein Faktor in der Pathogenese bestatigen
wurde, konnten zum ersten Mal Medikamente entworfen werden (zum Beispiel Me-
thylierungshemmer), die mehr oder minder kausal in das Krankheitsgeschehen der
Parkinson-Krankheit eingreifen wurden. Schliellich konnten die Erkenntnisse auch
dazu fuhren, dass Krankheitsprozesse besser verstanden werden, was die Beurtei-
lung des individuellen Krankheitsverlaufs von Patienten moglicherweise erleichtern
konnte. Dies ware sowohl aus der Sicht der Patienten als auch der behandelnden
Arzte wiinschenswert.

Letztlich kdnnte man mit einem &ahnlichen Studiendesign wie oben beschrieben
nach ahnlichen krankheitsmodifizierenden Genvarianten in anderen vielverspre-
chenden Genen suchen (zum Beispiel in LRRK2 oder MAPT).
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5 Zusammenfassung

Von der Feststellung ausgehend, dass Duplikationen und Triplikationen des
SNCA-Gens seltene, familiare Formen der Parkinson-Krankheit verursachen kon-
nen, wurde die Hypothese abgeleitet, das Risiko fur die Parkinson-Krankheit konn-
te mit der Translationsrate von SNCA steigen (Dosis-Effekt). Konsequenterweise
wurden Regionen des Gens untersucht, welche fur dessen Expression zustandig
sind, sogenannte Promotor-Regionen. Es wurde jedoch schnell klar, dass die
meisten genetischen Varianten lediglich die Empfanglichkeit fur die sporadische
Parkinson-Krankheit erhohen, aber nicht direkt krankheitsverursachend wirken.
Rep1, eine Dinukleotid-Wiederholungssequenz in der Promotor-Region von SNCA,
wurde als vielversprechende genetische Variante entdeckt, welche das Risiko, an
Parkinson zu erkranken, beeinflussen kann. Es kommt in der hiesigen Bevolkerung
in drei haufigen Allelen vor (kurz, mittel, lang), wobei entdeckt wurde, dass das
lange Allel das Parkinson-Risiko erhohe und das kurze Allel dieses senke. Diese
Erkenntnis fuhrte zu weiteren Untersuchungen, die prufen sollten, ob Rep71 auch
krankheitsmodifizierende Effekte haben konnte in der Hoffnung, den Krankheits-
verlauf von Patienten individualisierter beurteilen zu konnen. Das Ziel dieser Arbeit
war es, das Wissen uber diese Effekte zu erweitern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu die Rep1-Genotypen von 1.025 Parkinson-
Patienten mithilfe der DNA-Fragmentanalyse bestimmt. Anschliefend wurde im
ersten Teil der Analysen gepruft, ob die einzelnen Patientengruppen verschiedener
Genotypen ein unterschiedliches Erkrankungsalter aufweisen. Der zweite Teil kon-
zentrierte sich auf die Frage, ob es Hinweise darauf gibt, dass Rep? auch klinische
Parameter beeinflussen kann. Dazu wurden die Punktwerte von Beurteilungs- und
Fragebogen zu motorischen Fahigkeiten, Gedachtnisleistung, depressive Symp-
tomatik sowie die Parkinson-Medikation unter den Genotypen verglichen, einer-
seits in Querschnittsuntersuchungen, andererseits in longitudinalen Analysen.
Diese Studie fand weder im Erkrankungsalter noch in den klinischen Parametern
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Rep7-Genotypen. Mit diesen
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Ergebnissen konnte mehr Klarheit in die bisherige Datenlage gebracht werden in
der Hinsicht, dass die uberwiegende Zahl der Hinweise nun darauf hindeutet, dass
Rep1 das Erkrankungsalter nicht beeinflusst. Auch ein kognitives Defizit und die
Parkinson-Medikation scheinen nicht mit Rep? zusammenzuhangen. Hingegen
bleibt aufgrund der Inkonsistenzen in der Literatur die Rolle von Rep1 bezuglich
der motorischen Fahigkeiten und der depressiven Symptomatik ungeklart. Hierzu
werden weitere Studien mit groReren Kohorten notwendig sein, um diese Fragen
zu klaren. Schlieldlich bietet diese Arbeit mdogliche Erklarungen, weshalb es oft zu
widerspruchlichen Ergebnissen in Studien zu Rep1 kommt. Einerseits konnte das
Rep1-Assoziationssignal wegen einem hohen Kopplungsungleichgewicht moglich-
erweise ein SNP-Signal reflektieren und keinen unabhangigen Effekt darstellen.
Andererseits ware es moglich, dass postulierte Effekte des Rep7-Repeats von
Umweltfaktoren modifiziert werden, fur die in Studien nicht kontrolliert wurde.
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6 Anhang

6.1 UPDRS lll (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Ill)

18. Sprache
= Normal.
=  Leichte Abnahme von Ausdruck, Diktion und/oder Volumen.
= Monoton, verwaschen, aber verstandlich; malig beeintrachtigt.
=  Deutliche Beeintrachtigung, schwer zu verstehen.
= Unverstandlich.

19. Gesichtsausdruck
= Normal.
= Minimal veranderte Mimik, ein moglicherweise normales ,Pokergesicht".
=  Leichte, aber eindeutig abnorme Verminderung des Gesichtsausdruckes.
= MaRig verminderte Mimik; Lippen zeitweise geotffnet.
4 = Maskenhafte oder erstarrte Fazies mit stark oder vollig fehlendem
Gesichtsausdruck; Lippenstehen mind. 7mm weit auseinander.

0. Ruhetremor (Gesicht, rechte und linke, obere und untere Extremitat)

=  Kein Ruhetremor.

=  Leicht und intermittierend vorhandener Ruhetremor.

=  Persistierend mit kleiner Amplitude. Oder intermittierend auftretende,
mafige Amplitude.

= MalRige, die meiste Zeit vorhandene Amplitude.

=  Ausgepragte, die meiste Zeit vorhandene Amplitude.

21. Aktions- oder Haltungstremor (rechte und linke Hand)

0= Nicht vorhanden.

1= Leichtgradig; bei Bewegung vorhanden.

2= MaRige Amplitude, bei Bewegung vorhanden.

3= MaRige Amplitude, sowohl wahrend des Haltens als auch bei Bewegung

vorhanden.
4 =  Ausgepragte Amplitude; behindert die Nahrungsaufnahme.

22. Rigiditat (Nacken, rechte und linke, obere und untere Extremitat)
Prufung bei passiver Bewegung der grol3en Gelenke am sitzenden Patienten ohne
Berucksichtigung des Zahnradphanomens.
= Nicht vorhanden.
=  Diskrete Tonuserhohung oder nur bei gleichzeitig spiegelbildlich
durchgefuhrten oder anderen Bewegungen detektierbar.
2= Milde bis maRige Tonuserhdhung.

3= Deutliche Tonuserh6hung, das volle Bewegungsausmalf wird leicht
erreicht.
4 =  Starker Rigor, das volle Bewegungsausmal wird nur miihsam erreicht.
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23. Finger Tapping (rechts und links)

(Patient bertuhrt mit der ausgestreckten Zeigefingerspitze so schnell und mit so
groRer Amplitude wie moglich die Daumenspitze)

0= Normal.

1= Leichte Verlangsamung und/oder Verringerung der Amplitude

2= Malig eingeschrankt. Deutliche frihzeitige Ermudung. Gelegentlich kdnnen
Bewegungspausen auftreten.

3= Stark eingeschrankt. Haufige Starthemmungen oder plotzliche Pausen
wahrend des Bewegungsablaufs.

4 = Patient kann die Aufgabe nicht ausfuhren.

24. Handbewegungen (recht und linke Hand)
(Patient Offnet und schlief3t die Hande in schneller Folge und mit gro3tmoglicher

Amplitude)

0= Normal.

1= Leichte Verlangsamung und/oder Verringerung der Amplitude.

2= Malig eingeschrankt. Deutliche und frihzeitige Ermudung. Gelegentlich
konnen Bewegungspausen auftreten.

3= Stark eingeschrankt. Haufige Starthemmungen oder plotzliche Pausen
wahrend des Bewegungsablaufs.

4 = Patient kann die Aufgabe kaum ausfuhren.

25. Schnelle, wechselnde Handbewegungen (rechts und links)
(Patient wechselt in vertikaler oder horizontaler Richtung mit gro3tmoglicher
Amplitude und Geschwindigkeit zwischen Pronation und Supination)
= Normal.
=  Leichte Verlangsamung und/oder Verringerung der Amplitude.
= Malig eingeschrankt. Deutliche und frihzeitige Ermudung. Gelegentlich
konnen Bewegungspausen auftreten.
3= Stark eingeschrankt. Haufige Starthemmungen oder plotzliche Pausen
wahrend des Bewegungsablaufs.
= Patient kann die Aufgabe kaum ausfuhren.

26. Agilitat der Beine (rechts und links)
= Normal.
= Leichte Verlangsamung und/oder Verringerung der Amplitude.
=  MaRig eingeschrankt. Deutliche und frihzeitige Ermudung. Gelegentlich
konnen Bewegungspausen auftreten.
3 =  Stark eingeschrankt. Haufige Starthemmungen oder pl6tzliche Pausen
wahrend des Bewegungsablaufs.
= Patient kann die Aufgabe kaum ausfuhren.

27. Aufstehen vom Stuhl

(Patient versucht, aus dem Sitz auf einem Stuhl mit aufrechter Ruckenlehne mit
vor der Brust verschrankten Armen aufzustehen.)

0= Normal.

1= Langsam; oder bendtigt moglicherweise mehr als einen Versuch.
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2 Druackt sich an den Armlehnen nach oben.
3= Tendiert, zuruckzufallen und bendtigt moglicherweise mehrere Versuche,
kann jedoch ohne Hilfe aufstehen.
= Patient kann ohne Hilfe nicht aufstehen.

4
28. Haltung
0 Normal aufrechte Haltung.

1 Nicht ganz aufrechte, leicht vorgebeugte Haltung; konnte bei alteren
Menschen normal sein.

2= Malig vorgebeugte Haltung; eindeutig abnorm, ist moglicherweise leicht
zur Seite geneigt.

3 = Stark vorgebeugte Haltung mit Kyphose; ist moglicherweise maiig zur
Seite geneigt.

4 =  Schwer vornuber gebeugte Haltung extrem unnaturlichen Ausmalies.

29. Gang

0= Normaler Gang

1= Gehtlangsam, moglicherweise mit kurzen, schlurfenden Schritten, keine
Festination oder Propulsion.

2= Gehen mit Schwierigkeiten moglich, benotigt jedoch wenig oder keine

Hilfe; eventuell leichte Festinationen, kurze Schritte oder Propulsion.
3= Schwere Gangstorung, bendtigt Hilfe.
4 =  Patient kann auch mit Hilfe nicht gehen.

30. Posturale Stabilitat
(Patient steht mit gedffneten Augen und leicht auseinander stehenden Fll3en ge-
rade vor dem Untersuchenden, ist auf die Testung vorbereitet; Reaktion auf
plotzliche Schwerpunktverlagerung durch einen beidseitig kurzen, kraftigen Zug
nach hinten an den Schultern des Patienten.)

= Normal.
Retropulsion, Patient erlangt das Gleichgewicht ohne Hilfe wieder.
Keine Haltungsreaktion vorhanden; Patient wirde fallen, wenn er vom
Untersuchenden nicht aufgefangen wurde.
=  Sehr instabil; neigt dazu, auch spontan das Gleichgewicht zu verlieren.
=  Patient kann ohne Unterstutzung nicht stehen.

1
2

31. Allgemeine Bradykinesie und Hypokinesie

(Gesamteindruck aus Langsamkeit, Zogern, verminderten Mitbewegungen der
Arme, geringe Bewegungsamplitude und allgemeine Bewegungsarmut)

0= Keine.

1= Minimale Verlangsamung, Bewegungsausfuhrung wirkt bedachtig; konnte
bei manchen Menschen normal sein. Moglicherweise geringeres Amplitu-
denausmal.

2= Leichte Verlangsamung und Bewegungsarmut, die eindeutig abnorm sind;
oder Abnahme des Bewegungsausmales (Amplitude).

3= Malige Verlangsamung, Bewegungsarmut oder nur noch kleine Bewe-

gungsamplitude.
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4 = Ausgepragte Verlangsamung, Bewegungsarmut oder deutlich kleinere Be-
wegungsamplitude.

6.2 Beck-Depressions-Inventar (BDI)

Aus Beck et al. 1974 [139], deutsche Ausgabe: Hautzinger et al. 1994 [140]
A [0] Ich bin nicht traurig.
[1] Ich bin traurig.
[2] Ich bin die ganze Zeit traurig und komme nicht davon los.
[3] Ich bin so traurig oder unglicklich, daf® ich es kaum noch ertrage.

B [0] Ich sehe nicht besonders mutlos in die Zukunft.

Ich sehe mutlos in die Zukunft

Ich habe nichts, worauf ich mich freuen kann.

Ich habe das Gefuhl, daf3 die Zukunft hoffnungslos ist, und dal} die
Situation nicht besser werden kann.

———
WN -~
[y —

C [0] Ich fuhle mich nicht als Versager.
[1] Ich habe das Gefuhl, 6fter versagt zu haben als der Durchschnitt.
[2] Wenn ich auf mein Leben zuruckblicke, sehe ich blol} eine Menge
Fehlschlage.
[3] lch habe das Gefuhl, als Mensch ein volliger Versager zu sein.
D [0] Ich kann die Dinge genauso genielden wie fraher.
[1] Ich kann die Dinge nicht mehr so genief3en wie friher
[2] Ich kann aus nichts mehr eine echte Befriedigung ziehen.
[3] lch bin mit allem unzufrieden oder gelangweilt.
E [0] Ich habe keine Schuldgefuhle.
[1] Ich habe haufig Schuldgefuhle.
[2] Ich habe fast immer Schuldgefluhle.
[3] Ich habe immer Schuldgefuhle.
F [0] Ich habe nicht das Gefluhl, gestraft zu sein.
[1] Ich habe das Geflhl, vielleicht bestraft zu werden.
[2] Ich erwarte, bestraft zu werden.
[3] Ich habe das Gefunhl, bestraft zu sein.
G [O0] Ich bin nicht von mir enttauscht.

Ich bin von mir enttauscht.
[2] Ich finde mich fUrchterlich.
[3] Ich hasse mich.
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————

——

———— ————

———

= O
[ —

WN-0O WN-~O

[ S Ry S—y S—

N —-~O

[ S Ry S Sy S_—

[ S Ry S Sy S_—

[3]

————

WN-0O

[ S Ry S—y S—

[3]

——

= O
[ —

Ich habe nicht das Gefuhl, schlechter zu sein als alle anderen.
Ich kritisiere mich wegen kleiner Fehler und Schwachen.

Ich mache mir die ganze Zeit Vorwurfe wegen meiner Mangel.
Ich gebe mit fur alles die Schuld, was schiefgeht.

Ich denke nicht daran, mir etwas anzutun.

Ich denke manchmal an Selbstmord, aber ich wurde es
nicht tun.

Ich mochte mich am liebsten umbringen.

Ich wurde mich umbringen, wenn ich die Gelegenheit dazu hatte.

Ich weine nicht 6fter als friher.

Ich weine jetzt mehr als fruher.

Ich weine jetzt die ganze Zeit.

Fraher konnte ich weinen, aber jetzt kann ich es nicht mehr, obwohl
ich es mochte.

Ich bin nicht reizbarer als sonst.

Ich bin jetzt leichter verargert oder gereizt als fruher.

Ich fuhle mich dauernd gereizt.

Die Dinge, die mich fruher geargert haben, berihren mich jetzt nicht
mehr.

Ich habe nicht das Interesse an Menschen verloren.

Ich interessiere mich jetzt weniger fur Menschen als friher.

Ich habe mein Interessen an anderen Menschen zum grof3ten Teil
verloren.

Ich habe mein ganzes Interesse an anderen Menschen verloren.

Ich bin so entschluf3freudig wie immer.

Ich schiebe Entscheidungen jetzt ofter als fruher auf.

Es fallt mir jetzt schwerer als fruher, Entscheidungen zu treffen.
Ich kann Uberhaupt keine Entscheidungen mehr treffen.

Ich habe nicht das Gefuhl, schlechter auszusehen als friher.

Ich mache mir Sorgen, dal} ich alt oder unattraktiv aussehe.

Ich habe das Gefuhl, da® Veranderungen in meinem Aussehen auf-
treten, die mich hallich machen.

Ich finde mich haldlich.

Ich kann so gut arbeiten wie friher.
Ich mul® mir einen Ruck geben, bevor ich eine Tatigkeit in Angriff
nehme.
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[2] lch mul® mich zu jeder Tatigkeit zwingen.
[3] Ich bin unfahig zu arbeiten.

Ich schlafe so gut wie sonst.

Ich schlafe nicht mehr so gut wie friher.

Ich wache 1 bis 2 Stunden frUher auf als sonst, und es fallt mir
schwer, wieder einzuschlafen.

[3] Ich wache mehrere Stunden friher auf als sonst und kann

nicht mehr einschlafen.

———
N —-O
[ Ty T—

Ich ermude nicht starker als sonst.
Ich ermude schneller als friher.
[2] Fastalles ermudet mich.
[3] Ichbin zu mide, um etwas zu tun.

Mein Appetit ist nicht schlechter als sonst.
Mein Appetit ist nicht mehr so gut wie fruher.
Mein Appetit hat stark nachgelassen.

Ich habe Uberhaupt keinen Appetit mehr.

————
WN-O0O
[ O T Ty S—

[0] Ich habe in der letzten Zeit kaum abgenommen.

[1] Ich habe mehr als 2 Kilo abgenommen.

[2] Ich habe mehr als 5 Kilo abgenommen.

[3] Ich habe mehr als 8 Kilo abgenommen.

Ich esse absichtlich weniger, um abzunehmen: Ja Nein

[0] Ich mache mir keine groReren Sorgen um meine Gesundheit als
sonst.

[1] Ich mache mir Sorgen um korperliche Probleme, wie Schmerzen,
Magenbeschwerden oder Verstopfung.

[2] Ich mache mir so groRe Sorgen um gesundheitliche Probleme, dal}
es mir schwerfallt, an etwas anderes zu denken.

[3] Ich mache mir so groRe Sorgen um gesundheitliche Probleme, dal}
ich an nichts anderes mehr denken kann.

[0] Ich habe in der letzten Zeit keine Veranderungen meines Interesses
an Sex bemerkt.

Ich interessiere mich weniger fur Sex als friher.

Ich interessiere mich jetzt viel weniger fur Sex.

Ich habe das Interesse an Sex vallig verloren.

———
WN -
[y —

104



Anhang

6.3 Mini-Mental-Status-Test (MMST)
Aus Folsein et al. 1975 [141]

CoNoOORWN =

Was fur ein Datum ist heute?
Welche Jahreszeit?
Welches Jahr haben wir?
Welcher Wochentag ist heute?
Welcher Monat?
Wo sind wir jetzt? welches Bundesland?
welcher Landkreis/welche Stadt?
welche Stadt/welcher Stadtteil?
welches Krankenhaus?
welche Station/welches Stockwerk?
Bitte merken Sie sich:  Apfel
Pfennig
Tisch
Anzahl der Versuche: (max. 5)

Ziehen Sie von 100 jeweils 7 ab und buchstabieren Sie
Stuhl rickwarts (die hohere der beiden Wertungen zahlt).

14. 93 L
15. 86 H
16. 79 U
17. 72 T
18. 65 S
Was waren die Dinge, die Sie sich vorher gemerkt haben ?
19. Apfel
20. Pfennig
21. Tisch
22. Was ist das? Uhr
23. Bleistift/Kugelschreiber
24, Sprechen Sie bitte nach: "Kein wenn und oder aber."
Machen Sie bitte folgendes:
25. Nehmen Sie bitte das Blatt in die Hand,
26. Falten Sie es in der Mitte und
27. Lassen Sie es auf den Boden fallen
28. Lesen Sie und machen Sie es bitte ("Augen zu !")
29. Schreiben Sie bitte einen Satz
(mind. Subjekt und Pradikat)
30. Kopieren Sie bitte die Zeichnung

(zwei Funfecke)

RS L (S L N R N (L [ W V. QI N
JUUUUUUUUUUUU

[ L (P . (-
A

—_— )
Uuyu

—_— )
Uuyu

—_—
Uy

1P.

1P.

1P.
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6.4 Montreal Cognitive Assessment (MoCA)
Aus Nasreddine et al. 2005 [96]

NAME :
MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Ausbildung : Geburtsdatum :
Geschlecht : DATUM :
VISUOSPATIAL / EXEKUTIV . . .
— Wiirfel Eine Uhr zeichnen (Zehn nach elf)
nach- (3 Punkte )
@ zeichnen
@ Ende
Beginn
_/5
_/3
GEDACHTNIS GESICHT| SAMT KIRCHE | TULPE | ROT Keine
Wortliste vorlesen, wiederholen lassen. 1.Versuch Punkte
2 Durchgange. Nach 5 Minuten Uberpriifen (s.u.) 2 Versuch
LULLUCRN AN Zahlenliste vorlesen (1 Zahl/ Sek.) In der vorgegebenen Reihenfolge wiederholen [ ] 21 8 5 4
Riickwarts wiederholen [ ] 7 4 2 _/2
Buchstabenliste vorlesen (1 Buchst./Sek.). Patient soll bei jedem Buchstaben ,, A" mit der Hand klopfen. Keine Punkte bei 2 oder mehr Fehlern
[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB |—/1
Fortlaufendes Abziehen von 7 , mit 100 anfangen [ ] 93 [ 186 [ 179 [ 172 [ 165
4 oder 5 korrekte Ergebnisse: 3 P., 2 oder 3 korrekt: 2 P, 1 korrekt 1 P, 0 korrekt: 0 P. —/3
Wiederholen: ,,Ich weiB lediglich, dass Hans heute an der Reihe ist zu helfen.” [ ]
,Die Katze versteckte sich immer unter der Couch, wenn die Hunde im Zimmer waren.” [ ] _ /2
Maglichst viele Worter in einer Minute benennen, die mit dem Buchstaben F beginnen [ ] (N 2 11 Warter) _/1
[:S TV QUIl' Il Gemeinsamkeit von z.B. Banane und Apfelsine = Frucht [ ] Eisenbahn - Fahrrad [ ] Uhr - Lineal _ /2
ERINNERUNG Worte erimern[GESICHT|  SAMT | KIRCHE | TULPE | ROT | purce nur b ricigem | /5
OHNE HINWEIS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] Nennen OHNE Hinweis
. Hinweis zu Kategorie
Optional
= Mehrfachauswahl
OR R [ ] pawm [ ] Monat [ ] Jabr [ ] Wochentag [ ] Ore [ ] stade _/6
© Z Nasreddine MD Version 7.Nov.2004  deutsche Ubersetzung: SM Bartusch, SG Zipper Normal 2 26/ 30 TOTAL /30
www.mocatest.org Untersucher: + 1 Punkt wenn < 12 Jahre Ausbildung )
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