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1. Einleitung

1.1 Definition der Parkinson-Syndrome

Die Parkinson-Erkrankung ist eine der haufigsten neurodegenerativen
Erkrankungen weltweit und bis zum Jahr 2030 wird basierend auf Daten von
2005 mit einem Anstieg der Patienten um 50% gerechnet (Dorsey et al., 2007).
Erstmals wurde sie im 19. Jahrhundert von James Parkinson beschrieben
(Parkinson, 1817). Es handelt sich bei den Parkinson-Syndromen um
akinetisch-rigide Bewegungsstorungen, welche durch einen frihen Zelltod
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra bedingt sind (Kalia & Lang,
2015). Nach aktueller Wissenslage zeigt sich die Parkinson-Erkrankung als
Multisystemerkrankung, welche nicht nur durch extrapyramidale Symptome,
sondern auch durch autonome Symptome, psychiatrische Symptome, Riech-
und Schlafstérungen gekennzeichnet ist und sowohl das zentrale, als auch das

periphere und autonome Nervensystem betrifft (Jellinger, 2012).
1.1.1 M. Parkinson

Der idiopathische M. Parkinson ist eine typischerweise asymmetrische,
akinetisch-rigide Bewegungsstérung. Die Erkrankung zeichnet sich aul3erdem
durch einen Ruhe-bzw. Haltetremor und Stérungen der Korperhaltung und des
Gleichgewichts aus. Das Krankheitsbild gehért zu den a-Synucleinopathien
(Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et al., 2008).

1.1.2 Multisystematrophie (MSA)

Die MSA gehdrt wie der idiopathische Morbus Parkinson zu den a-
Synucleinopathien, tritt sporadisch auf und befallt nach aktuellen Erkenntnissen
zentral-motorische, zerebellare, pontin-medullére und praganglionére autonome
Anteile des Nervensystems (Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et al.,
2008).



1.1.3 Progressive supranukleare Paralyse

Die PSP wurde erstmals von Steele, Richardson und Olszewski 1963
beschrieben (Richardson et al., 1963). Sie gehdrt zu den Tauopathien und zeigt
zumeist eine symmetrisch, axial betonte Symptomatik. Fuhrend ist eine
vertikale supranukleére Blickparese in Kombination mit einem akinetisch-rigiden
Parkinson-Syndrom, welches wenig responsiv auf L-Dopa ist. Weiterhin kommt
es charakteristischerweise schon frih im Krankheitsverlauf zu haufigen Stirzen
(Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et al., 2008).

1.1.4 Corticobasale Degeneration (CBD)

Die CBD wird den Tauopathien zugeordnet. Sie stellt sich asymmetrisch als
hypokinetisch-rigides Syndrom dar. Haufig kommt es zu Apraxie, Demenz,

Dystonien und Myoclonien (Hufschmidt & Amtage, 2013; Litvan et al., 2003).
1.2 Klinisches Bild
1.2.1 Klinik des M. Parkinson

Der M. Parkinson &uf3ert sich definitionsgemal als A- bzw. Bradykinese. Zu
den vier motorischen Kardinalsymptomen gehdren aul3erdem Rigor, 4-6 Hz
Ruhe-und/oder Haltetremor und eine posturale Instabilitat (Hufschmidt &
Amtage, 2013; Kalia & Lang, 2015). Im Verlauf (oder auch schon vor Auftreten
der Kardinalsymptome) kénnen sich weitere motorische Symptome wie z.B.
Mikrographie, Hypomimie, Hypophonie, Dysarthrophonie und Dysphagie
nachweisen lassen. Daruber hinaus kann es zu fakultativen sensorischen,
vegetativen, psychischen und kognitiven Symptomen kommen. Haufig treten
vegetative Stérungen wie Obstipation, Harndrang, orthostatische Hypotension,
Hyperhidrosis und sexuelle Dysfunktion auf. Ebenfalls liegen haufig eine REM-
Schlafverhaltenstérung und eine Einschrankung des Geruchsinnes vor. Die
nicht motorischen Symptome kénnen Jahre vor den motorischen Symptomen
auftreten. Innerhalb des idiopathischen M. Parkinson unterscheidet man je nach
vorherrschender Symptomatik vier Subtypen. Den akinetisch-rigiden-Typ, den



Aquivalenz-Typ, den Tremordominanz- Typ und den monosymptomatischen
Ruhetremor (Eggert et al., 2012; Kalia & Lang, 2015; Schwarz & Storch, 2007).

1.2.2 Klinik der MSA

Die MSA prasentiert sich mit autonomen Funktionsstorungen. Die Mehrzahl der
Patienten zeigt eine orthostatische Dysregulation. Auch die Blasen- und
Mastdarmfunktion sowie die erektile Funktion sind haufig beeintrachtigt.
Weiterhin kann es zu cerebellaren Symptomen, wie Ataxie, Dysarthrie und
Okulomotorikstérungen kommen. Auch Dystonien sind bei MSA-Patienten
haufiger zu beobachten. Man unterscheidet zwischen der MSA-P (80%), bei
welcher die Parkinson-Symptome in Form eines symmetrisch akinetisch-rigiden
Syndroms dominieren, und der MSA-C (20%), bei welcher vor allem die
cerebellaren Symptome das klinische Bild pragen (Eggert et al., 2012;
Hufschmidt & Amtage, 2013; Schwarz & Storch, 2007; Strzelczyk et al., 2008).

1.2.3 Klinik der PSP

Die progressive supranukleare Blickparese beginnt meist nach dem 40.
Lebensjahr und aufert sich vor allem in einer supranuklearen vertikalen
Blickparese und einer posturalen Instabilitat mit vermehrten Stiirzen im ersten
Jahr nach Erkrankungsbeginn. Es handelt sich um ein symmetrisch
akinetisches Syndrom mit proximal bzw. axial betontem Rigor (Hufschmidt &
Amtage, 2013; Litvan et al., 2003; Schwarz & Storch, 2007).

1.2.4 Klinik der CBD

Die kortikobasale Degeneration ist ein asymmetrisches akinetisch-rigides
Syndrom. Bei der Mehrzahl der Patienten findet sich eine einseitige
ideomotorische Apraxie. Weiterhin kann es zu einem einseitigen irregularen
Halte-und Aktionstremor sowie Myoklonien kommen. Von vielen Patienten wird
zudem das Phanomen der fremden Hand (Alien limb-Ph&nomen) beschrieben.
Bei einigen Patienten finden sich Zeichen einer frontotemporalen Demenz
(Eggert et al., 2012; Schwarz & Storch, 2007; Strzelczyk et al., 2008).



1.3 Epidemiologie
1.3.1 Epidemiologie M. Parkinson

Die Parkinson-Erkrankung ist eine altersabhéangige Erkrankung. Die Préavalenz
in Deutschland wird mit 100-200:100.000 und in der Gruppe der tber 65-
Jahrigen mit 1800:100.000 Einwohnern angegeben (Eggert et al., 2012).
Afrikaner und Asiaten erkranken weniger haufig als Européer und Amerikaner
(Muangpaisan et al., 2009; Okubadejo et al., 2006). Das mannliche Geschlecht
ist in einigen Studien etwas haufiger von der Erkrankung betroffen. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 55 Jahren (de Lau & Breteler, 2006; Hufschmidt &
Amtage, 2013).

1.3.2 Epidemiologie MSA

Die Pravalenz der MSA liegt bei etwa 1,9:100.000 (Tison et al., 2000). Auch
hier sind Frauen und Manner in etwa gleichhaufig betroffen. Der

Erkrankungsbeginn liegt in der sechsten Lebensdekade (Wenning et al., 2004).
1.3.3 Epidemiologie PSP

Fur die PSP liegt die Pravalenz bei etwa 6:100.000 (Schrag et al., 1999). Die
Erkrankung betrifft haufiger Manner in einem Verhéltnis von 3:2. Die meisten
Erkrankungen treten sporadisch auf und nur selten familiar. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren (Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et
al., 2008).

1.3.4 Epidemiologie CBD

Die CBD gehdrt zu den seltenen Erkrankungen unter den Parkinson-
Syndromen. Die Pravalenz wird auf 1,7:100.000 geschatzt (Morimatsu &
Negoro, 2002). Die meisten Patienten erkranken zwischen dem 60. und 65.
Lebensjahr (Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et al., 2008).



1.4. Atiologie der Parkinson-Syndrome

Die Ursache fur den Verlust dopaminerger Neurone ist in der Mehrzahl der
Falle unbekannt. Man nimmt an, dass die Parkinson-Syndrome durch ein
komplexes Zusammenspiel genetischer Faktoren und Umweltfaktoren
entstehen. Eine wichtige Rolle spielen eine pathologische Proteinaggregation,
inflammatorische Prozesse, eine mitochondriale Dysfunktion und ein gestortes
Ubiquitin-Proteasom-System (Kalia & Lang, 2015). Diskutiert wird ein erhdhtes
Krankheitsrisiko fur Personen mit einer Exposition gegentiber Pestiziden sowie
in der Landwirtschaft Tatige. Auch haufige Schadelhirntraumata, wie sie
beispielsweise bei Boxern auftreten, erhdhen die Wahrscheinlichkeit ein
Parkinson-Syndrom zu entwickeln (Noyce et al., 2012). Ein haufiger genetischer
Risikofaktor stellt die Mutation des Glucocerebrosidase-Gens, dessen Enzym
beim Morbus Gaucher erniedrigt ist, dar (Sidransky & Lopez, 2012). In den
letzten 15 Jahren wurden zahlreiche Gene identifiziert, welche an der
Parkinson-Erkrankung beteiligt sind (Kalia & Lang, 2015). Beim autosomal-
dominant vererbten M. Parkinson ist die haufigste Ursache eine Mutation der
Leucine- rich-repeat-Kinase 2 (LRRK2), welche durch PARK8 auf Chromosom
12p11.2-g13.1 codiert wird. Die LRRK2 spielt eine Rolle in vielen zellularen
Prozessen, im Membrantransport und in der Proteinsynthese (Sanna et al.,
2012; Zimprich et al., 2004). Die haufigste LRRK2-Mutation resultiert wiederum
in einer Gly2019Ser Aminosaure Substitution, welche die Kinase- Aktivitat des
Proteins steigert (Dzamko & Halliday, 2012). Eine weitere autosomal dominante
Mutation ist die des ersten identifizierten Gens SNCA, welches fur a-Synuclein
codiert (Polymeropoulos et al., 1997). Die haufigste Mutation des autosomal-
rezessiv vererbten M. Parkinson ist die der Ubiquitin- Protein-Ligase Parkin,
welche von PARK 2 auf Chromosom 6g25-27 codiert wird (Hufschmidt &
Amtage, 2013; Shimura et al., 2001). Weiterhin werden auch protektive
Faktoren in der Literatur diskutiert. So sollen zum Beispiel Rauchen,
Kaffeekonsum und Kalziumkanalblocker das Risiko reduzieren ein Parkinson-

Syndrom zu entwickeln (Noyce et al., 2012).



1.5. Pathophysiologie
1.5.1 Pathophysiologie des M. Parkinson

Beim M. Parkinson kommt es zu einem Untergang dopaminerger Neurone in
der Pars compacta der Substantia nigra (Kalia & Lang, 2015). Am starksten
betroffen ist hierbei die ventrolaterale Schicht (Fearnley & Lees, 1991).
Weiterhin kommt es zu einem neuronalen Verlust (catecholaminerger,
serotonerger, cholinerger und dopaminerger Neurone) in anderen Regionen
des Gehirns, beispielsweise im Locus coeruleus, in den Raphe- Kernen, im Ncl.
Basalis Meynert, im dorsalen Vagus-Kern, im Bulbus olfactorius, im Cortex
cerebri und in den peripheren sympathischen und parasympathischen Ganglien
(Dickson, 2012; Kalia & Lang, 2015). Es findet eine pathologische
Proteinaggregation statt, wobei sich sogenannte Lewy-Kdrperchen intrazellular
ablagern, welche hauptsachlich aus fehlgefaltetem unldslichem a-Synuclein
bestehen. (Goedert et al., 2013; Spillantini et al., 1997). Die a-Synuclein-
Ablagerungen finden sich nicht nur im Gehirn, sondern auch im Rickenmark
und multisystemisch im Nervus vagus, in sympathischen Ganglien, im
enterischen Nervensystem und Gastrointestinaltrakt und in Speicheldriisen
(Beach et al., 2010). Nach aktuellen Erkenntnissen entwickeln sich die
Pathologien einem bestimmten Muster folgend. Braak und Kollegen haben ein
Model mit sechs verschiedenen Stadien entwickelt. Nach dieser pathologischen
Stadieneinteilung beginnt die Erkrankung peripher, tber den olfaktorischen
Bulbus und den dorsalen motorischen Kern des Nervus vagus und breitet sich
Uber den Hirnstamm ins limbische System und den Neokortex aus (Braak et al.,
2003). A-Synuclein scheint hierbei in einem Prionen-ahnlichen Mechanismus
von Zelle zu Zelle Gbertragen zu werden (Desplats et al., 2009; Kordower et al.,
2008; Li et al., 2008). Diskutiert wird auch, ob bzw. inwieweit entziindliche
Veranderungen in der Substantia nigra und oxidativer Stress an den
degenerativen Prozessen beteiligt sind. In Studien konnte eine Expression von
proinflammatorischen Zytokinen in glialen Zellen der Substantia nigra
nachgewiesen werden. (Boka et al., 1994; Hunot et al., 1999). Weiterhin scheint

eine Beeintrachtigung des Komplex | der Atmungskette eine Rolle in der



Pathogenese zu spielen. Schapira und Kollegen konnten in einer Studie eine
Reduktion der NADH-Ubiquinon- Reduktase feststellen (Schapira et al., 1990).

1.5.2 Pathophysiologie der MSA

Neuropathologisch zeigen sich oligodendrogliale zytoplasmatische
Einschlusskorperchen, welche aus a-Synuclein-, Ubiquitin- und Tau-positiven-
Inklusionen bestehen (Papp et al., 1989; Strzelczyk et al., 2008). Es kommt
zum Zelluntergang mit einer reaktiven Gliose sowie zu einer
Myelindegeneration striatonigraler und olivopontocerebellarer Strukturen
(Gilman et al., 2008).

1.5.3 Pathophysiologie der PSP

Charakteristisch fur die PSP sind sogenannte ,neurofibrillary tangles®,
Ablagerungen einer Tau-Isoform mit 4-facher Wiederholung (Buee &
Delacourte, 1999; Strzelczyk et al., 2008) und ein Neuronenverlust mit reaktiver
Gliose (Hauw et al., 1994). Von den Veranderungen sind besonders der
Nucleus subthalamicus, Globus pallidus, die pontinen Kerne, das
periaquaduktale Grau und die Substantia nigra betroffen (Rajput & Rajput,
2001).

1.5.4 Pathophysiologie der CBD

Auch bei der CBD finden sich Tau-immunreaktive neuronale und gliale
Einschlisse und astrozytare Plaques. Die Ablagerungen zeigen sich in Form
sogenannter ,pre-tangles® (Dickson et al., 2002). Die Tau-L&sionen finden sich
vor allem im frontoparietalen und motorischen Kortex. Zusatzlich konnten bei
der CBD geschwollene achromatische kortikale Neurone gefunden werden
(Dickson et al., 2002).



1.6. Diagnostik
1.6.1 Diagnostik des M. Parkinson

Eine sichere Diagnosestellung ist nur postmortem durch den Nachweis von
Lewy-Kdrperchen verbunden mit einer Degeneration der Pars compacta der
Substantia nigra maglich (Gibb & Lees, 1988; Kalia & Lang, 2015). Es erfolgt
vorwiegend eine klinische Diagnose durch die Kardinalsymptome Bradykinese,
Rigor, Tremor und posturale Instabilitat (Hughes et al., 2002; Litvan et al.,
2003). In der klinischen Untersuchung zeigen sich eine Bewegungsverarmung
und eine verminderten Bewegungsamplitude. Typischerweise beginnt die
Symptomatik asymmetrisch. Bei der Mehrzahl der Patienten kann ein
Ruhetremor, typischerweise ein sogenannter Pillendreher-Tremor, von 4-6 Hz,
aber auch ein Haltetremor beobachtet werden. 25% der Patienten zeigen
allerdings keine Tremor-Symptomatik. Der Rigor wird von den Patienten haufig
zuerst als unspezifischer Schmerz im Arm oder Riickenbereich
wahrgenommen. Bei der passiven Bewegung der Extremitaten beobachtet
man einen gleichférmig zahen Widerstand mit fakultativem Zahnradphanomen.
Dieser Rigor lasst sich verstarken oder initiieren durch Willkirbewegungen der
kontralateralen Extremitat. Die posturale Instabilitat pruft man, indem man die
Fallneigung des Patienten nach Zug an beiden Schultern beobachtet (Eggert et
al., 2012; Hufschmidt & Amtage, 2013). Die Einteilung nach Krankheitsschwere
erfolgt mithilfe der Klassifikation nach Hohn und Yahr (Hoehn & Yahr, 1967).
Als wichtigste Bewertungsskalen stehen auf3erdem der ,Unified Parkinson’s
disease Rating scale“ Fragebogen zur Evaluation der motorischen Symptome
(Goetz et al., 2008) und der ,Non-motor symptoms scale“ Fragebogen zur
Bewertung der nicht-motorischen Symptome (Storch et al., 2010) zur
Verfiigung. Als Zusatzdiagnostik besteht die Moglichkeit zur Durchfiihrung
eines L-Dopa Testes. Hierbei wird dem Patienten eine Testdosis L-Dopa
verabreicht und Teil lll des UPDRS vor und 30 min nach Medikamentengabe
bestimmt. Ein positiver Test mit einer Verbesserung der Symptomatik um >
20% stutzt die Diagnose eines Parkinson-Syndroms. Bei begriindetem

Verdacht sollte aul3erdem ein Morbus Wilson mittels Laboranalyse



ausgeschlossen werden (Eggert et al., 2012). Weiterhin gibt es verschiedene
bildgebende Verfahren zur Unterstitzung der Diagnose. In der Hirnparenchym-
Sonografie kann beispielsweise eine Hyperechogenitat in der Substantia nigra
fur das idiopathische Parkinson-Syndrom erkannt werden (Berg et al., 2001).
Aussagen Uber das prasynaptische nigrostriatale System kénnen mittels *#*|-N-
w-fluoropropyl-2B-carbomethoxy-3B-(4-iodophenyl)nortropane- Einzelphotonen
—Emmisionscomputertomographie (FP-CIT-SPECT) oder Fluorodopa-
Positronen-Emmisionstomographie (PET) getroffen werden. In der FP-CIT-
SPECT Untersuchung kann die Dichte der Dopamintransporter im Striatum
dargestellt werden (van Dyck et al., 2002). Die Decarboxylaseaktivitat, welche
man im Fluorodopa-PET darstellen kann, ergibt Rickschlisse Uber die
Dopaminsynthese (Kuwabara et al., 1993; Sossi et al., 2004). Die bildgebenden
Untersuchungen konnen beim M. Parkinson eine asymmetrisch reduzierte
dopaminerge Funktion im Putamen darstellen. Das postsynaptische striatale
System kann mithilfe der ***I-lodobenzamid (IBZM)-SPECT oder Racloprid-PET
beurteilt werden. Hierbei wird die Dopamin-2-Rezeptor-Dichte bewertet
(Schwarz et al., 1994). In einer *#*|- Metaiodobenzylguanidin (MIBG)-
Szintigrafie kann sich sehr frih eine postganglionare sympathische
Denervierung des Herzens zeigen (Courbon et al., 2003; Salsone et al., 2012).
Bei frihem Erkrankungsbeginn sollte eine genetische Untersuchung
durchgeflihrt werden. Als zuséatzliche Diagnostik der nicht-motorischen
Symptome kénnen eine Polysomnografie, eine olfaktorische Testung (Muller et
al., 2002) und eine Kipptisch-Untersuchung durchgefihrt sowie die
sympathische Hautantwort (Bordet et al., 1996) und die Kolontransitzeit
bestimmt werden (Eggert et al., 2012; Schwarz & Storch, 2007).

1.6.2 Diagnostik der MSA

Hinweisend auf eine MSA sind ein sporadisches Auftreten nach dem 30.
Lebensjahr, das Bestehen ausgepragter autonomer Symptome, cerebellarer
Symptome, das Vorhandensein von Pyramidenbahnzeichen und das
Minderansprechen auf eine Therapie mit L-Dopa (Litvan et al., 2003). In der

Magnetresonanztomographie (MRT) kann man als typischen Befund fir die



MSA Hyper- und Hypointensitaten im Putamen erkennen (Kraft et al., 1999).
Weiterhin kann sich in der T2-Wichtung ein hyperintenser Saum zwischen
Putamen und Klaustrum und das sogenannte ,Hot-cross-bun-sign® in der Pons
darstellen (Schrag et al., 2000). In der *?* |-IBZM-SPECT lasst sich eine
verminderte postsynaptische Dopamin D2-Rezeptor-Dichte im Striatum
darstellen. Eine Verminderung striataler Dopamintransporter lasst sich in der
FP-CIT-SPECT erkennen. Weiterhin kann ein *®Fluor-Deoxyglucose PET
angefertigt werden, in welchem sich v.a. bei MSA-P ein verminderter Glucose-
Metabolismus im Putamen zeigen lasst, wohingegen es bei der MSA-C zu
einem verminderten Metabolismus in Hirnstamm und Cerebellum kommt
(Poston & Eidelberg, 2010; Strzelczyk et al., 2008).

1.6.3 Diagnostik der PSP

Im Vordergrund stehen die okularen Symptome. Es kénnen sowohl vertikale
Sakkadenstorungen als auch eine vertikale Blickparese beobachtet werden.
Dies lasst sich mithilfe eines Elektrookulogramms objektivieren (Strzelczyk et
al., 2008). In der MRT-Aufnahme kdnnen sich eine ausgepragte Atrophie des
Mittelhirns, im Fachjargon als ,mickey-mouse sign“ bezeichnet, eine Atrophie
des Putamens, des Pallidums und des frontalen Kortex abzeichnen (Oba et al.,
2005). In fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung kann es zu einer Atrophie
des rostrodorsalen Anteils der Mittelhirnhaube, auch als ,hummingbird sign®
(Kato et al., 2003) bezeichnet, kommen. Weiterhin kann es zu einer
VergroRerung des 3. Ventrikels kommen (Groschel et al., 2006). Zur
Abgrenzung von der Erkrankung des M. Parkinson oder anderen atypischen
Parkinson-Syndromen eignet sich das *®F-Fluordeoxyglucose-PET. Hierin
kommt es bei der PSP zu einem Hypometabolismus im frontalen und fronto-
mesialen Bereich sowie im Mesencephalon. Weiterhin lasst sich abgrenzend
zur MSA und zum M. Parkinson bei der PSP kein trigemino-zervikaler-Reflex
auslosen (Hufschmidt & Amtage, 2013; Strzelczyk et al., 2008).
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1.6.4 Diagnostik der CBD

Im MRT sieht man im Verlauf eine fokale oder asymmetrische frontoparietale
kortikale Atrophie (Soliveri et al., 1999). Zur Abgrenzung anderer Parkinson-
Syndrome kann ein *F-FDG-PET angefertigt werden. Hierbei stellt sich ein
verminderter Glukosemetabolismus im frontoparietalen Bereich kontralateral zur
betroffenen Seite dar (Eidelberg et al., 1991; Schwarz & Storch, 2007).
Basalganglien und Thalamus kdnnen sich ebenfalls hypoperfundiert
prasentieren (Eggert et al., 2012; Hufschmidt & Amtage, 2013).

1.7. Therapie

1.7.1 Therapie M. Parkinson

Die vorhandenen Therapiemdglichkeiten stellen ausschlieflich eine
symptomatische Behandlung dar. Eine kausale Therapie existiert bislang noch
nicht. Die Wahl der Medikation richtet sich vor allem nach dem Alter bei
Erstdiagnose. Patienten mit einem Alter < 70 Jahren sollten, falls vermeidbar,
keine Monotherapie mit L-Dopa erhalten, da es bei friiher und langjéahriger
Anwendung zu Spatkomplikationen kommen kann. Hier wird ein
Therapiebeginn mit Monoaminooxidase (MAO)-B-Hemmern, dem N-Methyl-D-
Aspartat- Antagonisten (NMDA) Amantadin oder Dopamin-Agonisten bevorzugt.
Bei ausgepragtem Ruhetremor kann eine Therapie mit Anticholinergika oder
dem NMDA-Antagonisten Budipin erwogen werden. Bei Patienten > 70 Jahren
wird eine Monotherapie mit L-Dopa in fester Kombination mit einem
Decarboxylase-Inhibitor bevorzugt. Zur Wirkungsverbesserung kdnnen
zusétzlich Catechol-O-Methyltransferase- (COMT)und MAO-B-Inhibitoren
eingesetzt werden. Auch eine Kombination mit Dopamin-Agonisten ist mdglich.
L- Dopa kann sowohl in oraler Form als auch in fortgeschrittenen Stadien
intrajejunal mithilfe einer Duodopa-Pumpe verabreicht werden. Aufgrund der
Langzeitkomplikationen von Levodopa-Praparaten sollte die geringstmaogliche
Dosierung, die zur Symptomverbesserung ausreicht, angestrebt werden.
Ebenso wichtig wie die richtige Medikamenteneinstellung ist die

nichtmedikamentése Therapie mit Physio- und Ergotherapie sowie Logopadie.

11



Bei erheblichen Nebenwirkungen der medikamentésen Therapie,
Wirkungsfluktuationen, einer medikamentts nicht einstellbaren
Tremorsymptomatik oder ausgepragten Dyskinesien ist die tiefe Hirnstimulation
eine sinnvolle therapeutische Option. Je nach fihrender Symptomatik kommen
verschiedene Stimulationsorte in Betracht. Der Nucleus ventralis intermedius
wird vorwiegend bei therapieresistentem einseitigem Tremor stimuliert. Eine
Elektrodenlage im Nucleus subthalamicus kann bei Dyskinesien, off-Phasen,
Akinese und Rigor mit oder ohne Tremor in Erwagung gezogen werden. Eine
ahnliche Wirkung wie die Stimulation des Nucleus subthalamicus bietet die
Elektrodenpositionierung im Globus pallidus internus. Allerdings erbringt diese
Lage weniger neuropsychiatrische Nebenwirkungen. Medikament6s induzierte
Psychosen werden mit atypischen Neuroleptika wie Clozapin oder Quetiapin
behandelt. Eine im Rahmen der Parkinson-Erkrankung auftretende Demenz
kann, unter Berlcksichtigung mdglicher Nebenwirkungen, mit
Cholinesterasehemmern behandelt werden. Eine erektile Dysfunktion wird mit
Phosphodiesterase-5-Hemmern behandelt. Bei Schluckstérungen im
fortgeschrittenen Stadium muss gegebenenfalls tGber eine gastroduodenale
Sondenversorgung nachgedacht werden (Eggert et al., 2012; Hufschmidt &
Amtage, 2013; Kalia & Lang, 2015; Schwarz & Storch, 2007; Strzelczyk et al.,
2008).

1.7.2 Therapie der atypischen Parkinson-Syndrome

Bis dato besteht keine kausale Therapie fir die Behandlung der atypischen
Parkinson-Erkrankungen. Bei der MSA sprechen initial etwa ein Drittel der
Patienten auf eine Therapie der Parkinson-Symptome mit L-Dopa oder
Dopaminagonisten an. Es besteht die Moglichkeit eines Therapieversuches mit
Amantadin. Der a;-Adrenozeptor-Agonist Midodrin kann bei orthostatischer
Dysregulation verordnet werden. Ebenso sollten eine Kompressionstherapie der
Unterschenkel und eine erhdhte Salzzufuhr stattfinden. Blasenstérungen
kénnen mit Anticholinergika behandelt werden. Bei fokalen Dystonien kann
gegebenenfalls eine Behandlung mit Botulinum- Toxin durchgefiihrt werden.

Auch ein geringer Anteil der PSP-Patienten spricht zu Beginn auf eine Therapie
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mit L-Dopa, Dopaminagonisten und Amantadin an. Eine leichte Verbesserung
konnte bei einigen Patienten durch das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin
beobachtet werden. Das Benzodiazepin ahnliche Zolpidem kann zu einer
Verbesserung der Okulomotorik und der Bewegungsstorung beitragen.
Zusatzlich kann eine Prismenbrille verordnet werden. Ein Blepharospasmus
kann mit Botulinum-Toxin Injektionen gelindert werden. Bei der CBD kann
ebenfalls ein Therapieversuch mit L-Dopa unternommen werden. Zur
Behandlung von Myoklonien wird das Benzodiazepin Clonazepam, zur
Verbesserung des Aktions- und Haltetremors ein Betablocker wie Propranolol
und zur Behandlung von Dystonien Botulinum-Toxin oder das Myotonolytikum
Baclofen angewandt (Eggert et al., 2012; Hufschmidt & Amtage, 2013; Schwarz
& Storch, 2007; Smith et al., 2016; Strzelczyk et al., 2008).

1.8 Hautbiopsien bei Patienten mit M. Parkinson

Die Pathologien, die durch a- Synuclein Ablagerungen verursacht werden sind
multisystemisch. Sie involvieren Teile des Rickenmarkes, das autonome, das
enterische und das periphere Nervensystem, sympathische und
parasympathische Ganglien und Plexus sowie die Haut (Jellinger, 2012).
Hautbiospien sind in der Neurologie ein etabliertes diagnostisches Mittel und
werden héaufig bei Patienten mit Verdacht auf eine Small-fiber-Neuropathie
angewendet (Lauria et al., 2010).

Mithilfe von Hautbiopsien kénnen Veréanderungen des peripheren und
autonomen Nervensystems untersucht werden. Insbesondere durch das
Vorhandensein von Schweil3driisen und Erector pili Muskeln besteht die
Moglichkeit pathologische Veranderungen an den Synapsen auf3erhalb des
ZNS zu untersuchen. In den letzten Jahren ist die Untersuchung des peripheren
Nervensystems immer mehr in den Mittelpunkt der Parkinson-Forschung
geruckt. Es scheint, dass es zu einer Haufung von Polyneuropathien bei
Patienten mit M. Parkinson kommt (Comi et al., 2014; Rajabally & Martey,
2011). Mehrere Gruppen fanden mithilfe von Hautbiopsien einen signifikanten
Verlust an intraepidermalen Nervenfasern bei Patienten mit M. Parkinson im

Vergleich zu Kontrollpersonen ahnlichen Alters (Doppler et al., 2014; Nolano et
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al., 2008; Wang et al., 2013). Fraglich ist noch die Ursache des
Nervenfaserverlustes. Einerseits gibt es die Hypothese, dass a- Synuclein
Ablagerungen direkt die peripheren Nervenfasern schadigen konnten und direkt
mit dem Ausmald der autonomen Dysfunktion korrelieren (Wang et al., 2013).
Andererseits konnten auch die medikamenttse Therapie mit L-Dopa und ein
Vitaminmangel (insbesondere Vitamin B6 und B12) die Neuropathie bedingen.
Es gibt Hinweise Uber eine mdgliche Korrelation zwischen der Einnahme von
Levodopa und einem erniedrigten Vitamin B12 Spiegel, welcher wiederum
ursachlich fir eine Neuropathie sein kann (Rajabally & Martey, 2011; Santos-
Garcia et al., 2012). Es wurde vermutet, dass L-Dopa eine Nervenschadigung
hervorrufen kann, indem es mit dem Homocystein/Vitamin B12 Zyklus
interferiert (Comi et al., 2014). Weiterhin kann der M. Parkinson nach wie vor
nur postmortem durch den Nachweis von a-Synuclein in der Substantia nigra
sicher diagnostiziert werden. Es gibt jedoch Hinweise zu abnormen a-Synuclein
Akkumulationen aufRerhalb des Gehirns. Hierzu gibt es teils widersprtichliche
Studienergebnisse. Eine Forschungsgruppe um Lebouvier konnte mithilfe von
Kolonbiopsien Lewy-Korperchen in Neuronen des enterischen Nervensystems
bei Patienten mit M. Parkinson nachweisen, nicht aber bei gesunden
Kontrollpersonen (Lebouvier et al., 2010), wohingegen eine andere
Forschungsgruppe auch a-Synuclein- Ansammlungen in Kolonbiopsien
gesunder Kontrollpersonen fand (Visaniji et al., 2015). Ein hoheres
diagnostisches Potenzial scheinen Biopsien der submandibuléaren
Speicheldriisen zu haben (Fasano et al., 2015). In einer postmortem Studie
konnten a-Synuclein Ablagerungen bei allen Patienten mit M. Parkinson
nachgewiesen werden (Beach et al., 2010). Auch Adler et al. konnten bei 75%
ihrer Patienten mithilfe einer Nadelbiopsie der Glandula submandibularis Lewy-
Korperchen nachweisen (Adler et al., 2014). Weiterhin erhofft man sich, dass
die Haut die cerebralen Pathologien wiederspiegeln kann und man somit eine
frihdiagnostische minimalinvasive und einfache Methode zur Verfligung hat,
um M. Parkinson friher erkennen und behandeln zu kdnnen. In den letzten
Jahren gab es diesbeziglich eine positive Entwicklung. Fand 2009 eine

Forschungsgruppe um Miki lediglich in 2 von 20 Patienten a-Synuclein-
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Akkumulationen (Miki et al., 2010), so haben sich die Ergebnisse mittlerweile
durch sensitivere Antikdrper und Optimierungen hinsichtlich der Anzahl der
Biopsien sowie der Entnahmestellen verbessert (Doppler et al., 2014). Eine
Forschungsgruppe um Donadio konnte sogar in allen untersuchten Patienten a-
Synuclein Ablagerungen nachweisen, wohingegen die Kontrollgruppe
diesbeziiglich keine pathologischen Veranderungen zeigte (Donadio et al.,
2014). Weiterhin fanden sich in einigen Studien die pathologischen
Ablagerungen vorzugsweise in der Nahe autonomer Strukturen, wie
Schweil3drisen, Erector pili Muskeln und BlutgefaRen (Miki et al., 2010; Wang
et al., 2013; Zange et al., 2015). Schwierig bleibt weiterhin die Abgrenzung der
atypischen Parkinson-Syndrome. Man erhofft sich, dass pramortem bei der
Unterscheidung der atypischen Syndrome vom M. Parkinson pathologische
Unterschiede von Hautbiopsien hilfreich sein kbénnten. Fand man bei Biopsien
von Patienten mit M. Parkinson regelhaft a-Synuclein Ablagerungen (Donadio
et al., 2014; Doppler et al., 2015; Wang et al., 2013), so konnten bei Patienten
mit PSP oder CBD, welche zu den Tauopathien gehdren, keine derartigen
Aggregationen festgestellt werden (Donadio et al., 2014; Doppler et al., 2015;
Ikemura et al., 2008). Bei der MSA, welche zu den Synucleinopathien gehort
konnten durch Autopsien postmortem a-Synuclein Ablagerungen in
sympathischen Ganglien detektiert werden (Nishie et al., 2004; Sone et al.,
2005). Demgegenuber stehen negative Studienergebnisse von lkemura und
Zange, die in Hautbiopsien bei MSA-Patienten keine Ablagerungen nachweisen
konnten (Ikemura et al., 2008; Zange et al., 2015). In den letzten Jahren
gewann man zunehmend Erkenntnisse, welche vermuten lassen, dass nicht,
wie bisher angenommen, ein neuronaler Zelltod die Hauptursache der
Parkinson- Erkrankung ist, sondern eine Fehlfunktion bestehender Zellen
urséchlich fur die Parkinson-Erkrankung ist (Garcia-Reitbock et al., 2010;
Schulz-Schaeffer, 2010). In Studien konnten kleine unlésliche a-synuclein-
Aggregate prasynaptisch lokalisiert werden (Kramer & Schulz-Schaeffer, 2007,
Spinelli et al., 2014). Es wird vermutet, dass diese prasynaptischen
Ablagerungen die synaptische Funktion und letztendlich die Freisetzung von

Neurotransmittern beeinflussen (Garcia-Reitbock et al., 2010; Nemani et al.,
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2010; Scott et al., 2010). Eine verminderte Freisetzung von Neurotransmittern
konnte wiederum zu einer Degeneration postsynaptischer Dendriten fuhren,
wodurch die klinischen Symptome der Neurodegeneration ausgeldst wirden
(Nagerl et al., 2004; Schulz-Schaeffer, 2015). Dass der Verlust von Dendriten
eine Rolle in der Pathophysiologie der Parkinson-Erkrankung spielt, konnte in
Mausmodellen (Day et al., 2006; Solis et al., 2007) und in postmortem Studien
(McNeill et al., 1988; Zaja-Milatovic et al., 2005) nachgewiesen werden.
Winschenswert ware eine genauere Untersuchung der humanen synaptischen
Veranderungen in vivo. Aul3erhalb des ZNS sind Synapsen vor allem an
Schweil3driusen auffindbar und somit stellt die Hautbiopsie ein mdgliches

Hilfsmittel dar, um synaptische Pathologien zu erforschen.
1.9 a-Synuclein

a-Synuclein ist ein Protein, das vom PARK1-Gen kodiert wird. Es besteht aus
140 Aminoséauren und ist Bestandteil der Lewy-Korperchen. Es existieren zwei
weitere homologe Proteine, - und y- Synuclein. Assoziiert mit
neurodegenerativen Erkrankungen ist am haufigsten a- Synuclein (George,
2002; Rassow, 2006).

a- und B-Synuclein sind sich am ahnlichsten und finden sich vermehrt
prasynaptisch (Jakes et al., 1994), wobei a-Synuclein von der Polo-like Kinase
2, der Casein-Kinase 1 und der Casein-Kinase 2 an Serin129 und 87
phosphoryliert wird (Okochi et al., 2000). Physiologisch findet man in gesunden
Gehirnen weniger als 5% des a-Synucleins an Serin 129 phosphoryliert,
wohingegen bei Patienten mit Parkinson-Syndromen ca. 89% an Serin 129
phosphoryliert ist (Visaniji et al., 2011). Katecholamine, wie z. B. Dopamin
interagieren mit a-Synuclein, was wiederum dessen Aggregation zu verhindern
scheint (Chua & Tang, 2011). Man nimmt an, dass a-Synuclein einen
mafdgeblichen Einfluss auf die Freisetzung von Neurotransmittern hat (Liu et al.,
2004) und am Aufbau des prasynaptischen Vesikel- Pools beteiligt ist (Cabin et
al., 2002). Lewy-Korperchen, Einschlusskérperchen im Cytoplasma von
Neuronen und Lewy-Neuriten sowie axonale Ablagerungen bei Morbus

Parkinson, enthalten a-Synuclein. An bevorzugten Stellen der
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Proteinablagerungen (Substantia nigra, Locus coeruleus) konnte man einen
Untergang von Neuronen nachweisen (Wakabayashi et al., 2007). Weiterhin
wird angenommen, dass die a-Synuclein Aggregate eine mitochondriale
Dysfunktion beginstigen (Langston et al., 1983; Winklhofer & Haass, 2010).
Man nimmt an, dass a- Synuclein vom enterischen Nervensystem durch
synaptische Zell-zu-Zell-Ubertragung tiber sympathische und parasympathische
Nerven zum ZNS gelangt (Klingelhoefer & Reichmann, 2015). Mittlerweile gibt
es Hinweise, dass eine grol3ere Anzahl der a-Synuclein-Aggregate nicht in
Lewy-Korperchen, sondern prasynaptisch in kleinen Ablagerungen lokalisiert ist
(Kramer & Schulz-Schaeffer, 2007). Diese Aggregate konnten eine synaptische
Dysfunktion verursachen und fir die neurodegenerativen Symptome
verantwortlich sein. In Untersuchungen bei Patienten mit einer Lewy-
Korperchen-Demenz fand man Zusammenhé&nge zwischen dem fast
vollstandigen Verlust von Dendriten und der prasynaptischen Akkumulation
kleiner a-Synuclein-Ablagerungen (Kramer & Schulz-Schaeffer, 2007).
Weiterhin postulierten Milber et al., dass der Untergang von Neuronen und die
zellulare Dysfunktion den Lewy-Korperchen vorausgehen (Milber et al., 2012).
Man nimmt an, dass Lewy-Korperchen das Resultat einer zytoprotektiven
Antwort sind, um potentiell schadliche Proteine abzubauen (Ardley et al., 2003;
McNaught et al., 2002).

1.10 Tyrosinhydroxylase

Die Tyrosinhydroxylase (TH) ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in
der Dopamin-Synthese, welches Tyrosin zu L-Dopa umwandelt (Gerlach et al.,
2003). Die Regulation der TH-Aktivitat erfolgt durch Phosphorylierung dreier
Serine, Serin 19, 31 und 40 (Gordon et al., 2008). Es wird angenommen, dass
es zu einer Interaktion zwischen a-Synuclein und der Tyrosinhydroxylase
kommt, die vermutlich zu einer Reduktion der TH-Aktivitat fuhrt (Perez et al.,
2002). Weiterhin wurden in Hautbiopsien bei Patienten mit M. Parkinson a-
Synuclein- Ablagerungen vor allem in TH positiven Nervenfasern entdeckt
(Doppler et al., 2014).
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1.10 Neuropeptide
1.10.1 Vasoaktives intestinales Peptid

Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) ist ein Neuropeptid und besteht aus 28
Aminosauren. Hauptbildungsort stellt der Gastrointestinaltrakt dar (Heinrich et
al., 2014). Es ist weit verbreitet und kommt nicht nur im Gastrointestinaltrakt
sondern auch in der Lunge, im zentralen und im peripheren Nervensystem vor.
VIP ist an verschiedenen Prozessen wie zum Beispiel der Vasodilatation und
der Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt. In der Haut kommt VIP vor allem
an ekkrinen Schweil3driisen, aber auch an Gefal3en und freien
Nervenendigungen vor. Hier agiert das Neuropeptid vorwiegend als starker
Vasodilator und fordert an Schweil3drisen die Schweil3sekretion und die
Akkumulation von Adenosinmonophosphat (Hautmann et al., 1999; Morell et al.,
2012). In einer Studie mit Katzen wurde gezeigt, dass VIP an
Acetylcholinesterase- reichen, cholinergen sympathischen Nervenfasern
vorzufinden ist (Lundberg et al., 1982). In verschiedenen Studien wurde die
Verteilung von VIP in der Haut untersucht. Die Gruppe um Maria Nolano fand
beispielsweise eine fir VIP untypische Verteilung in der papillaren Dermis der
Haut von Patienten mit M. Parkinson (Nolano et al., 2008). Eine andere Gruppe
um Morihiro Kawada fand bei Patienten, die an M. Parkinson erkrankt waren
eine reduzierte Expression von VIP in den Nervenfasern um Schweil3drisen
(Kawada et al., 2009).

1.10.2 Substanz P

Substanz P (SP) ist ein Neuropeptid und gehoért zu den Tachykininen. Es
stammt von einem Vorlauferprotein, Praprotachikinin A, ab. Tachikinine
kommen vor allem im ZNS vor. Die hochsten Konzentrationen an SP finden
sich in den Basalganglien, der Amygdala, im Locus coeruleus und in den
Raphekernen. Weiterhin findet sich SP an primar afferenten Neuronen. In der
Haut kommt es vor allem an freien Nervenenden und an Geféal3en vor, aber
auch an Schweil3drisen. Es spielt eine entscheidende Rolle bei der

Schmerzweiterleitung. Als Cotransmitter wird es zusammen mit Glutamat aus
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den zentralen Nervenendigungen der primar afferenten Neuronen freigesetzt
und wirkt exzitatorisch an der ersten Synapse der Schmerzbahn. Es ist
aulRerdem ein starker Vasodilator und erhéht die Gefal3permeabilitat
(Freissmuth et al., 2012; Lotti et al., 1995). Es wird angenommen, dass SP
unter anderem durch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine den
dopaminergen Zellverlust im ZNS verstarkt (Thornton & Vink, 2015; Wang et al.,
2014). In friheren Studien fanden sich reduzierte SP Konzentrationen im
Putamen von Patienten mit M. Parkinson (Fernandez et al., 1996). In
Hautbiopsien von Parkinson Patienten aus dem Bereich des Rickens, Ober-
und Unterschenkels zeigte sich ein Verlust von SP positiven intraepidermalen

Nervenfasern (Doppler et al., 2014).
1.10.3 Calcitonine gene related peptide

Calcitonine gene related peptide (CGRP) ist ein Neuropeptid, bestehend aus 37
Aminosauren. Es wird im Hypothalamus gebildet und wird vor allem in
Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert. Man findet
CGRP vor allem in C- und Ad- Fasern mit perivaskularer Lokalisation. CGRP
wird oft zusammen mit SP gefunden. Es ist der starkste mikrovaskulare
Vasodilator, wirkt als Chemokin fur eosinophile Granulozyten und ist an der

Schmerzentstehung beteiligt (Heinrich et al., 2014; Russell et al., 2014).
1.11 Synaptische Proteine
1.11.1 Synaptophysin

Synaptophysin ist ein membrandses Glykoprotein von synaptischen Vesikeln.
Man findet es in allen Neuronen und endokrinen Zellen. Die genaue Funktion
von Synaptophysin ist bislang noch nicht bekannt. Man vermutet, dass es eine
Rolle bei der vesikularen Endozytose spielt ("Synaptophysin 1,"). Eine Studie
mit genetisch veranderten Mausen fir humanes a-Synuclein zeigte eine
ungleichmafiige Verteilung von Synaptophysin im Striatum der ver&nderten
Mause im Vergleich mit gesunden Kontrollmausen (Garcia-Reitbock et al.,
2010).
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1.11.2 Synaptosom assoziiertes Protein von 25 kD

Synaptosom assoziiertes Protein (SNAP 25) gehort zum SNARE-Komplex. Der
SNARE-Komplex ist an der Fusion von Vesikeln beteiligt und besteht aus dem
vesikularen SNARE-Protein Synaptobrevin und den beiden target-SNARE-
Proteinen Syntaxin und SNAP-25. Aus diesen wird ein stabiler Komplex aus
vier a-Helices gebildet, welcher fir die Anlagerung der Vesikelmembran an die
Plasmamembran sorgt. Die Fusion wird durch eine calciumabhéngige
Konformationsanderung des Vesikeltransmembranproteins Synaptotagmin
ausgelost (Heinrich et al., 2014). SNAP-25 ist ein Schllsselsubstrat des
CSPa/SGT/Hsc70 Komplexes. Es ist normalerweise ungefaltet, wird jedoch
wahrend jeder synaptischen Vesikelfusion gefaltet. Der CSPa/SGT/Hsc70
Komplex bringt SNAP 25 zusammen mit Syntaxin 1 und Synaptobrevin 2/VAMP
2 in den SNARE-Komplex (Sharma et al., 2011). Es wird angenommen, dass
die synaptische Ansammlung von a-Synuclein zu einer Umverteilung der
SNARE-Proteine SNAP -25, Syntaxin 1 und Synaptobrevin 2, einer hiermit
verbundenen reduzierten Exozytose-Rate und einer verminderten Dopamin
Freisetzung fuhrt (Garcia-Reitbock et al., 2010). Als Schlussfolgerung dieser
Ergebnisse vermutet man, dass die Parkinson-Erkrankung an den Synapsen
beginnen konnte und tber eine axonale Degeneration im Striatum zu einer
Degeneration der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra fuhren kénnte
(Garcia-Reitbock et al., 2010).

1.12 Zielsetzung und Hypothese der Arbeit

M. Parkinson wird derzeit als Multisystemerkrankung verstanden. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher in Hautbiopsien die autonome Beteiligung
mithilfe der Beurteilung von Schweil3driisen untersucht werden. Die Arbeit sollte
zeigen, ob die Schweil3driisen-Innervation bei Patienten mit Morbus Parkinson
reduziert ist und ob es eine Korrelation mit a-Synuclein-Pathologien in der Haut
gibt. Zum anderen wird die Rolle der synaptischen Dysfunktion in der aktuellen
Parkinsonforschung intensiv diskutiert. Daher sollte die Verteilung der SNARE-
Proteine an den Synapsen zwischen Hautnerven und Schweil3drisen

untersucht werden.
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1.12.1 Hypothese

1. Die autonome Innervation von Schweil3driisen ist bei Patienten mit M.
Parkinson reduziert.

2. Bei Parkinson-Patienten kommt es zu einer gestdrten Verteilung synaptischer
Proteine an autonom regulierten Schweil3driisen.

3. Die Untersuchung von dermalen a-Synuclein Ablagerungen in Hautbiopsien

kann in der Frihdiagnostik des M. Parkinson eingesetzt werden.
1.12.2 Zielsetzung

1. Untersuchung der autonomen Beteiligung bei M. Parkinson anhand der
dermalen Schweil3driseninnervation.
2. Untersuchung der Verteilung der SNARE-Proteine an dermalen

SchweilRdriisen.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die biometrische Planung basierte auf der primaren Hypothese, dass die
Innervation von Schweil3driisen bei Patienten mit M. Parkinson im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen reduziert ist. Basierend auf bestehenden Studien
mit &hnlichem Studiendesign (Dabby et al., 2006) gingen wir von einer
EffektgroRe von 0,81 aus. Fur den zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test ergibt
sich bei einer Power von 0,85 und einem Signifikanzniveau von 0,05 eine
erforderliche Fallzahl von 30 Personen pro Gruppe.

Anhand dieser Planung wurden in die Studie 30 Patienten (14 Frauen, 16
Manner) mit M. Parkinson und 19 Patienten (4 Frauen, 15 Manner) mit
atypischem Parkinson-Syndrom eingeschlossen. Weiterhin wurden 30 gesunde
Probanden (14 Frauen, 16 Manner) rekrutiert. Der Altersdurchschnitt der
Patienten mit idiopathischem M. Parkinson lag bei 66,1 Jahren (von 46 bis 85
Jahre), der der atypischen Parkinson Patienten bei 70 Jahren (von 59 bis 79
Jahre). Das gesunde Probandenkollektiv zeigte einen Altersdurchschnitt von
54,4 Jahren (von 23 bis 77 Jahre). Alle Patienten wurden im Zeitraum von 2012
bis 2015 einerseits an der neurologischen Klinik des Universitatsklinikums
Wirzburg, andererseits an der Paracelsus-Klinik Kassel rekrutiert, wo sie sich
jeweils zur stationaren bzw. ambulanten Diagnostik und Behandlung befanden.
Zu Beginn legten wir einige Ein-und Ausschlusskriterien fest. Die M. Parkinson-
Patienten wurden basierend auf den Diagnosekriterien der United Kingdom
Parkinson’s disease Society Brain Bank (Hughes et al., 2002), die Patienten mit
atypischem Parkinsonsyndrom basierend auf den Gilman Kriterien (Gilman et
al., 2008) in die Studie eingeschlossen Es wurden keine Patienten in die Studie
eingeschlossen, bei welchen aufgrund von Vorerkrankungen oder Genussgiften
eine Beeintrachtigung der peripheren Nerven vermutet wurde. Kriterien fir den
Studienausschluss stellten die Vordiagnosen eines Diabetes mellitus, einer
Polyneuropathie und eines chronischen Alkoholabusus dar. Die Kontrollgruppe

wurde zum einen aus Patienten, die wegen einer anderen Erkrankung (z.B.
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Schwindel, Migréane, transitorische ischamische Attacke) am
Universitatsklinikum Wurzburg behandelt wurden, rekrutiert, andererseits
nahmen Angestellte der Klinik und Familienangehdrige an der Studie teil. Die
Kontrollpersonen durften weder klinische Merkmale einer
Parkinsonerkrankungen, noch einer Erkrankung des peripheren Nervensystems
aufweisen. Auch hier galten die oben genannten Ausschlusskriterien. Alle
Studienteilnehmer wurden sowohl mundlich als auch schriftlich Gber die Studie
aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie wurde von der
Ethikkommission des Universitatsklinikums Wurzburg positiv bewertet (Nr.
94/11).

2.2. Klinische Untersuchungen
2.2.1 Schweregrad/Erkrankungsdauer/Medikation

Der Schweregrad der Parkinson-Erkrankung wurde durch die Einteilung von
Ho6hn und Yahr (Hoehn & Yahr, 1967) differenziert. Bei allen Patienten wurden
der Zeitpunkt der Erstmanifestation der Erkrankung und die Erstdiagnose eines
Parkinson -Syndroms anamnestisch eruiert. Des Weiteren wurden die
Familienanamnese und relevante Vorerkrankungen durch Anamnese und
Durchsicht der Krankenakte dokumentiert. Zudem wurden die Patienten
hinsichtlich der Medikamenteneinnahme befragt. Zum einen wurden alle
relevanten Parkinson- Pharmaka erfasst, zum anderen die kumulative

Levodopa-Dosis seit der ersten Einnahme errechnet.
2.2.2 Fragebdgen zum Parkinson-Syndrom

Die Schwere und damit Beeintrachtigung durch die nicht-motorischen
Symptome wurde durch zwei standardisierte Fragebdgen erhoben, zum einen
durch die deutsche Fassung der ,Non-motor symptom assessment scale for
Parkinson’s disease” (NMSS) (Storch et al., 2010), zum anderen durch Teil eins
der ,Unified Parkinon’s disease rating scale“ (UPDRS) (Goetz et al., 2008). Der
NMSS-Fragebogen testet ausschliel3lich nicht motorische Symptome. Er
besteht aus neun Bereichen mit 30 Fragen, die autonome und andere nicht-

motorische Funktionsstorungen erfassen sollen. Der Patient muss einerseits die
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Schwere der Symptome, andererseits die Haufigkeit der Symptome auf einer
Skala festlegen. Die UPDRS besteht aus vier Teilen. Im ersten Teil werden
nicht-motorische Beeintrachtigungen im taglichen Leben, wie beispielsweise
Tagesmudigkeit oder depressive Stimmung, erfragt. Der zweite Teil erfragt
motorische Beeintrachtigungen im alltaglichen Leben, wobei beispielsweise
Probleme beim Sprechen oder Schreiben betrachtet werden. Der dritte Teil
umfasst die klinische Uberpriifung der motorischen Fahigkeiten und im letzten
Teil wird der Patient nach motorischen Komplikationen, wie Dyskinesien oder

Dystonien befragt.
2.2.3 Blutentnahmen

Um einen Vitaminmangel, wie er als Folge der Levodopa-Therapie beschrieben
ist (Rajabally & Martey, 2011; Toth et al., 2008), als Ursache fir einen
Nervenfaserverlust auszuschlie3en und um andererseits eine mdgliche
medikamentenassoziierte Neuropathie durch Levodopa Toxizitat nachweisen zu
kénnen, wurden Vitamin B12, Vitamin B6, Folsaure, Homocystein und

Methylmalonséaure bei allen Patienten im Serum bestimmt.
2.2.4 Elektroneurografie

Um eine Beteiligung grol3kalibriger Fasern im Sinne eine Polyneuropathie
auszuschliel3en, erhielten die Patienten und Patientinnen eine
elektrophysiologische Untersuchung des N. suralis nach einem standardisierten
Protokoll (Kimura, 2001). Durchgeftihrt wurde eine sensible antidrome
Neurographie des Nerven. Die Stimulation erfolgte im Bereich der Wadenmitte,
abgeleitet wurde mit Oberflachenelektroden hinter dem Malleolus lateralis. Eine
reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit deutet auf Lasionen der Myelinscheide,
eine Verringerung des sensiblen Nervenaktionspotenzials auf Lasionen des
Axons hin. Als standardisierte untere Normwerte gelten in unserem
elektrophysiologischen Labor flir <65-Jahrige eine Amplitude =10uV, fur >65-
Jahrige eine Amplitude =5uV und fur alle Altersgruppen eine NLG >40m/s.
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2.2.5 Quantitative sensorische Testung

Anhand der quantitativen sensorischen Testung (QST) kdnnen isolierte
Neuropathien der kleinen diinn bemarkten und unbemarkten Nervenfasern,
sogenannte Small-fiber-Neuropathien, welche in der Neurographie nicht
nachweisbar sind, detektiert werden. Die Patientinnen und Kontrollpersonen
wurden im QST-Labor der Neurologischen Klinik nach dem standardisierten
Protokoll des Deutschen Forschungsnetzwerks fur Neuropathischen Schmerz
(DFNS) (Rolke et al., 2006) getestet (QST-Gerat: Somedic, Horby, Schweden).
Jedoch erhielten nicht alle Patienten eine QST. 9 Patienten der Paracelsus-
Klinik Kassel konnten nicht getestet werden, da die Untersuchungen nicht an
der Uniklinik Wurzburg erfolgten. Bei 9 weiteren Patienten des
Universitatsklinikums war die Untersuchung aufgrund mangelnder Mobilitat oder
kognitiven Einschréankungen nicht moéglich. Die Messungen erfolgten
standardisiert an der Wange als Kontrollregion und am Ful3riicken als
Testareal. Zum einen wurden Temperatur-und Schmerzempfinden getestet, um
die Funktion der diinn-und unbemarkten Nervenfasern zu erfassen. Zum
anderen wurde die Oberflachensensibilitat, welche durch die dickbemarkten
Nervenfasern vermittelt wird, getestet. Im Einzelnen tGberprift die QST die
Schwelle fur Warme-und Kalteempfinden (warm-/cold detection threshold,
WDT/CDT), die Schwelle fur das Empfinden alternierender Warme- und
Kaltereize (thermal sensory limen, TSL), die Schwelle fir schmerzhaftes Hitze-
und Warmeempfinden (cold/heat pain threshold, CPT/HPT), die Schwelle fur
taktile Reize (mechanical detection threshold, MDT), die Schwelle fur
schmerzhafte mechanische Reize (mechanical pain detection threshold, MPT),
die Empfindlichkeit fir schmerzhafte mechanische Reize (mechanical pain
sensitivity, MPS), die Allodynie (dynamic mechanical allodynia, DMA), das
sogenannte wind-up ratio (WUR), die Pallasthesie (vibration detection
threshold, VDT) und die Schwelle fir das Empfinden schmerzhaften lokalen

Druckes (pressure pain threshold, PPT).
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2.2.6 Hautstanzbiopsien

Alle Patienten und Kontrollpersonen erhielten eine Hautbiopsie des
Unterschenkels (10 cm oberhalb des Malleolus lateralis), des Oberschenkels
(12 cm unterhalb der Spina iliaca anterior), des Rickens (Hohe TH12) und des
Zeigefingers (lateral an der Phalanx proximalis). Die vier Biopsieorte wurden
zuerst sorgfaltig desinfiziert. AnschlieRend wurde an jeder der Enthahmestellen
ca. 1ml des Lokalanasthetikums Scandicain 1% injiziert. Unter sterilen
Bedingungen wurde mithilfe einer Hautstanze ein 5mm grofRes Stiick Haut an
Unterschenkel, Oberschenkel und Ricken und ein 3 mm groR3es Stick Haut am
Zeigefinger entnommen. Die Wundflachen wurden mit Klammerpflastern
versorgt. Die entnommenen Hautproben wurden fur 30 min in 4%
Paraformaldehyd fixiert. Nachfolgend wurden die Proben dreimal in 0,1 M
Phosphatpuffer gewaschen und schlielich Gber Nacht in 10%Saccharose bei
4°C gelagert. Zur Vorbereitung auf die Immunhistochemie wurden die Proben in
Tissue-Tec eingebettet und kryokonserviert.

2.3. Immunhistochemie

Bei allen Proben wurden Fluoreszenz-Farbungen durchgefiihrt. Von den
kryokonservierten Proben wurden am Mikrotom (CM 3050S, Leica, Wetzlar,
Deutschland) 40 um bzw. 20 um Schnitte angefertigt und auf Super Frost
Objekttrager aufgebracht, fir 30 min luftgetrocknet und bei -33°C eingefroren.
Zur Immunofluoreszenz-Farbung wurden die Schnitte wieder aufgetaut und 30
min an der Luft getrocknet. Anschliel3end wurden die Proben in 10% BSA in
PBS geblockt. Nach 30 min wurde die Blockierungslésung durch Abklopfen
entfernt und der Primérantikorper aufgetragen. Dieser wurde bei
Raumtemperatur (Anti-PGP 9.5) bzw. -20°C (alle weiteren Antikérper) Uber
Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte dreimal in PBS
gewaschen und anschliel3end mit dem Fluoreszenz-konjugierten
Sekundéarantikorper fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Proben dreimal in PBS gewaschen und schlief3lich
mit Vectashield (Vectashield Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories,

Burlingame, USA) eingedeckt.
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2.3.1 PGP 9.5

Fur die Beurteilung der intraepidermalen Nervenfasern wurden jeweils drei 40
pm dicke Schnitte eines Praparates verwendet. Es wurde eine Einfachfarbung
mit dem axonalen Marker anti-PGP9.5 verwendet (Kaninchen-Ak, Ultraclone
Limited, Isle of Wight, England, 1:800). Als Sekundarantikorper wurde ein Alexa
Fluor Cy3 Antikérper (Cy™ 3 konjugierter Ziegen-Ak gegen Kaninchen-
Antigene, Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA, 1:50) verwendet.

2.3.1.1 Bestimmung der intraepidermalen Nervenfaserdichte

Zur Bestimmung der IENFD wurden die mit PGP 9.5 Antikorpern inkubierten
Schnitte an einem Mikroskop (Axiophot 2, Zeiss, Gottingen, Deutschland) mit
einer Axiocam MRm Kamera (Zeiss) und der SPOT Software (Diagnostic
Instruments, Inc, Sterling Heights, Michigan, USA) ausgewertet. Fur jedes
einzelne Praparat wurden die Lange und Breite der Epidermis und die Anzahl
der intraepidermalen Nervenfasern bestimmt. Zur Langenbestimmung der
Epidermis wurden Bilder jedes Praparates mit einer 2,5-fachen VergréRerung,
zur Breitenbestimmung Bilder mit einer 40-fachen Vergrof3erung angefertigt und
die Langen- bzw. BreitenmalRe mithilfe der SPOT Software ausgemessen. Die
intraepidermale Nervenfaserdichte wurde anhand der publizierten
standardisierten Zahlregeln ermittelt (Lauria et al., 2005). Es wurden alle
Nervenfasern gezahlt, welche die Dermis/Epidermis-Grenze uberschreiten.
Fasern, die sich an genau dieser Grenze teilten wurden als einzelne Fasern
bertcksichtigt. Zuletzt wurde die intraepidermale Nervenfaserdichte mit dem
Quotienten aus der gezéhlten Anzahl von Nervenfasern und der errechneten

Lange des Schnittes bestimmit.
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Abb. 1: PGP 9.5 positive intraepidermale Nervenfasern in der Epidermis einer gesunden Kontrollperson
(Objektiv 40x)

2.3.2 SchweilRdrisen-Innervation

Zur Beurteilung der Schweil3drisen-Innervation wurden pro Patient drei 20 um
dicke Schnitte eines Praparates verwendet. Die Schnitte wurden mit
verschiedenen Antikdrpern gegen spezifische Neuropeptide und Enzyme
bearbeitet. Es wurden immer Doppelfarbungen mit AntikGrpern gegen
phosphoryliertes a-Synuclein (p- a-Synuclein) verwendet, zum einen um
Material zu sparen, zum anderen um gegebenenfalls die Kolokalisation der
Bindung von anti-p-a-Synuclein und den folgenden AntikGrpern nachweisen zu

kénnen.
2.3.2.1 Vasoaktives intestinales Peptid und p-a-Synuclein

Zur Beurteilung der fiir vasoaktives intestinales Peptid (VIP) positiven Fasern
wurde eine Doppelfarbung mit Antikérpern gegen VIP (Kaninchen-Ak,
Immunostar, Hudson, USA, 1:1000) und Antikdrpern gegen p-a-Synuclein
(Maus- Ak, Covance, Princeton, USA, 1:500) verwendet. Als Zweitantikorper
dienten ein Alexa Fluor Cy3-konjugierter- Antikérper gegen Maus-lgG (Cy™3
Esel-Ak gegen Maus-Antigene, JacksonimmunoResearch, Pennsylvania, USA,
1:50) und ein Alexa Fluor Antikdrper gegen Kaninchen-1gG (488 konjugierter
Esel-Ak gegen Kaninchen-Antigen, Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania,

USA, 1:200).
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Abb.2: VIP-immunreaktive Nervenfasern um SchweiR3driisentubuli eines gesunden Probanden (Objektiv
20x)

2.3.2.2 Anti-Tyrosinhydroxylase und p-a-Synuclein

Zur Beurteilung der Innervation der Schweil3driisen mit Tyrosinhydroxylase
wurde eine Doppelfarbung mit Anti- Tyrosinhydroxylase (Meerschweinchen- Ak,
Synaptic Systems, Goéttingen, Deutschland, 1:500) und einem Antkorper gegen
p-a-Synuclein verwendet. Als Zweitantikdrper dienten ein Alexa Fluor Anti
Meerschweinchen-Ak (488 konjugierter Ziegen-lgG-Ak gegen
Meerschweinchen-Antigene, Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA,
1:200) und ein Alexa Fluor Cy3 Antikérper gegen Maus-IgG.

Abb. 3: TH-immunreaktive Nervenfasern um Schweil3driisentubuli bei einem gesunden Probanden
(Objektiv 20x)
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2.3.2.3 Substanz P und p-a-Synuclein

Um die Substanz P (SP) positiven Fasern beurteilen zu kénnen, wurden die
Praparate mit Antikérpern gegen Substanz P (Kaninchen-Antikorper,
Immunostar, Hudson, USA, 1:100) und Antkérpern gegen p-a-Synuclein
gefarbt. Als Zweitantikorpern dienten dieselben Fluoreszenzantikdrper, welche

fur die VIP-Farbung verwendet wurden.

Abb. 4: SP-immunreaktive Nervenfasern um SchweiR3drisentubuli eines gesunden Probanden (Objektiv
40x)

2.3.2.4 Calcitonine gene related peptide und p-a-Synuclein

Zur Beurteilung der Calcitonine gene related peptide (CGRP) positiven, die
Schweil3drise umgebenden Fasern wurde eine Doppelfarbung mit Antikbrpern
gegen CGRP (Kaninchen-Ak, Peninsula Laboratories International, Inc, San
Carlos, USA, 1:500) und wiederum dem AntikGrper gegen p-a-Synuclein
angefertigt. Als Zweitantikdrper wurden erneut, die bei VIP beschriebenen

Antikorper verwendet.
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Abb. 5: CGRP-immunreaktive Nervenfasern um SchweiRdrisentubuli eines gesunden Probanden
(Objektiv 40x)

2.3.2.5 Auswertung der Schweil3driisen-Innervation

Die Auswertung der Innervation erfolgte an einem Fluoreszenz-Mikroskop
(Ax10, Zeiss) mit CARV Il System. Fir die Innervation mit PGP 9.5 wurden
mithilfe der Visiview Software (Visitron GmbH, Puchheim, Deutschland) Z-
Stapel-Bilder mit einem Abstand von 0,5um angefertigt. Hierzu wurde eine 20-
fache VergrolRerung genutzt. AnschlieRend wurden die Bilder mit der ImageJ-
Software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) bearbeitet. Es
wurde eine Maximum-Projektion der Bilderstapel erstellt. Mithilfe der
Flachenauswahl (Freehand selections) wurde der auszuwertende Bereich
jeweils auf die abgebildeten Schweil3driisentubuli beschrankt. Der
Schwellenwert wurde mittels ImageJ mit dem Treshold-Modus und der Auswahl
Default Red (15-255) ermittelt und daraus der prozentuale Anteil der gefarbten
Flache an der Gesamtflache der Tubuli errechnet. Somit erhielt man einen
Prozentwert, der angab wieviel Flache der Tubuli tatsachlich innerviert waren.
Fur die restlichen Farbungen (VIP, SP, TH, CGRP) konnte diese Technik
aufgrund erhdhter Hintergrund-Farbung nicht verwendet werden. Hier wurden
jeweils alle Tubuli, die in einem Schnitt enthalten waren gezahlt, anschlie3end
alle Tubuli, die mindesten zur Halfte von immunreaktiven Nervenfasern
umrundet waren und schlief3lich der Quotient aus der Gesamtzahl der Tubuli
und der Anzahl der von immunreaktiven Nervenfasern umrundeten Tubuli

gebildet.
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Abb. 6: von immunofluoreszierenden PGP 9.5 positiven Nervenfasern umrandete Schweil3driisentubuli,
oben: gesunder Proband, unten: Patient mit M. Parkinson

2.3.3 Veranderungen im Bereich der Synapsen der Schweil3driisen
2.3.3.3 SNAP 25 und Synaptophysin

Zur Untersuchung pathologischer Veranderungen an den Synapsen der
Schweil3driisen wurde eine Doppelfarbung mit einem Antikérper gegen das
Synaptosom assoziierte Protein SNAP 25 (monoklonaler Maus-AK, synaptic
systems, Gottingen, Deutschland, 1:500) und ein Antikdrper gegen
Synaptophysin (Kaninchen-Ak, Chemicon International, Hofheim am Taunus,
Deutschland, 1:1000) verwendet. Als Zweitantikdrper dienten ein Alexa Fluor
Cy3 Antikorper gegen Maus-Antigene (s.oben) und ein Alexa Fluor Antikorper
gegen Kaninchen-Antigene (s. oben).
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Abb. 7: SNAP 25-immunreaktive Nervenfasern um einen SchweiRdriisentubulus eines gesunden
Probanden (Objektiv 40x)

Abb. 8: Synaptophysin-immunreaktive Nervenfasern um Schwei3drisentubuli eines gesunden Probanden
(Objektiv 40x)

2.3.3.4 Nicht-phosphoryliertes a-Synuclein und Synaptophysin

Es wurde wiederum eine Doppelfarbung mit Antikbrpern gegen Synaptophysin
verwendet. Hinzu kamen Antikdrper gegen nicht-phosphoryliertes a-Synuclein
(Maus-Ak, Acris Antibodies, San Diego, USA, 1:100). Als Zweitantikdrper
dienten abermals die oben genannten Alexa Fluor Cy3 Antikérper und Alexa

Fluor Cy3 Antikorper gegen Maus-Antigene.

33



Abb. 9: Immunreaktive Nervenfasern fir natives a-Synuclein um Schweil3driisentubuli eines gesunden
Probanden (Objektiv 40x)

2.3.3.5 Auswertung der synaptischen Veranderungen

Zur Auswertung von Synaptophysin und nativem a-Synuclein wurden wie oben
bereits beschrieben zuerst alle Schweil3drisen-Tubuli eines Préaparates
ausgezahlt, danach alle Tubuli, die mindestens zur Halfte vom
Fluoreszenzsignal umgeben waren und anschliel3end der Quotient aus beiden
Werten gebildet.

Zur Auswertung von SNAP 25 wurde eine semiquantitative Methode verwendet.
Eine Auszahlung der, die Schweil3drisentubuli umgebenden Nervenfasern
konnte bei dieser Farbung nicht erfolgen, da insgesamt zu wenig Fasern
angefarbt waren. Die SchweiRdriisen-Tubuli eines Praparates wurden nach der
Menge der gefarbten Nervenfaser beurteilt. Hierfir wurde eine Skala von 0-3
verwendet. Wobei 0 keine Anfarbung und 3 die gro3te Menge an

immunreaktiven Nervenfasern bedeutet.
2.4 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software SPSS 21. Fir die
Mittelwert-Vergleiche wurden nach Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung
mithilfe des Shapiro-Wilk-Testes entweder der Student-t Test flr normal
verteilte Daten oder der Mann-Whitney-U-Test fur nicht normal verteilte Daten
verwendet. Fur den Vergleich dreier Gruppen bei der Auswertung der

intraepidermalen Nervenfaserdichte wurde auf die einfaktorielle Varianzanalyse

34



und den Kruskal-Wallis-Test fur unabhangige Stichproben zurickgegriffen. Bei
der einfaktoriellen Varianzanalyse erfolgte weiterhin eine Post-Hoc-Analyse
nach Tamhane. Zur Prifung von Korrelationen zwischen den untersuchten
Parametern wurde bei Normalverteilung der Gruppen die Korrelation nach
Pearson durchgefiuihrt. Waren die Werte nicht normal verteilt wurde die
Korrelation nach Spearman tberpruft.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

Es wurden insgesamt 49 Patienten (18 Frauen, 31 Manner) untersucht.

Hierunter waren 30 Patienten mit der Diagnose eines M. Parkinson, die

restlichen 19 Patienten hatten die Diagnose eines atypischen Parkinson-
Syndroms (11 MSA, 5 PSP, 3 CBD). Die durchschnittliche Erkrankungsdauer

der Patienten mit M.Parkinson lag bei 12,7 Jahren und der durchschnittliche

Schweregrad der Erkrankung bei Stadium 3 nach Hohn & Yahr. Hingegen

betrug die durchschnittliche Erkrankungsdauer der Patienten mit atypischem

Parkinson-Syndrom 4,7 Jahre und der Schweregrad nach Hohn & Yahr lag
durchschnittlich bei Stadium 4. (vgl. Tabelle 1)

Idiopathischer Morbus

Atypische Parkinson-

Parkinson Syndrome
Anzahl 30 19
Q 14 4
) 16 15
@ Alter (o) 66,1 (8,9) 70 (5,6)
@ Erkrankungsdauer (o) | 12,7 (8,8) Jahre 4,7 (3,5) Jahre
@ H&Y Stadium (o) 3(1,1) 4 (0,9)
@ UPDRS- Punkte (0) | 66,3 (24,9) 93,3 (41,5)
@ NMS-Punkte (o) 58 (45,8) 74,2 (43,9)

Tabelle 1Klinische Daten und Auswertung der Fragebdgen im Uberblick
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H&Y Stadium Anzahl M. Parkinson Anzahl atypische

Parkinson-Syndrome
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Tabelle 2: Anzahl der Patienten geordnet nach H&Y Stadium.

3.2 Fragebdgen

Beim UPDRS Fragebogen ergab sich fir die Patienten mit M. Parkinson ein
Mittelwert von 66,3. Nach Befragung mithilfe des NMS-Fragebogen zeigte sich
ein Durchschnittswert von 58,0. Betrachtete man hierbei nur die Werte der
autonomen Symptome ergab sich ein Mittelwert von 19,8. Fir die Patienten mit
atypischem Parkinson-Syndrom lag der durchschnittliche Wert im NMS bei
74,2, im UPDRS bei 93,3. (vgl. Tabelle 1)

3.3 Laborchemie

Die Vitamin B12 Werte waren mit einem medianen Wert von 369 pg/ml (s.
Tabelle 3) bei keinem Patienten erniedrigt, wohingegen vier Patienten mit M.
Parkinson erhohte Werte der Methylmalonséure im Blut zeigten, was auf einen
latenten Vitamin B12 Mangel hindeutet. Weiterhin lie3en sich bei drei Patienten
mit M. Parkinson und einem Patienten mit PSP erniedrigte Vitamin B6 Spiegel
im Blut nachweisen. Fur die Auswertung der Homocystein-Werte ergab sich ein
medianer Wert von 14,9 umol/l (s. Tabelle 3). Dabei fielen 15 Patienten mit M.
Parkinson, vier Patienten mit MSA und ein Patient mit PSP mit erh6hten
Homocystein-Werten in der Laboranalyse auf. Es konnte keine Korrelation

zwischen Homocystein-Spiegel und kumulativer Levodopa-Dosis nachgewiesen
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werden. Allerdings ist eine signifikant positive Korrelation zwischen
Erkrankungsschwere und Homocystein-Spiegel zu vermerken. (H6hn&Yahr und
Homocystein: Korrelationskoeffiezient 0,58 und p=0,004, UPDRS und
Homocystein Korrelationskoeffizient 0,48 und p=0,02, NMS und Homocystein:

Korrelationskoeffizient 0,46 und p=0,03)

Normwerte Median und Spannweite
Vitamin B12 197-866 pg/ml 369 (214-1734) pg/ml
Vitamin B6 3,6-18 ng/ml 10 (2-70) ng/ml
Folsaure 2-9,1 ng/ml 7,9 (2,7-17,8) ng/ml
Homocystein 5-13 pmol/l 14,9 (8,2-270,4) umoll/l
Methylmalonsaure 50-300 nmol/l 136,4 (1-423,8) nmol/I

Tabelle 3: Mediane mit Spannweite der Vitamin-Bestimmungen.

3.4 Elektrophysiologischer Befund

Betrachtet wurden bei der Suralis-Neurographie einerseits die
Nervenleitgeschwindigkeit in m/s, andererseits die Amplitude der sensiblen
Nervenaktionspotenziale (SNAP) in puV. Es zeigten sich bei einem Patienten mit
M. Parkinson und einem Patienten mit PSP erniedrigte
Nervenleitgeschwindigkeiten. Drei Patienten mit PSP, ein Patient mit MSA, ein
Patient mit CBD und 9 Patienten mit M. Parkinson hatten ein erniedrigtes
SNAP. Bei zwei Patienten mit MSA konnte keine Reizantwort abgeleitet
werden. Es konnte keine Korrelation zwischen der SNAP-Amplitude und der

Erkrankungsdauer sowie der Levodopa-Dosis festgestellt werden.
3.5 QST- Befund

Getestet wurden 17 Patienten mit M. Parkinson. Aufgrund einer Kooperation mit
einer externen Klinik sowie korperlicher und kognitiver Einschrankungen
verschiedener Patienten war es nicht méglich alle in die Studie
eingeschlossenen Patienten mit M. Parkinson mithilfe der QST zu untersuchen.

Die QST-Werte wurden anhand von Referenzdaten von Magerl et al.
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ausgewertet (Magerl et al., 2010). Es konnten signifikante Unterschiede im
Bereich der taktilen Empfindungsschwelle (MDT), der mechanischen
Schmerzschwelle (MPT) und bei der Schmerzschwelle fir mechanischen Druck
(PPT) beobachtet werden. Bei der MDT zeigte sich bei der Patientengruppe am
Testareal eine signifikant erhohte Empfindungsschwelle (p=0,001), das heifl3t
die Patienten konnten mechanische Reize schlechter detektieren als Gesunde.
Bei der MPT und der PPT zeigten sich sowohl im Bereich des Test- (p=0,007
bzw. 0,0001) sowie im Bereich des Kontrollareals (p=0,006 bzw. 0,002)
signifikant niedrigere Schmerzschwellen bei der Patientengruppe, das heif3t
diese waren empfindlicher fur mechanische Schmerzreize als Kontrollen. (s.
Abb. 4).

2 ---@--PD test area
PD control area
controls
1 - l ;
e I - ‘B
q) I/T \\ N ’,'
| - ,’ \\i‘ Il’ \\\ Ill
OO - L I /2 T L I I L~ T I/ I
&) v o 7
o O o« T/ s
1 - l

CDT WDT TSL CPT HPT MDT MPT MPS VDT PPT

Abb.10: Auswertung der QST-Ergebnisse M.Parkinson vs. gesunde Probanden mithilfe des Z-scores
Legende: CDT: Kaltdetektionsschwelle, WDT: Warmdetektionsschwelle, TSL:
Temperaturunterscheidungsschwelle, CPT: Kalteschmerzschwelle, HPT: Hitzeschmerzschwelle, MDT:
mechanische Detektionsschwelle, MPT: mechanische Schmerzschwelle, MPS: mechanische
Schmerzsensibilitat, VDT: Vibrationsdetektionsschwelle, PPT: Druckschmerzschwelle. Negative Z-Scores
bedeuten Funktionsverlust, positive Z-scores bedeuten Funktionsgewinn.
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3.6 Hautbiopsiebefunde
3.6.1 Intraepidermale Nervenfaserdichte

Die Nervenfasern im Unterschenkel wurden bei 28 Patienten mit M. Parkinson,
18 Patienten mit atypischem Parkinson-Syndrom und 30 gesunden Probanden
untersucht. Die Nervenfasern im Oberschenkel wurden bei 30 Patienten mit M.
Parkinson, 19 Patienten mit atypischem Parkinson-Syndrom und bei 30
gesunden Probanden bestimmt. Bei der Untersuchung der Nervenfasern im
Rucken wurde bei 29 Patienten mit Morbus Parkinson, bei 19 Patienten mit
atypischem Parkinson-Syndrom und bei 28 Kontrollpersonen die
Nervenfaserdichte ermittelt. Fir die im Finger untersuchten Nervenfasern lagen
Préaparate von 24 Patienten mit Morbus Parkinson, 10 untersuchten Patienten
mit atypischem Parkinson-Syndrom 25 gesunden Probanden vor (s. Tabelle 4)
Bei der Untersuchung der IENF im Unterschenkel und im Finger zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Die
intraepidermale Nervenfaserdichte im Oberschenkel war bei der Gruppe der
atypischen Parkinson-Patienten signifikant vermindert (p=0,041) im Vergleich
zu den gesunden Probanden (vgl. Abb. 11 und 13). Die markantesten
Unterschiede fanden sich bei den IENF des Rickens. (s. Abb. 12 und 13) Hier
war die Nervenfaserdichte sowohl bei der Gruppe der Patienten mit M.
Parkinson als auch bei der Gruppe mit atypischen Parkinson-Syndromen
signifikant vermindert im Vergleich mit den gesunden Kontrollpersonen (p-Wert
jeweils 0,0001). Im Hinblick auf die Testung von Abhéngigkeiten bestanden
keine Korrelationen zwischen Alter und IENFD, Levodopa- Dosis und IENFD,
MMA- bzw. Homocystein-Spiegel, sowie zwischen Nervenamplitude und
IENDF, Vitamin B12-, Vitamin B6-, Folsaure-Spiegel und IENFD.
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M. Parkinson Atypische Parkinson- | Kontrollen
Syndrome
Unterschenkel | 6,0 (1,9-14,4) 6,3 (0,1-11,5) 5,8 (1,3-12,3)
Oberschenkel 9,9 (1,5-19,0) 9,1(1,5-18,8)* 11,9 (5,2-27,3)
Rucken 21,0 (6,4-33,3)* 19,6 (11,0-28,7)* 29,3 (14,0-46,7)
Finger 3,7 (0,6-9,3) 3,8 (1,3-7,0) 3,8 (1,1-9,3)

Tabelle 4: Mediane (mit Spannweite) der intraepidermalen Nervenfaserdichte in Nervenfasern/mm fiir
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger. * Signifikant reduzierte Nervenfaserdichte im

Oberschenkel der atypischen Parkinson-Patienten (p=0,041), im Riicken der M. Parkinson-Patienten
(p=0,0001) und im Rucken der atypischen Parkinson-Patienten (p=0,0001)
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25,00

20,00

15,00

10,004

IENFD im Oberschenkel

5,00

66 p=0,041
L]
45
2]
T T
Kortrollen M. Parkinson atypische Parkinson-Syndrome
Untersuchungsgruppe

Abb. 11: Darstellung der Mediane der IENFD in Nervenfasern/mm im Oberschenkel mit einem
signifikanten Unterschied zwischen atypischen Parkinsonpatienten und Kontrollen (p= 0,041)
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Abb.12: Darstellung der Mediane der IENFD in NF/mm im Ricken mit einem signifikanten Unterschied
zwischen Kontrollgruppe und der Gruppe der M. Parkinsonpatienten (p= 0,0001) sowie der atypischen
Parkinsonpatienten (p= 0,0001)

Abb.13: PGP 9.5 positive intraepidermale Nervenfasern im Oberschenkel bei einem gesunden Probanden
(links) und einem Patienten mit atypischem Parkinson-Syndrom (rechts) (Objektiv 40x)
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3.6.2 SchweilRdriuseninnervation mit PGP9.5-immunreaktiven

Nervenfasern

Bei der Untersuchung der Schweil3driisen-Innervation mit PGP9.5-
immunreaktiven Nervenfasern fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Patienten mit M. Parkinson und den gesunden Kontrollpersonen
(vgl. Abb. 14). Im Unterschenkel betrug der mediane Prozentsatz der
innervierten Flache 11,6 (5,5-20,6) % bei den M. Parkinson Patienten und 12,2
(4,6-36,9) % bei den Kontrollpersonen. In den Hautbiopsien des Oberschenkels
lag der mittlere Wert bei 15,5 (2,8-33,2) % der Flache bei den Patienten und
15,8 (8,0-28,7) % bei der Kontrollgruppe. Bei den Biopsien des Rickens zeigte
sich bei den Patienten eine mittlere innervierte Flache von 17,8 (9,3-37,9) %,
bei den Kontrollen eine Flache von 19,2 (9,1-35,5) %. In den Biopsien des
Fingers fanden sich mediane Werte von 10,5 (5,5-19,1) % fir die
Patientengruppe und 12,3 (0,2-19,8) % fur die Kontrollgruppe. (vgl. Tabelle 5)
Weiterhin konnte keine Korrelation zwischen der Schweil3drisen-Innervation

und dem Nachweis von p-a-Synuclein nachgewiesen werden.

PGP 9.5 positive M. Parkinson Kontrollen

SchweilRdriiseninnervation

Unterschenkel 11,6 (5,5-20,6) % 12,2 (4,6-36,9) %
Oberschenkel 15,5 (2,8-33,2) % 15,8 (8,0 -28,7) %
Rucken 17,8 (9,3-37,9) % 19,2 (9,1 -35,5) %
Finger 10,5 (5,5-19,1) % 12,3 (0,2-19,8) %

Tabelle 5: Mediane (mit Spannweite) der PGP 9.5 positiven SchweiR3driiseninnervation in Prozent fiir
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger
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Abb. 14: Darstellung der PGP 9.5 positiven Schweil3driseninnervation in Prozent in Unterschenkel,
Oberschenkel, Ricken und Finger ohne signifikanten Unterschied zwischen Kontroll-und Patientengruppe

3.6.3 VIP-positive Schweil3driiseninnervation

Bei der Untersuchung der VIP-immunreaktiven Schweil3driiseninnervation fand
sich bei den Patienten mit M. Parkinson im Unterschenkel eine signifikante
Reduktion (vgl. Abb. 15) im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe
(p=0,008). Der mediane Wert der Patienten lag hier bei 50 (6,3-100) % VIP-
positiver Flache, bei den Probanden lag der mediane Wert bei 63,3 (41,7-100)
%. Keine signifikanten Unterschiede fanden sich hingegen bei den
Hautbiopsien des Oberschenkel und des Riickens (s. Tabelle 6). Ein
signifikanter Unterschied bestand auch bei den Biopsien des Fingers (p=0,043).
Hier zeigte sich eine signifikant angehobene Nervenfaserdichte bei den

Patienten im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Es konnten keine Korrelationen
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zwischen der VIP-Nervenfaserdichte und p-a-Synuclein sowie Faktoren wie der

Erkrankungsdauer, dem H&Y Stadium sowie den Skalen der beiden

Fragebdgen beobachtet werden.

VIP positive

SchweilRdriiseninnervation

M. Parkinson

Kontrollen

Unterschenkel

50 (6,25-100) % *

63,34 (41,67-100) %

Oberschenkel

72,11 (6,75-100) %

69,05 (28,57-93,34) %

Ricken

79,52 (0-100) %

78,57 (55,56-100) %

Finger

59,70 (18,18-100) % *

37,98 (0-66,22) %

Tabelle 6: Mediane (mit Spannweite der VIP positiven Schwei3driiseninnervation in Prozent fiir
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger. * Signifikant reduzierte VIP-positive Innervation im
Unterschenkel (p=0,008) und signifikant angehobene Innervation im Finger (p=0,043) der Patienten.
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Abb.15: Darstellung der Mediane der VIP-positiven Innervation der Schwei3driisen in Prozent am
Unterschenkel, signifikanter Unterschied zwischen M. Parkinson Patienten und Kontrollen (p= 0,008)
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Abb. 16: VIP-immunreaktive Nervenfasern um Schweil3driisentubuli im Unterschenkel eines gesunden
Probanden (links) und eines Patienten mit M. Parkinson (rechts) (Objektiv 20x)

3.6.4 TH-positive Schweil3driseninnervation

Die Untersuchung der TH-immunreaktiven Schweil3driiseninnervation erbrachte
keine Unterschiede zwischen den M. Parkinson Patienten und den gesunden
Probanden (s. Tabelle 7 und Abb. 17). Es konnte keine Korrelation zwischen
der Nervenfaserdichte und dem Vorkommen von p-a-Synuclein nachgewiesen
werden. Auch bestand keine Korrelation zwischen den Ergebnissen der
Fragebtgen und der Nervenfaserdichte. Allerdings zeigte sich eine negative
Korrelation zwischen der TH-positiven Nervenfaserdichte
(Korrelationskoeffizient -0,6) im Unterschenkel und dem Erkrankungsstadium
nach H&Y (p=0,027).

TH positive M. Parkinson Kontrollen

SchweilRdriiseninnervation

Unterschenkel 36,9 (0-82,4) % 56,6 (4,7-91,7)%
Oberschenkel 58,4 (0-87,5) % 50,4 (0-71,8) %
Ricken 55,6 (16,7-100) % 45,8 (7,9-91,3) %
Finger 23,1 (0-66,7) % 25,6 (0-48,2) %

Tabelle 7: Mediane (mit Spannweite) der TH positiven Schweil3driiseninnervation in Prozent fur
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger
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Abb. 17: Darstellung der TH-positiven Schweil3driiseninnervation in Prozent in Unterschenkel,
Oberschenkel, Riicken und Finger ohne signifikanten Unterschied zwischen Kontroll-und Patientengruppe

3.6.5 SP-positive Schweil3driseninnervation

Die Untersuchung der Hautbiopsien im Hinblick auf die SP-immunreaktive
Innervation der Schweil3driisen ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (s. Tabelle 8 und Abb. 18). Es
zeigte sich eine gering reduzierte Dichte in Unterschenkel, Riicken und Finger
der Patienten mit M. Parkinson verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe. Es
lieRRen sich keine Korrelationen zwischen der SP-positiven Nervenfaserdichte
und dem Vorhandensein von p-a-Synuclein, dem H&Y-Stadium sowie der
UPDRS-Skala finden. Es fand sich eine positive Korrelation
(Korrelationskoeffizient 0,8) zwischen der Dichte SP-positiver Nervenfasern im

Finger und der Erkrankungsdauer (p=0,009).
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SP positive M. Parkinson Kontrollen
Schweil3driseninnervation

Unterschenkel 22,8 (0-100) % 48,1 (0-73,3) %
Oberschenkel 55 (0-100) % 59,7 (18,2-95,8)
Rucken 45,2 (15,4-75) % 58,3 (0-84,2) %
Finger 19,7 (0-53,3) % 25,3 (0-85,0) %

Tabelle 8: Mediane (mit Spannweite) der SP positiven Schweil3driiseninnervation in Prozent fir
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger
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Median SP positive Schweildriiseninnervation
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Abb.18: Darstellung der SP-positiven Schweil3driiseninnervation in Prozent in Unterschenkel,
Oberschenkel, Ricken und Finger ohne signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe
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3.6.6 CGRP-positive Schweil3driseninnervation

Bei der Untersuchung der CGRP-immunreaktiven Schweil3driiseninnervation
zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe (s. Abb. 19). Eine leicht reduzierte mittlere
Schweil3driiseninnervation fand sich im Unterschenkel und im Finger von
Patienten mit M. Parkinson verglichen mit gesunden Kontrollpersonen. (s.
Tabelle 9) Bei der Untersuchung auf Korrelationen fanden sich keine
Zusammenhange mit dem Nachweis von p-a-Synuclein, mit der
Erkrankungsdauer, dem Erkrankungsstadium nach H&Y sowie der Punktezahl

der beiden Fragebdgen.

CGRP positive M. Parkinson Kontrollen

SchweilRdriiseninnervation

Unterschenkel 41,7 (0-85,7) % 50,3 (23,8-100) %
Oberschenkel 68,3 (0-100) % 65,7 (35,7-100) %
Rucken 69,2 (12-100) % 60,7 (0-100) %
Finger 33,3 (0-57,1) % 43,7 (0-74,8) %

Tabelle 9: Mediane (mit Spannweite) der CGRP positiven Schweil3driiseninnervation in Prozent fur
Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger
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Abb. 19: Darstellung der CGRP positiven Schwei3driseninnervation in Prozent in Unterschenkel,
Oberschenkel, Riicken und Finger ohne signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe

3.6.7 Synaptophysin-positive Schweil3driiseninnervation

Hier fand sich eine signifikant reduzierte Immunreaktivitat im Unterschenkel der
Patientengruppe verglichen mit der gesunden Probandengruppe (p=0,007, s.
Abb. 14). Die mittlere Anzahl immunreaktiver Schweif3drisentubuli im
Unterschenkel lag bei der Patientengruppe bei 20 (0-88,9) %, bei der
Kontrollgruppe bei 58,1 (0-94,4) %. In den anderen Korperpartien zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede (s. Tabelle 10 und Abb. 20). Im Hinblick auf
andere untersuchte Parameter wie p-a-Synuclein, Erkrankungsdauer,
Erkrankungsschwere und Ergebnisse der Fragebdgen fanden sich keine

Korrelationen.
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Synaptophysin positive M. Parkinson Kontrollen
Schweil3driseninnervation

Unterschenkel 20 (0-88,9) % * 58,1 (0-94,4) %
Oberschenkel 66,7 (0-100) % 69,3 (0-100) %
Ricken 84,5 (71,0-100) % 83,1 (0-100) %
Finger 39,6 (25-62,5) % 44,5 (0-66,7)%

Tabelle 10: Mediane (mit Spannweite) der Synaptophysin positiven Schwei3driiseninnervation in Prozent
fur Unterschenkel, Oberschenkel, Rucken und Finger. * Signifikant reduzierte Synaptophysin positiven
Innervation im Unterschenkel (p=0,007) der Patienten.
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Abb. 20: Darstellung der Mediane der Synaptophysin-immunreaktiven Schweil3driisentubuli im
Unterschenkel in Prozent mit signifikantem Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe (p=
0,007)

51




Abb. 21: Synaptophysin-immunreaktive Nervenfasern um SchweiRdriisentubuli im Unterschenkel eines
gesunden Probanden (links) und eines Patienten mit M. Parkinson (rechts) (Objektiv 40x)

3.6.8 Schweil3driseninnervation mit Nervenfasern, die immunreaktiv

fur natives a-Synuclein sind

Nervenfasern, die immunreaktiv flr natives a-Synuclein sind, kénnen sowohl
bei Patienten als auch Kontrollen in Nervenfasern um Schweif3driisen und
anderen autonomen Strukturen nachgewiesen werden und wurden auf
Veranderungen innerhalb der Patientengruppe untersucht. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion immunreaktiver Schwei3drisentubuli in Biopsaten des
Unterschenkels (p=0,009, s. Abb. 22) und des Ruckens (p=0,013, s. Abb. 23)
von Patienten mit M. Parkinson verglichen mit der Kontrollgruppe. Die mediane
Anzahl immunreaktiver Schweil3driisentubuli im Unterschenkel wurde mit 15,2
(0-90,3) % in der Patientengruppe und 33,3 (0-85,7) % in der Kontrollgruppe
berechnet. Im Ricken ergab sich fir die M. Parkinson-Patienten ein mittlerer
Wert von 34,5 (0-75) %, fur die gesunden Probanden ein mittlerer Wert von
55,4 (12,5-100) %. (s. Tabelle 11) In Bezug auf positive oder negative

Korrelationen stellten sich keine signifikanten Ergebnisse dar.
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Natives a-Synuclein M. Parkinson Kontrollen
positive

SchweilRdriiseninnervation

Unterschenkel 15,2 (0-90,3) % * 33,3 (0-85,7) %
Oberschenkel 33,3 (0-60) % 45,0 (0-67,5) %
Rucken 34,4 (0-75) % * 55,4 (12,5-100) %
Finger 16,3 (0-51,5) % 23,5 (0-52,8) %

Tabelle 11: Mediane (mit Spannweite) der natives a-Synuclein positiven SchweiRdriiseninnervation in
Prozent fur Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger. * Signifikant reduzierte Immunreaktivitat im
Unterschenkel (p=0,009) und im Riicken (p=0,013) der Patienten.
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Abb. 22: Darstellung der Mediane der positiven Schwei3driiseninnervation fiir natives a-Synuclein im
Unterschenkel in Prozent mit signifikantem Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe (p=0,009)
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Abb. 23: Darstellung der Mediane der positiven Schwei3driiseninnervation fiir natives a-Synuclein im
Rucken in Prozent mit signifikantem Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe (p=0,013)

30 pum

Abb. 24: Immunreaktive Nervenfasern fir natives a-Synuclein um Schwei3drisentubuli im Ricken eines
gesunden Probanden (links) und eines Patienten mit M. Parkinson (rechts) (Objektiv 40x)
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3.6.9 SNAP-25-Innervation

Im Unterschenkel von Patienten mit M. Parkinson zeigte sich eine signifikante
Minderverteilung von SNAP 25 verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe (s.
Abb. 25). Der mittlere Wert der SNAP-positiven Schweil3drisentubuli betrug bei
der Patientengruppe 0,00001 (0-1) %, bei der Kontrollgruppe 0,00001 (0-3)) %
(p=0,023). Eine negative Korrelation (Korrelationskoeffizient -0,6) konnte
zwischen der Immunreaktivitat im Unterschenkel und dem Vorkommen von p-a-
Synuclein mit einem p-Wert von 0,007 nachgewiesen werden. Es zeigte sich
weiterhin eine negative Korrelation (Korrelationskoeffiezent -0,6) zwischen
paravertebraler Nervenfaserdichte und Erkrankungsstadium nach H&Y
(p=0,009).

SNAP positive SchweilRdriiseninnervation im Unterschenkel

Gruppe Gesamt
Kontrollen M. Parkinson
Anzahl 13 14 27
,00
% der Gesamtzahl 31,0% 33,3% 64,3%
Anzahl 2 2 4
,50
% der Gesamtzahl 4,8% 4,8% 9,5%
Anzahl 5 1 6
1,00
SNAP % der Gesamtzahl 11,9% 2,4% 14,3%
Unterschenkel Anzahl 1 0 1
1,50
% der Gesamtzahl 2,4% 0,0% 2,4%
Anzahl 2 0 2
2,00
% der Gesamtzahl 4,8% 0,0% 4,8%
Anzahl 2 0 2
3,00
% der Gesamtzahl 4,8% 0,0% 4,8%
Anzahl 25 17 42
Gesamt
% der Gesamtzahl 59,5% 40,5% 100,0%

Tabelle 11: Kreuztabelle der SNAP positiven Schweif3driiseninnervation im Unterschenkel fir Patienten
mit M. Parkinson und gesunde Kontrollen.
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Abb. 25: Darstellung der Mediane der SNAP25-positiven Nervenfaserdichte in Prozent im Unterschenkel
mit einem signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe (p= 0,023)

Abb. 26: SNAP 25-immunreaktive Nervenfasern um SchweiR3driisentubuli im Unterschenkel eines
gesunden Probanden (links) und eines Patienten mit M. Parkinson (rechts) (Objektiv 40x)
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3.7 P-a-Synuclein

P-a-Synuclein konnte bei 71,9% der Patienten (23 von insgesamt 32 Patienten)
mit idiopathischem M. Parkinson gefunden werden. Die Ablagerungen fanden
sich in Nervenfasern um Blutgefal3e, Schweil3drisen, in Erector pili Muskeln
sowie in dermalen Nervenfaserbindeln. Nur bei 3 der 23 p-a-Synuclein
positiven Parkinson Patienten konnte p-a-Synuclein an Nervenfasern um
Schweil3driisen nachgewiesen werden. Etwas haufiger, bei 7 von 23 Patienten,
wurden Ablagerungen in Nervenfasern von Erector pili Muskeln festgestellt. Am
haufigsten fanden sich die p-a-Synuclein-positiven Fasern um BlutgefalRe
verteilt (12 Patienten) und als dermale Nervenfaserbtindel (19 Patienten). In
den Biopsaten der 30 Kontrollpersonen konnten in keiner einzigen Anfarbung p-
a-Synuclein detektiert werden.

Bei den Patienten mit atypischem Parkinsonsyndrom fanden sich bei den MSA
Patienten p-a-Synuclein positive Fasern, wohingegen bei den Patienten mit
PSP und CBD keine Ablagerungen gefunden werden konnten. Bei insgesamt 8
von insgesamt 11 MSA-P-Patienten zeigten sich positive Fasern. Hierbei
fanden sich bei 3 Patienten Ablagerungen um Blutgefal3e, bei einem Patienten
an Schweif3driisen und bei 8 Patienten als Nervenfaserbindel.
Interessanterweise war p-a-Synuclein bei 6 von diesen 8 positiven MSA-P
Patienten (75%) an somatosensiblen Fasern des subepidermalen Plexus zu
finden. Lediglich bei 3 von insgesamt 23 positiv detektierten Patienten mit M.
Parkinson (13,0%) fand sich p-a-Synuclein an dieser Position (Signifikanz
p=0,031). In den insgesamt 31 positiv bewerteten Patienten fanden sich die
Ablagerungen bei 14 im Unterschenkel, bei 19 im Oberschenkel, bei 17 im
Rucken und bei 8 im Finger. Es konnten keine Korrelationen zwischen der
Erkrankungsdauer/-schwere und dem Nachweis der positiven Ablagerungen
festgestellt werden. Eine signifikante negative Korrelation konnte zwischen
SNAP 25 positiver Nervenfaserdichte im Unterschenkel und p-a-Synuclein
nachgewiesen werden. (s. 3.6.9) Es konnten keine Korrelationen zwischen der

intraepidermalen Nervenfaserdichte und p-a-Synuclein gefunden werden.
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Abb.20: p-a-Synuclein an dermalen Nervenfaserbiindeln (oben) und um einen SchweiRdriisentubulus
(unten) bei einem Patienten mit Morbus Parkinson



4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautbiopsien von Patienten mit M. Parkinson
und atypischem Parkinsonsyndrom bezuglich synaptischer Pathologien sowie
der Beteiligung des peripheren und autonomen Nervensystems am
Krankheitsprozess im Vergleich mit einer gesunden Kontrollkohorte untersucht.
Im Konkreten wurden die intraepidermale Nervenfaserdichte bestimmt, die
Innervation der Schwei3drisen mithilfe von VIP, TH, SP, CGRP und nativem a-
Synuclein Uberprift sowie die Synapsen nach Fehl- bzw. Umverteilungen von
Synaptophysin und SNAP 25 untersucht. Hinsichtlich der
Schweil3driiseninnervation fanden sich signifikante Unterschiede in der Dichte
der VIP-Fasern. Bei den weiteren untersuchten Proteinen konnten im
Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden. Im Bereich der Synapsen zeigte sich bei den M.
Parkinson Patienten eine signifikante Reduktion der Synapsenmarker im
Vergleich zu den Kontrollpersonen. Weiterhin konnte ein sich vom M. Parkinson
unterscheidendes Verteilungsmuster von p-a-Synuclein bei MSA-Patienten
beobachtet werden mit iberwiegender Beteiligung der somatosensiblen
Nervenfasern bei der MSA im Gegensatz zu einem Uberwiegen der autonomen

Fasern beim M. Parkinson.
4.2. Neuropathie bei M. Parkinson?
4.2.1 Elektrophysiologie

Mithilfe der elektrophysiologischen Untersuchung wurde die Beteiligung der
groRkalibrigen Nervenfasern untersucht. In der Literatur liegen diesbeziglich
unterschiedliche Ergebnisse vor. In der vorliegenden Arbeit konnten anhand der
sensiblen Neurografie Beeintrachtigungen der grofR3kalibrigen Nervenfasern
einerseits im Sinne einer Schadigung der Myelinscheide
(Nervenleitgeschwindigkeit reduziert bei einem M. Parkinson Patienten und

einem PSP-Patient), andererseits im Sinne einer Axonschadigung (SNAP
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reduziert in 9 M. Parkinson Patienten, 3 PSP-, einem MSA- und einem CBD-
Patienten) bei einigen Patienten nachgewiesen werden. Allerdings lag bei
einem Patienten mit erniedrigter NLG und SNAP ein fraglich erhéhter
Alkoholkonsum vor, bei drei der Patienten mit atypischem Parkinsonsyndrom
wurde eine sensomotorische Polyneuropathie unklarer Genese nachgewiesen.
Ahnliche Ergebnisse hinsichtlich einer Schadigung groRkalibriger Nerven
wurden von Toth und Doppler erzielt (Doppler et al., 2014; Toth et al., 2008).
Eine Korrelation zwischen erniedrigter NLG/SNAP und erniedrigter Vitaminlevel
bei M. Parkinson-Patienten, wie sie bei Toth et al. beschrieben wurde, konnte
nicht nachgewiesen werden. Gegensétzliche Ergebnisse erhielten Nolano und
Donadio. Die beiden Forschungsgruppen konnten keine Unterschiede zwischen
Patientengruppe und Kontrollgruppe in der elektrophysiologischen
Untersuchung feststellen (Donadio et al., 2014; Nolano et al., 2008). Es liegen
verschieden Studien zur Ursachenforschung einer Polyneuropathie bei
Patienten mit M. Parkinson vor. So konnten Siebert et al. in einer Studie in
Axonen des Nervus suralis von Mausen und in einem humanen Nervus suralis
Préparat a-Synuclein Aggregate nachweisen und vermuteten, dass diese den
axonalen Transport beeinflussen (Siebert et al., 2010). Studien zu autosomal
rezessiv vererbtem Parkinson (PARK 2) zeigten eine erniedrigte SNAP in
elektrophysiologischen Untersuchungen bei Patienten mit der vererbten
Parkinsonerkrankung (Ohsawa et al., 2005; Okuma et al., 2003). Nachdem von
Shimura et al. nachgewiesen wurde, dass Parkin als eine Ubiquitin-Protein-
Ligase am Abbau von Proteinen beteiligt ist (Shimura et al., 2000), wurde
vermutet, dass die periphere Neuropathie durch Akkumulation von schéadlichen
Substraten bedingt ist (Okuma et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte
weder ein Zusammenhang mit der Erkrankungsdauer und der Levodopa-Dosis,
noch mit dem Patientenalter hergestellt werden. Auszuschliel3en ist eine
altersbedingte axonale Schadigung jedoch nicht. Der idiopathische M.
Parkinson ist eine Erkrankung des hoheren Alters und es ist bekannt, dass die
SNAP altersabhangig abnimmt (Rivner et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit
wurde nur der Nervus suralis untersucht und dies bei einer kleinen

Patientengruppe. Um eine Aussage treffen zu kbnnen, misste man
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elektrophysiologische Untersuchungen an unterschiedlichen Nerven und einer
grolReren Kohorte durchfuhren.

4.2.2 Quantitativ sensorische Testung

Mit dieser Untersuchung sollte die Beeintrachtigung der kleinkalibrigen und
grof3kalibrigen Nervenfasern quantifiziert werden. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede im Bereich der taktilen Empfindungsschwelle, der mechanischen
Schmerzschwelle und der Schmerzschwelle fir mechanischen Druck. Wahrend
die Unterschiede fur die taktile Empfindungsschwelle, welche zu den Large-
fiber-Qualitaten gehort, langenabhangig waren, waren die Unterschiede fur die
mechanische Schmerzschwelle und die Schmerzschwelle fiir mechanischen
Druck, welche zu den small-fiber-Qualitdten gehoren, lAngenunabhangig. Es
scheint, dass sowohl grof3kalibrige als auch kleinkalibrige Fasern beim M.
Parkinson beeintrachtigt werden kénnen. Auch Nolano et al. konnten
signifikante Ergebnisse nachweisen. Sie fanden eine Erhéhung der taktilen und
thermalen Detektionsschwelle und eine Minderung der mechanischen
Schmerzschwelle im Vergleich mit einer Kontrollgruppe (Nolano et al., 2008).
Doppler et al. konnten 2014 keine signifikanten Unterschiede zwischen
Parkinson- und Kontrollgruppe feststellen (Doppler et al., 2014). Eine weitere
Studie der Forschungsgruppe um Lin aus dem Jahr 2016 tberprufte die
Involvierung kleinkalibriger Nervenfasern bei M. Parkinson und fand in 32% der
untersuchten Patienten von der Norm abweichende Werte fur die thermale
Detektionsschwelle (Lin et al., 2016). Die Frage ist, inwieweit eine beginnende
Small-fiber-Affektion bei Parkinson-Patienten sich bereits in einer QST-
Untersuchung widerspiegelt bzw. wie sensitiv diese ist. In einem gewissen
Malie sind die untersuchten Parameter, beispielsweise die verschiedenen
Schmerzschwellen, individuell sehr unterschiedlich. Weiterhin missten zur
Praselektion alle gesunden Probanden eine elektrophysiologische
Untersuchung, eine genauere Anamnese, eine Bestimmung der Vitamin B12-
Werte und einen OGTT erhalten, um das Risikoprofil zu verbessern. Eine

weitere Einschréankung ist die geringe Fallzahl an Patienten.
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4.2.3 Intraepidermale Nervenfaserdichte

Die Intention der Untersuchung der intraepidermalen Nervenfasern war
ebenfalls die Uberprufung einer Schadigung kleinkalibriger somatosensibler A-,
delta- und C-Nervenfasern. In friiheren Studien konnte eine langenabhangige
Reduktion der kleinkalibrigen Nervenfasern bei Parkinson-Patienten
nachgewiesen werden. Wang et al. sowie Doppler et al. fanden eine reduzierte
intraepidermale Nervenfaserdichte, abnehmend vom Ricken bzw.
Oberschenkel zum Unterschenkel, bei M. Parkinson-Patienten verglichen mit
einer gesunden Kontrollgruppe (Doppler et al., 2014; Wang et al., 2013). In der
vorliegenden Kohorte konnten diese Ergebnisse nicht bestétigt werden. Bei den
Biopsien des Unterschenkels zeigten sich keine signifikanten Unterschiede und
bei den Biopsien des Oberschenkels zeigte sich lediglich bei den atypischen
Patienten eine signifikante Reduzierung der IENFD. Eindeutige Ergebnisse
wurden bei den Biopsien des Ruckens erreicht (signifikante Reduktion bei
idiopathischem M. Parkinson und atypischem Parkinson-Syndrom). Geht man
davon aus, dass a-Synuclein Ablagerungen direkt die peripheren Nervenfasern
schadigen (Siebert et al., 2010), waren diese Ergebnisse insofern plausibel,
dass sich auRerhalb des Gehirns die meisten a-Synuclein-Ablagerungen in
unmittelbarer N&he des ZNS finden lassen (Donadio et al., 2014) und die
paravertrebalen Biopsien der vorliegenden Studie im Vergleich mit den anderen
Biopsiestellen in nachster Nahe des Rickenmarks liegen. In der vorliegenden
Arbeit fanden sich die meisten Ablagerungen im Rucken (und im
Oberschenkel). Es konnte keine Korrelation zwischen a-Synuclein-
Ablagerungen und der intraepidermalen Nervenfaserdichte nachgewiesen
werden. Die meisten a-Synuclein Ablagerungen fanden sich in autonomen und
nicht in somatosensiblen Nervenfasern. Auch hinsichtlich des Alters bestand
kein Zusammenhang. Ein mogliches Problem der vorliegenden Arbeit stellen
die vergleichsweise unterdurchschnittlichen Werte der Kontrollgruppe dar.
Obwohl bei den gesunden Probanden etwaige Risiken wie Diabetes mellitus,
Alkoholabusus und bestehende Polyneuropathie anamnestisch ausgeschlossen
wurden, zeigte die untersuchte Gruppe eine durchschnittlich eher geringe

Dichte intraepidermaler Nervenfasern. Zur verbesserten Selektion hatte man
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auch bei den gesunden Probanden eine elektrophysiologische Untersuchung,
einen oralen Glukosetoleranztest und eine Bestimmung zumindest von Vitamin

B12 durchfiihren missen.
4.3 Laborchemie

Es sollte Gberpruft werden, ob verschiedene Laborparameter im Vitamin B12
Stoffwechsel bei Parkinson-Patienten vermindert sind und inwieweit diese
Veranderungen mit einer Levodopa-Therapie korrelieren. In friilheren Studien
fanden sich erniedrigte VitaminB12-Werte in Korrelation mit der kumulativen
Levodopatherapie, zusatzlich auch erhéhte Homocystein- und
Methylmalonsaure-Werte als indirekte Hinweise auf einen Vitamin B12-Mangel
(Rajabally & Martey, 2011; Toth et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit
konnten im Gegensatz zu den genannten Studien keine erniedrigten Vitamin
B12-Werte in der Patientengruppe dargelegt werden. Allerdings fanden sich bei
vier Parkinson-Patienten erhéhte Methylmalonsaure-Werte. In Studien fand
man einen erhéhten Homocystein-Spiegel bei M. Parkinson Patienten und
postulierte einen Zusammenhang mit Levodopa (Allain et al., 1995). Wiederum
gibt es Studien, welche einen Anstieg der mittleren Homocystein-Level nach
Beginn einer Therapie mit Levodopa nachweisen konnten (Yasui et al., 2003).
Miiller et al. stellten 2004 einen Zusammenhang zwischen der Levodopa-
Einnahme, erhéhten Homocystein-Spiegeln und einer axonalen
Neurodegeneration des N. suralis fest (Muller et al., 2004). In insgesamt 20/33
Patienten dieser Arbeit fanden sich erhbhte Homocystein-Spiegel. Bei 8 dieser
Patienten konnte gleichfalls eine erniedrigte SNAP festgestellt werden. 9
weitere Patienten mit erniedrigter SNAP zeigten normale Homocystein-Werte.
Diese Ergebnisse kdnnten die These von Toth unterstitzen, dass die
Akkumulation von Homocystein und Methylmalonsaure, als mogliche
neurotoxische Metabolite, zu einer axonalen Schadigung der Nerven fihren und
eine Polyneuropathie bedingen kann (Toth et al., 2008). Allerdings ist
Homocystein ein sehr empfindlicher Laborparameter, dessen Auswertung eine
sehr akkurate Lagerung und schnelle Aufarbeitung erfordert. Es kdnnten

maoglicherweise falsch-hohe Werte durch fehlerhafte Arbeitsstrukturen erreicht
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worden sein. Weiterhin misste eine laborchemische Analyse bei den gesunden
Probanden vorgenommen werden, um auszuschlie3en, dass kein

altersabhangiger Anstieg von Homocystein zugrunde liegt.
4.4. Innervation von Schweil3drisen

Parkinson-Patienten berichten, neben den motorischen Symptomen, haufig
Uber Beeintrachtigungen des autonomen Nervensystems. In der Haut werden
unter anderem Schweil3drisen tUber das autonome Nervensystem innerviert
und sind durch Hautbiopsien leicht zuganglich. Mithilfe der Quantifizierung der
Schweil3driiseninnervation und der Untersuchung verschiedener Neuropeptide,
welche die sympathische Nervenfunktion beeinflussen, sollten die
multisystemischen pathologischen Veréanderungen bei Parkinson-Patienten
verifiziert werden. Bereits 2006 untersuchten Dabby et al. die Innervation des
autonomen Nervensystems mittels Hautbiopsien bei Parkinson-Patienten und
fanden eine reduzierte Nervenfaserdichte um Schweil3drisen, Blutgefal3e und
Erector pili Muskeln (Dabby et al., 2006). Kawada et al. publizierten 2009 ihre
Ergebnisse zur Dishydrosis bei Parkinson-Patienten. Sie fanden unter anderem
eine reduzierte VIP-Expression im Bereich von Schweil3drisen der
Patientengruppe (Kawada et al., 2009). Doppler et al. fanden eine Reduktion
der SP-positiven und CGRP positiven intraepidermalen Nervenfasern bei
Biopsien des Unter-, Oberschenkels und Riickens (Doppler et al., 2014). Eine
erniedrigte Dichte TH-positiver Fasern finden sich im Putamen bereits in friihen
Stadien des M. Parkinson, spater im gesamten nigrostriatalen System (Chu et
al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde die Schweil3driiseninnervation
mithilfe des axonalen Markers PGP 9.5 sowie die VIP-, TH-, SP-, CGRP-
positiven Nervenfasern um Schweil3driisen tGberprift. Im Gegensatz zu oben
erwahnten Forschungsergebnissen konnten keine signifikanten Unterschiede
bzw. deutliche Pathologien an den Schweil3driisen konstatiert werden. Es fand
sich lediglich eine signifikant verminderte VIP-positive Nervenfaserdichte im
Unterschenkel bei der Gruppe der idiopathischen Parkinson-Patienten. Schon
1990 vermuteten Wakabayashi et al. anhand einer Studie am enterischen

Nervensystem, dass das VIP Neuronen System in den Krankheitsprozess der
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Parkinson-Erkrankung involviert ist (Wakabayashi et al., 1990). Die
vorliegenden Ergebnisse flr VIP, als cholinerger Marker, kénnten
maoglicherweise als Korrelat der Dyshidrosis bei Parkinson-Patienten
angesehen werden (Kawada et al., 2009). Trotz der negativen Ergebnisse der
vorliegenden Studie kann, verifiziert durch unter anderem oben erwéhnte
Studien, davon ausgegangen werden, dass das autonome Nervensystem bei
der Parkinson-Erkrankung involviert ist. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen
allerdings eher gegen eine Schadigung von Nervenfasern durch p-a-Synuclein.
An TH-positiven, adrenergen Fasern wurden in vorhergehenden Studien
vermehrt a-Synuclein- Ablagerungen gefunden (Wang et al., 2013). Wirde man
von einer direkten Schadigung durch p-a-Synuclein ausgehen, musste die TH-
positive Schweil3driseninnervation bei den Parkinson-Patienten deutlich
vermindert sein. Eine Limitation der Studie ergab sich durch die ausschliel3liche
Untersuchung von Schweifl3drisen. Diese waren nicht in jeder entnommenen
Biopsie enthalten. Somit wurde die Zahl der ausgewerteten Proben verringert.
Weiterhin konnte das ausgewahlte Auswertungsverfahren der Innervation von
Schweil3driisen mit ImageJ nicht sensitiv genug gewesen sein, um bestehende

Pathologien nachzuweisen.
4.5 Pathologie an Synapsen

Die aktuellen wissenschaftlichen Ergebnisse riicken eine synaptische
Dysfunktion in den Fokus der Ursachenforschung der Parkinsonerkrankung
(Schulz-Schaeffer, 2010). Es gibt Hinweise, dass die neuronale Dysfunktion
und der Verlust von Neuronen auftreten, bevor Lewy-Korperchen detektiert
werden kdnnen (Milber et al., 2012) und dass diese Lewy-Pathologien ein
Korrelat der Detoxifikation darstellen (Schulz-Schaeffer, 2012). Eine Hypothese
ist, dass kleine a-Synuclein Aggregate Uber einen Aggresom-abhéngigen
Prozess von der Peripherie zum Zentrosom transportiert werden, um
sequestriert zu werden und somit als Lewy-Kérperchen in Neuronen erfassbar
werden (McNaught et al., 2002). Kramer et al. konnten 2007 in Homogenaten
menschlicher Gehirne von Patienten mit Lewy-Korperchen-Demenz eine

Akkumulation kleiner a-Synuclein Aggregate an prasynaptischen
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Nervenendigungen nachweisen und stellten, als Korrelat fur die synaptische
Dysfunktion, eine Reduktion der prasynaptischen Marker, Synaptophysin und
Syntaxin, und des postsynaptischen Markers PSD95 fest (Kramer & Schulz-
Schaeffer, 2007). In transgenetisch veranderten Mausen fir humanes a-
Synuclein (1-120) konnten eine synaptische Akkumulation von verkirztem a-
Synuclein sowie, im Gegensatz zur Gruppe der Kontrollmause, inhomogen
verteiltes Synaptophysin und SNAP 25 im Striatum gefunden werden (Garcia-
Reitbock et al., 2010). Auch Sharma et al. stellten 2012 in einer Arbeit mit
Cystein-String-Protein-a Knockout-Mausen, einem Mausmodell fur
Neurodegeneration, eine defekte SNAP 25 Funktion und dadurch wiederum
eine Storung im Aufbau des SNARE-Komplexes fest (Sharma et al., 2012a). In
einer zweiten Arbeit konnte durch die Gabe von Proteasom-Inhibitoren eine
Erh6hung der funktionalen SNAP25 Konzentration und eine Steigerung des
Aufbaus des SNARE-Komplexes erreicht werden (Sharma et al., 2012b).
Weiterhin zeigte sich eine mafige Reduktion der synaptischen Proteine,
Synaptobrevin 2, Synaptophysin, a-Synuclein und vGAT im ZNS von
Alzheimer- und M. Parkinson-Patienten (Sharma et al., 2012b). Ziel der
vorliegenden Arbeit war Veranderungen an sudomotorischen Synapsen durch
Untersuchungen von Schweil3driisen zu erfassen. Hierflr wurde die
Nervenfaserdichte von nicht-phosphoryliertem a-Synuclein, SNAP 25 und
Synaptophysin bestimmt. Es zeigte sich, Ubereinstimmend mit oben genannten
Ergebnissen, eine signifikant reduzierte Synaptophysin Konzentration im
Unterschenkel von Patienten mit M. Parkinson. Auch bei der Untersuchung auf
natives a-Synuclein, welches physiologischerweise an den Synapsen vorliegt,
zeigten sich sowohl bei Biopsien des Unterschenkels als auch des Riickens von
Parkinson-Patienten eine signifikant reduzierte Nervenfaserdichte. Eine
Vermutung hierfur ist, dass dieser Verlust an nativem a-Synuclein durch
vermehrte Aggregationen zustande kommt (Sharma et al., 2012b). Denkbar ist
jedoch auch eine Abnahme der a-Synuclein-Immunreaktivitat durch einen
Verlust an Synapsen. Bei der Untersuchung von SNAP 25 zeigte sich im
Gegensatz zu den, von Garcia-Reitbock et al. gefundenen inhomogenen

Verteilungen im Striatum, eine reduzierte SNAP 25-Immunreaktivitat im
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Unterschenkel bei Patienten mit idiopathischem M. Parkinson. Die vorliegenden
Forschungsergebnisse unterstitzen die Hypothese oben genannter Studien,
dass bei M. Parkinson ein pathologischer Prozess an den Synapsen stattfindet
und zeigen erstmals, dass dieser auch an peripheren autonomen Synapsen
ablauft. Weiterhin konnten Pathologien schon pramortem festgestellt werden,
was die Untersuchung von Schweil3drisen durch minimalinvasive Hautbiopsien
fur die weitere Forschung auf diesem Gebiet interessant macht. Die
Untersuchungen dieser Arbeit haben allerdings Limitationen, da nicht in allen
Biopsie-Praparaten Schweil3driisen gefunden werden konnten. Als Konsequenz
missen einerseits gréRere Patientengruppen untersucht werden, andererseits
ware eine Uberlegung, neben SchweiRdriisen zusatzlich Erector pili Muskeln in
der Haut zu untersuchen, welche ebenfalls autonome Synapsen aufweisen.
Auch fur die Auswertung mussen noch einheitlichere und sensitivere Verfahren

entwickelt werden, um bessere Ergebnisse zu erzielen.
4.6 a-Synuclein Aggregationen

Seit einigen Jahren versuchen verschiedene Forschungsgruppen a-Synuclein-
Ablagerungen als Marker fur M. Parkinson in unterschiedlichen Geweben
nachzuweisen. Erfolgreich war man bisher bei Biopsien der Haut, des Kolons
und der submandibularen Speicheldrise (Beach et al., 2010; Donadio et al.,
2014; Lebouvier et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden Biopsien des
Unterschenkels, des Oberschenkels, des Riickens und des Fingers auf p-a-
Synuclein untersucht. Es fanden sich keine a-Synuclein Ablagerungen in der
gesunden Kontrollgruppe, allerdings in fast 72% der Patienten mit M.
Parkinson. Donadio et al. fanden in ihrer Untersuchung 2014 bei allen Biopsien
ihrer Patienten p-a-Synuclein. Sie nahmen paravertebrale Biopsien, im Bereich
C8 und Biopsien des Oberschenkels und Unterschenkels. Zur Verbesserung
der Ergebnisse wurde an den drei Biopsiestellen 3- 4cm entfernt von der ersten
Entnahmestelle eine weitere Biopsie entnommen (Donadio et al., 2014). Zange
et al. nahmen Biopsien vom Unterarm der klinisch starker beeintrachtigten Seite
und untersuchten autonome Strukturen auf p-a-Synuclein. Sie fanden ebenfalls

bei allen Parkinson-Patienten Ablagerungen, allerdings ist einschrankend
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anzumerken, dass die Auswertung unverblindet erfolgte (Zange et al., 2015).
Folglich scheint die Hautbiospie als diagnostisches Mittel in Frage zu kommen.
Allerdings muss eine grol3ere Anzahl an Patienten untersucht werden und die
Untersuchungstechniken, -methoden mussen vereinheitlicht werden, um eine
Aussage Uber die Sensitivitat treffen zu kbnnen. Ebenso muss Uberpruift
werden, ob p-a-Synuclein auch in sehr friihen Krankheitsstadien oder sogar in
pramotorischen Stadien nachgewiesen werden kann (Stokholm et al., 2016;
Vilas et al., 2016).

Differentialdiagnostisch konnten keine a-Synuclein-Ablagerungen bei Patienten
mit PSP und CBD gefunden werden. Bei der MSA, welche zu den
Synucleinopathien gehort, konnte bei beinahe 73 % der Patienten p-a-
Synuclein nachgewiesen werden. Interessanterweise konnten bei 75% dieser
positiven MSA-Patienten die Ablagerungen an somatosensiblen Fasern des
subepidermalen Plexus gefunden werden, wohingegen sich bei Patienten mit
M. Parkinson nur 13% Ablagerungen an dieser Stelle darstellen lieRen. Diese
Ergebnisse kdnnten ein wichtiger Aspekt bei der Unterscheidung zwischen
MSA und idiopathischem M. Parkinson, welche sich bisher in friihen
Krankheitsstadien als schwierig gestaltet, sein. Allerdings mussen hierfur

Studien mit groReren Probandenzahlen durchgefihrt werden.
4.7 Kritikpunkte

Ein wichtiger Kritikpunkt ist wohl die Anzahl der Patienten. Um aussagekraftige
und fir die Klinik umsetzbare Ergebnisse zu erhalten, misste eine viel grol3ere
Kohorte sowohl an Patienten als auch an Kontrollen untersucht werden. Ein
weiterer zu bertcksichtigender Punkt ist, dass die Kontrollgruppe bei
Untersuchung der Innervationsdichte einer umfassenderen Untersuchung zum
Ausschluss einer Neuropathie unterzogen werden musste. Um das
neuropathische Risikoprofil zu verbessern, sollten die gesunden Probanden
eine ausfuhrliche Anamnese, eine elektrophysiologische Untersuchung, eine
Blutentnahme mit Bestimmung von (zumindest) Vitamin B12, B6 und Folséure
und einen oralen Glukosetoleranztest erhalten. Des Weiteren musste man die

elektrophysiologische Untersuchung, neben der des Nervus suralis, auf andere
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Nerven ausweiten, um eine Schadigung ursachlich mit der Parkinson-
Erkrankung in Verbindung bringen zu kénnen. Die Entnahme von Hautbiopsien
sollte vereinheitlicht werden und die Ergebnisse muissten im Verlauf der
Erkrankung verifiziert werden.

Die Suche nach p-a-Synuclein in der Haut ist nach aktuellem Forschungsstand
noch nicht umsetzbar fur die frihdiagnostische Untersuchung. Wichtig ware
hierbei die Untersuchung sehr friher Stadien der Erkrankung und ein
einheitliches Schema zur Enthahme und Aufarbeitung der Biopsien. Auch fir
die Untersuchung von Synapsen misste die Enthahme von Biopsien
hinsichtlich des Entnahmeortes und der Anzahl der entnommenen Biopsien
optimiert werden. Auch kdnnte die Untersuchung synaptischer Pathologien auf
Erector pili Muskeln ausgeweitet werden. Ziel sollte sein, bei zumindest einem
Praparat jedes Patienten Schweil3drisen oder Erector pili Muskeln zu finden,
um somit eine sichere Untersuchung der Synapsen zu garantieren.
Diesbeziglich bestiinde auch die Mdglichkeit Stufenschnitte anzufertigen.
Desweitern muss die Auswertungsmethodik hinsichtlich der Innervation von
autonomen Strukturen verbessert werden. ImageJ zeigt hierfir vermutlich nicht

genlugend sensitive Ergebnisse.
4.8 Klinische Relevanz

In der vorliegenden Arbeit war eines der Ziele die Bewertung von Hautbiopsien
als diagnostisches Mittel. P-a-Synuclein wird als Biomarker fur M. Parkinson
angesehen und so wurden in den letzten Jahren verschiedene Gewebe und
Sekrete auf das Vorliegen pathologischer Ablagerungen untersucht (Abd-Elhadi
et al., 2016; Beach et al., 2010; Donadio et al., 2014; Shannon et al., 2012).
Auch wenn sich in vielen dieser Studien, wie auch der vorliegenden Arbeit,
positive Ergebnisse zeigen, wird es wohl noch ein grof3er Schritt sein, bis
Hautbiopsien in der Frihdiagnostik von M. Parkinson klinisch eingesetzt werden
kénnen. Hierfir muss eine hdhere Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden.
Des Weiteren ist noch nicht ausreichend untersucht, inwieweit a-Synuclein
Aggregationen in friihen Krankheitsstadien bzw. vor dem Vorhandensein

klinischer Symptome detektiert werden kdnnen.
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Auch gibt es aktuell ein Umdenken im Bereich der pathophysiologischen
Ursachenforschung, wobei die Ergebnisse von Schulz-Schafer, Garcia-
Reitbock, Sharma sowie ihren Kollegen neue Perspektiven erdffnen (Garcia-
Reitbock et al., 2010; Schulz-Schaeffer, 2015; Sharma et al., 2012a). Aus
diesem Grund war ein weiteres Ziel dieser Studie Pathologien an Synapsen in
vivo nachzuweisen. Hierbei konnte eine Reduktion prasynaptischer Proteine
nachgewiesen werden. Falls sich die Vermutung bestatigt, dass die synaptische
Dysfunktion ursachlich fur die Parkinson-Erkrankung ist und den Lewy-
Pathologien vorausgeht, konnte die Hautbiopsie und die damit verbundene
Untersuchung von Synapsen an Schweil3driisen und Erector pili Muskeln zu

einem wichtigen diagnostischen Mittel werden.

5. Zusammenfassung

Die Forschung auf dem Gebiet der Parkinson-Erkrankung erlebt einen grof3en
Wandel. Eindeutig ist mittlerweile, dass es zu kurz gefasst ware diese
Erkrankung auf die motorischen Symptome zu beschranken. In den letzten
Jahren wurde durch intensive Forschung bewiesen, dass der idiopathische M.
Parkinson eine multisystemische Erkrankung ist, welche verschiedene Teile des
Nervensystems betreffen kann (Beach et al., 2010; Jellinger, 2012).

Um die zugrundeliegende Pathophysiologie und die Beteiligung des autonomen
Nervensystems bei M. Parkinson ndher zu untersuchen, wurden fir diese
Studie 30 Patienten mit idiopathischem M. Parkinson, 19 Patienten mit
atypischem Parkinsonsyndrom und 30 gesunde Probanden am
Universitatsklinikum Wurzburg und an der Paracelsus-Elena-Klinik Kassel
rekrutiert. Um Beeintrachtigungen von grof3-und kleinkalibrigen Nervenfasern
einschatzen zu kdnnen, wurden eine Neurografie des N. suralis sowie eine
guantitativ sensorische Testung durchgefuhrt. Zur Bewertung einer moglichen
toxischen Komponente von Levodopa gegenuber einer direkten Schadigung
peripherer Nerven durch p-a-Synuclein wurden am Vitamin B12 Stoffwechsel
beteiligte Proteine im Blut bestimmt. Alle Patienten und Probanden erhielten

Hautbiopsien an Unterschenkel, Oberschenkel, Riicken und Finger, um
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anschlieRend eine immunhistochemische Aufarbeitung der Praparate
durchfuhren zu kénnen. Einerseits wurde die Beteiligung somatosensibler
Nervenfasern mithilfe der Auszahlung intraepidermaler Nervenfasern (PGP 9.5)
bewertet. Andererseits wurden die Schweil3drisen auf Pathologien der
sympathischen Nervenfasern (VIP, TH, SP, CGRP) und der sudomotorischen
Synapsen (SNCA, Synaptophysin, SNAP 25) untersucht. Weiterhin wurde
versucht p-a-Synuclein, als Biomarker der Parkinson-Erkrankung, in der Haut
nachzuweisen.

In der laborchemischen Untersuchung konnte bei insgesamt 20 Patienten ein
erhohter Homocystein-Spiegel und eine positive Korrelation mit der
Erkrankungsschwere (p=0,004) nachgewiesen werden, wodurch sich ein
krankheitsabh&ngiger Anstieg eines Metaboliten, der eventuell eine toxische
Wirkung auf Nervenfasern haben kdnnte, vermuten liel3e.

In der elektrophysiologischen Untersuchung des N. suralis fanden sich bei
insgesamt 14 Patienten erniedrigte Werte der SNAP, ohne Korrelation zu
Levodopa-Dosis oder Patientenalter, was eine axonale Beeintrachtigung der
grof3kalibrigen Nervenfasern als spezifische Manifestation der Parkinson-
Erkrankung moéglich macht.

Im Hinblick auf eine reduzierte Schweil3driisen-Innervation bei M. Parkinson-
Patienten zeigte sich eine verminderte VIP-Dichte im Unterschenkel der
Parkinson-Patienten (p=0,008), was eine Beeintrachtigung der
Schweil3driisenfunktion bei der Patientengruppe vermuten lasst.

Positive Ergebnisse konnten auch hinsichtlich pathologischer Prozesse an den
Synapsen und der Detektion von nativem a-Synuclein erzielt werden. Es zeigte
sich sowohl eine Reduktion von nativem a-Synuclein (Unterschenkel, p=0,009
und Ricken, p=0,013), Synaptophysin (Unterschenkel, p=0,007) als auch
SNAP 25 (Unterschenkel, p=0,023) an den untersuchten Schweil3driisen der
Patientengruppe. Bei der Untersuchung von SNAP 25 zeigte sich des Weiteren
eine negative Korrelation zwischen der SNAP 25 Dichte im Unterschenkel und
p-a-Synuclein (p=0,007). Diese Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass ein

pathologischer Prozess an den Synapsen bei M. Parkinson vorliegt.
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Bei der Suche nach p-a-Synuclein wurden beinahe 72% der Parkinson-
Patienten positiv getestet, wohingegen keiner der gesunden Probanden p-a-
Synuclein in der Haut zeigte. Weiterhin konnte bei 75% der positiv getesteten
MSA-Patienten p-a-Synuclein an somatosensiblen Nervenfasern des
subepidermalen Plexus nachgewiesen werden, wohingegen es bei den M.
Parkinson Patienten nur 13% waren. Diese Resultate machen die Hautbiopsie
fur die Differentialdiagnose der Parkinson-Erkrankung interessant.

Die Ergebnisse der zugrundeliegenden Arbeit zeigen, dass die Hautbiopsie als
frhdiagnostisches Mittel und in der Differentialdiagnose ein hohes Potenzial
hat. Die Erforschung von Pathologien an Synapsen wird in der Zukunft an
grof3er Bedeutung gewinnen und scheint ein wichtiger Ansatz, um die
Pathophysiologie des M. Parkinson genauer zu verstehen. Wiinschenswert
ware hierdurch die Entwicklung kausaler Therapiemdglichkeiten. Die
Hautbiopsie konnte dabei von Vorteil sein, da sich eine Pathologie in vivo

untersuchen lasst und man nicht auf Ergebnisse von Autopsien angewiesen ist.
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7. Anhang

Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
CCD-Kamera Visitron Systems,
Tuchheim, Deutschland
Mikroskop Axiophot2 Zeiss, Gottingen,
Deutschland
Mikroskop Ax10 Zeiss, Gottingen,
Deutschland
Mikrotom CM 3050 S Leica, Wetzlar,
Deutschland
Pipetten Eppendorf reference 5 Eppendorf, Hamburg,
pl, 10 pl, 200 pl, 200 pl, Deutschland
1000 pl
QST-Gerat Somedic, Horby,
Schweden
Materialien
Art Bezeichnung Hersteller
Kandlen Hypodermic Needle-Pro | Smiths Medical ASD,
Keene, USA

Pipettenspitzen

5, 10, 100, 200, 1000

Sarstedt, Nurnbrecht,
Deutschland

Skalpell

Braun, Tuttlingen,
Deutschland

Sterile Einmalspritze 5

ml

Braun, Melsungen,
Deutschland

Sterile Hautstanze fur

Hautbiopsien

Biopsy punch 3mm,
5mm

FA Stiefel, Smith Kline,
Berks, England

Sterile Heftpflaster

Leukostrip

Smith&Nephew, Medical
Limited, England
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Antikorper, Medikamente und Reagenzien

Art Bezeichnung Hersteller

BSA Bovines Serumalbumin Laboreigene Herstellung
10%

DABCO 1,4 Diazabicyclo-Octan

Einbettmittel

Tissue Tek

Sakura, Zoeterwoude,
Niederlande

Lokalanasthetikum

Scandicain 1%

Astra Zeneca, Wedel,
Deutschland

PBS Phosphat-Puffer-Saline Laboreigene Herstellung
PFA Paraformaldehyd 4% Laboreigene Herstellung
Primare Ak PGP 9.5, 1:800 Ultra Clone, Isle of
Wigth, England
p-a-synuclein, Maus- Covance, Princeton,
lgG-Ak, 1:500 USA
VIP, Kaninchen-lgG-Ak, | Immunostar, Hudson,
1:1000 USA
Substanz P, Kaninchen- | Immunostar, Hudson,
lgG-Ak, 1:100 USA
CGRP, Kaninchen-lgG- | Peninsula Laboratories
Ak, 1:500 International Inc., San
Carlos, USA
TH, Meerschweinchen- Synaptic Systems,
lgG-Ak, 1:200 Gottingen, Deutschland
SNAP 25, Maus-lgG-Ak, | Synaptic Systems,
1:500 Gottingen, Deutschland
Synaptophysin, Chemicon International,
Kaninchen-lgG-AKk, Hofheim am Taunus,
1:1000 Deutschland
Nicht-p-a-synuclein, Acris Antibodies, San
Maus-1gG-Ak, 1:100 Diego, USA
Sekundare Ak Cyanine 3 konjugierter Jackson
Ziegen-lgG-Ak gegen Immunoresearch,

Kaninchen, 1:50

Pennsylvania, USA

Cyanine 3 konjugierter
Esel-1lgG-Ak gegen
Maus, 1:50

Jackson
Immunoresearch,
Pennsylvania, USA

Alexa Fluor 488
konjugierter Esel-lgG-Ak
gegen Kaninchen, 1:200

Jackson
Immunoresearch,
Pennsylvania, USA

Alexa Fluor konjugierter
Ziegen-lgG-Ak gegen
Meerschweinchen, 1:200

Jackson
Immunoresearch,
Pennsylvania, USA

Stabilisierungsmittel

Vectashield Mounting
Medium with DAPI

Vector Laboratories,
Burlingame, USA

Triton
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Software

Art

Bezeichnung

Hersteller

Auswertung IENFD

SPOT Software

Diagnostic Instruments,
Inc, Sterling Heights,
Michigan, USA

Auswertung
Schweildrisen-
Innervation

Visiview Software

Visitron GmbH,
Puchheim, Deutschland

ImageJ-Software

Wayne Rasband,
National Institutes of
Health, USA
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