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1 Einleitung
1.1 M. Parkinson

1.1.1 Epidemiologie

Der M. Parkinson ist nach dem M. Alzheimer die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung (Antony et al., 2013; Ascherio & Schwarzschild,
2016; de Lau & Breteler, 2006). Die Pravalenz in Europa liegt bei 108 bis 257/100
000 Einwohner, die Inzidenz bei 11 bis 19/100 000 Einwohner und Jahr (von
Campenhausen et al., 2005). Die Inzidenz ist vor dem 50. Lebensjahr niedrig, in
hoherem Alter steigt sie altersabhangig an, wobei der Inzidenzgipfel bei 80
Jahren liegt (Ascherio & Schwarzschild, 2016). In den Industrielandern ist ein
Prozent der Bevolkerung tiber 60 Jahren an einem M. Parkinson erkrankt (Antony
et al., 2013; de Lau & Breteler, 2006). Manner sind haufiger betroffen als Frauen
(Ascherio & Schwarzschild, 2016; Wirdefeldt et al., 2011). Das mediane Alter bei
Krankheitsbeginn liegt bei 60 Jahren (Lees et al., 2009).

1.1.2 Definition und Klassifikation

Ein Parkinson-Syndrom wird klinisch durch das Vorhandensein von Bradykinese
und das Auftreten mindestens eines der weiteren Leitsymptome Ruhetremor,
Rigor oder posturale Instabilitdt definiert (Antony et al., 2013; Jankovic, 2008;
Kalia & Lang, 2015; Thenganatt & Jankovic, 2014; Tolosa et al., 2006).

Parkinson-Syndrome kénnen in vier Gruppen unterteilt werden: der idiopathische
M. Parkinson, genetische Erkrankungen mit Parkinson-Syndrom, Parkinson-
Syndrome im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen (atypische
Parkinson-Syndrome) und sekundéare (symptomatische) Parkinson-Syndrome (
Jankovic, 2008; Levin et al., 2016; Tolosa et al., 2006). Der idiopathische M.
Parkinson, welcher Giber 90% der Parkinson-Syndrome ausmacht (Goedert et al.,
2017), wird hierbei noch weiter in die Verlaufsformen akinetisch-rigider Typ,
Tremordominanz-Typ und Aquivalenztyp eingeteilt (Burn et al., 2012; Kalia &
Lang, 2015; van Rooden, 2010; Thenganatt & Jankovic, 2014).



1.1.3 Pathophysiologie

Ursachlich fur die motorischen Symptome des M. Parkinson ist der Verlust von
melaninhaltigen, dopaminergen Neuronen in der Pars compacta der Substantia
nigra (Dickson et al., 2009; Hornykiewicz, 2008; Kalia & Lang, 2015; Lees et al.,
2009). Die am starksten betroffene Region der Substantia nigra Pars compacta
ist die ventrolaterale Schicht, welche Neurone enthalt, die zum dorsalen Putamen

des Striatums ziehen (Kalia & Lang, 2015).

Neben der Degeneration des dopaminergen nigrostriatalen Signalwegs kommt
es auch in anderen Hirnregionen, beispielsweise im noradrenergen Locus
caeruleus, im cholinergen Nucleus basalis Meynert, im pedunkulopontinen Kern,
in den serotonergen Raphe-Kernen, im dorsalen Vaguskern, in der Amygdala
und im Hypothalamus, zu einem Verlust von Nervenzellen (Dickson, 2012;
Jellinger, 1991; Kalia & Lang, 2015; Lees et al., 2009). Das komplexe Muster
funktioneller Defizite erklart sich aus der Vielzahl von verschiedenen beteiligten
neuronalen Systemen (Jellinger, 1991).

Ein weiteres Kennzeichen des M. Parkinson ist die Lewy-Kdrperchen-Pathologie,
der neuronale Verlust wird von intraneuronalen Einschlissen, den Lewy-
Kdrperchen und Lewy-Neuriten, begleitet (Baba et al., 1991; Jellinger, 2012;
Kalia & Lang, 2015; Lees et al., 2009; Spillantini et al., 1997). Lewy-Kdrperchen
bestehen aus Aggregaten von Alpha-Synuclein (Dickson et al., 2009; Dickson,
2018; Spillantini et al., 1997; Spillantini et al., 1998). Lewy-Kdrperchen kdnnen
anhand ihrer Morphologie in den klassischen (Hirnstamm) und den kortikalen Typ
unterteilt werden (Jellinger, 2012; Lees et al., 2009; Wakabayashi et al., 2007).
Die klassischen Lewy-Koérperchen sind spharische zytoplasmatische
intraneuronale Einschlisse mit einem Durchmesser von 8-30 pum und einem
hyalinen eosinophilen Kern, der von einem schmalen blassgefarbten Hof
umgeben ist (Jellinger, 2012; Lees et al., 2009; Wakabayashi et al., 2007). Die
kortikalen Lewy-Korperchen sind eosinophile runde, eckige oder nierenférmige
Strukturen, die von keinem Hof umgeben sind (Jellinger, 2012; Lees et al., 2009;
Wakabayashi et al., 2007).



Hauptkomponente der Lewy-Korperchen ist post-translational modifiziertes und
aggregiertes Alpha-Synuclein (Lees et al., 2009; Spillantini et al., 1997;
Wakabayashi et al., 2007). Lewy-Korperchen finden sich beim M. Parkinson im
zentralen Nervensystem, unter anderem im Hypothalamus, im Nucleus basalis
Meynert, in der Substantia nigra, im Locus caeruleus, im dorsalen Raphe-Kern,
im dorsalen Vaguskern, im intermediolateralen Kern des Ruckenmarks und im
sakralen autonomen Kern (Wakabayashi et al., 2007). Dartber hinaus treten
Lewy-Kdrperchen auch in Neuronen der Amygdala und des zerebralen Kortex,
insbesondere der tiefen Schichten (V und VI) des limbischen Systems, auf
(Wakabayashi et al., 2007).

Die Lewy-Pathologie ist jedoch nicht nur auf das zentrale Nervensystem
beschrankt, sondern betrifft auch das periphere Nervensystem, beispielsweise
sympathische Ganglien, den Plexus cardiacus, das enterische Nervensystem,
Speicheldriisen, das Nebennierenmark und die Haut (Goedert et al., 2013;
Wakabayashi et al., 2007).

In subklinischem M. Parkinson bleibt die Lewy-Pathologie auf die Medulla
oblongata und den Bulbus olfactorius beschrankt (Braak et al., 2003;
Wakabayashi et al.,, 2007). Nach aktuellem Forschungsstand folgt die
Ausbreitung der Erkrankung einem bestimmten Muster (Antony et al., 2013,
Braak et al., 2003; Goedert et al., 2013). Braak et al. konzipierten ein Model mit
sechs verschiedenen Stadien (Antony et al., 2013; Braak et al., 2003; Goedert et
al., 2013; Kalia & Lang, 2015; Lees et al., 2009; Wakabayashi et al., 2007). Nach
dieser Hypothese beginnt der M. Parkinson im enterischen Nervensystem, im
Bulbus olfactorius und im dorsalen motorischen Kern des Nervus vagus, und
breitet sich Uber die Medulla oblongata und das Tegmentum pontis ins
Mesencephalon und danach ins basale Prosencephalon und in den Mesocortex
aus, bis es schlie3lich den Neocortex erreicht (Braak et al., 2003; Kalia & Lang,
2015; Lees et al., 2009; Wakabayashi et al., 2007).



1.1.4 Klinische Symptomatik
Der M. Parkinson wird zum einen durch motorische Symptome, zum anderen

durch nicht-motorische Symptome charakterisiert (Pfeiffer, 2016; Poewe, 2008).

1.1.4.1 Motorische Symptome

Die motorischen Leitsymptome des M. Parkinson sind Hypo-/Bradykinese, Rigor,
Ruhetremor und posturale Instabilitat (Jankovic, 2008; Kalia & Lang, 2015;
Postuma et al., 2015; Rao et al., 2003; Rao et al., 2006; Samii et al., 2004).
Motorische Symptome treten erst auf, wenn 80% der dopaminergen Zellen des
nigrostriatalen Systems fehlen (Sveinbjornsdottir, 2016). In Uberwiegender
Anzahl der Falle beginnen die Symptome einseitig, die kontralaterale Seite des
Korpers ist erst innerhalb einiger Jahre zuséatzlich betroffen (Sveinbjornsdottir,
2016). Eine Seitenbetonung bleibt jedoch erhalten (Djaldetti et al., 2006; Marinus
& van Hilten, 2015).

Das charakteristischste Merkmal ist die Bradykinese, welche Schwierigkeiten bei
der Planung, Initiierung und Ausfiihrung von Bewegungen umfasst (Jankovic,
2008). Initial auflert sich die Bradykinese vor allem in Problemenen mit
feinmotorischen Tatigkeiten wie dem Offnen von Knodpfen (Jankovic, 2008; Samii
et al.,, 2004). Im spateren Verlauf der Erkrankung kann die Bradykinese zu
Hypomimie und Hypophonie fihren (Hess & Hallett, 2017; Jankovic, 2008;
Sveinbjornsdottir, 2016).

Ein Tremor der Extremitaten tritt bei 80% der Patienten auf (Hughes et al., 1993;
Jankovic, 2008; Sveinbjornsdottir, 2016). Dieser prasentiert sich meist als
Ruhetremor der Hande, mit einer Frequenz von 4-6 Hz, und wird als sogenannter
Pillendreher-Tremor bezeichnet. (Crawford & Zimmerman, 2011; Deuschl, 2000;
Jankovic, 2008; Postuma et al.,, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016). Bei
Willkirbewegungen und wéhrend des Schlafens nimmt der Ruhetremor
typischerweise ab (Bhidayasiri, 2005; Deuschl, 2000; Jankovic, 2008). Die
Amplitude des Tremors steigt bei Anspannung und Erregung (Jankovic, 2008;
Lee et al., 2016).



Der Begriff Rigor bezeichnet einen Widerstand gegen passive Bewegungen, der
aufgrund eines erhdhten Ruhetonus der Muskulatur entsteht (Hess & Hallett,
2017; Jankovic, 2008; Postuma et al., 2015). In der Untersuchung der Gelenke
zeigt sich Uber den gesamten Bewegungsumfang eines Gelenks ein
gleichférmiger, wachserner Widerstand (Hess und Hallett, 2017; Jankovic, 2008).
Ist der Rigor mit einem Tremor verbunden, so kommt es zum sogenannten
Zahnradphanomen, der Widerstand wird wahrend des passiven
Bewegungsvorgangs ruckartig unterbrochen (Hess & Hallett, 2017; Jankovic,
2008; Postuma et al., 2015; Sveinbjornsdottir, 2016).

Im spateren Verlauf der Erkrankung manifestiert sich mit der posturalen
Instabilitat ein weiteres Hauptmerkmal des M. Parkinson (Hess & Hallett, 2017;
Jankovic, 2008). Die posturale Instabilitdt entsteht aufgrund des Verlusts von
gleichgewichtserhaltenden Reflexen und ist eine haufige Ursache von Stirzen
(Jankovic, 2008; Sveinbjornsdottir, 2016; Williams et al., 2006). Klinisch
prasentiert sich die posturale Instabilitdt, wenn der Patient wahrend des Gehens
stehen bleiben mdchte oder wenn der Untersucher dem Patienten einen Stol3
versetzt. Im ersten Fall geht der Patient einige Schritte weiter als gewtinscht, im
zweiten Beispiel kann der Patient den Stof3 nicht ausgleichen, es besteht die
Gefahr zu stirzen (Jankovic, 2008; Sveinbjornsdottir, 2016; Williams et al.,
2006).

1.1.4.2 Nicht-motorische Symptome

Bereits der Namensgeber der Erkrankung, James Parkinson, beschrieb 1817
einige nicht-motorische Symptome des M. Parkinson wie Schlafstérungen,
Funktionsstérungen im Gastrointestinaltrakt, Blasendysfunktion und Fatigue
(Parkinson, 2002; Pfeiffer 2016). Nicht-motorische Symptome kdnnen in tber
20% der Falle das Hauptmerkmal der Parkinson-Erkrankung sein (O'Sullivan et
al., 2008; Pfeiffer, 2016). Dies fuhrt zu einer verzigerten Diagnosestellung
(O'Sullivan et al., 2008; Pfeiffer 2016). Manche nicht-motorischen Symptome
kbnnen Jahre oder sogar Jahrzehnte, bevor die klassischen motorischen

Symptome einsetzen, auftreten (Pfeiffer 2016). Zwischen dem Auftreten von



nicht-motorischen Symptomen und der Lebensqualitat besteht eine negative
Korrelation (Antonini et al., 2012). Die nicht-motorischen Symptome haben sogar
einen groReren Effekt auf die gesundheitsbezogene Lebensqualitdt als die
motorischen Beeintrachtigungen (Pfeiffer, 2016; Weerkamp et al., 2013). Fast
100 % aller Parkinson-Patienten zeigen zumindest ein nicht-motorisches
Symptom (Pfeiffer, 2016; Shulman et al., 2001; Storch et al., 2013). In Tabelle 1
sind die nicht-motorischen Symptome dargestellt (Poewe, 2008; Antonini et al.,
2012).

Neuro- Schlafstérungen Autonome Sensorische Hautveran-
psychiatrische Dysfunktio- Beschwerden derungen
Dysfunktionen nen und Schmerz

Stimmungsveran- REM-Schlaf- Orthostatische Hyposmie Hyperhidrose
derungen Verhaltens- Hypotonie
storungen
Apathie und Periodic-Limb- Urogenitale Missempfindungen @ Seborrhoe
Anhedonie Movement- Dysfunktion
Disorder/

Restless-Legs-

Syndrom
Frontal exekutive Ausgepragte Obstipation Schmerz
Storung Tagesmudigkeit
Demenz und Insomnie Sexuelle
Psychose Dysfunktion

Tabelle 1: Nicht-motorische Symptome des M. Parkinson nach Poewe, 2008 und Antonini et al.,
2012

1.1.5 Diagnostik
Ein zuverlassiger und leicht anwendbarer diagnostischer Test oder Marker ist
derzeit fir den M. Parkinson noch nicht verfligbar (de Lau & Breteler, 2006; Litvan

et al., 2003; Rajput et al., 1991). Eine sichere Diagnosestellung ist nur post



mortem, durch den Nachweis einer Degeneration der Substantia nigra Pars
compacta, in Verbindung mit dem Vorhandensein einer Lewy-Korperchen-

Pathologie, moglich (Kalia & Lang, 2015).

Die Diagnostik des M. Parkinson zu Lebzeiten des Patienten erfolgt klinisch
anhand der MDS-Diagnosekriterien (de Lau & Breteler, 2006; Litvan et al., 2003;
Postuma et al., 2015; Zach et al., 2017). Voraussetzung ist das Vorliegen eines
Parkinsonismus, der durch Bradykinesie in Kombination mit einem Ruhetremor

und/oder Rigor definiert ist (Postuma et al., 2015).

Die MDS-Kriterien umfassen zwei verschiedene Diagnosesicherheiten, unterteilt
wird in klinisch-definitives” und ,klinisch-wahrscheinliches® idiopathisches
Parkinson-Syndrom (Postuma et al.,, 2015). Die Diagnose eines Klinisch-
definitiven M. Parkinson kann gestellt werden, wenn keine absoluten
Ausschlusskriterien und keine Red Flags vorliegen und mindestens zwei
unterstutzende Kriterien zutreffen (Postuma et al., 2015; Zach et al., 2017). Das
idiopathische Parkinson-Syndrom gilt als klinisch wahrscheinlich, falls keine
absoluten Ausschlusskriterien und maximal zwei Red Flags vorliegen (Postuma
et al., 2015; Zach et al., 2017). Zudem mussen die Red Flags jeweils durch ein
unterstitzendes Kriterium ausgeglichen werden (Postuma et al., 2015; Zach et
al., 2017).

Typische Ausschlusskriterien sind beispielsweise zerebellare Anomalien, eine
vertikale, nach unten gerichtete Blickparese, ein normaler Befund im DAT-Scan
oder eine Medikation mit Dopamin-Rezeptor-Antagonisten (Postuma et al.,
2015).

Unterstitzende Kriterien sind unter anderem ein deutliches Ansprechen auf eine
dopaminerge Therapie, Levodopa-induzierte Dyskinesien, Anosmie oder eine
kardiale sympathische Denervierung in der MIBG-Szintigraphie (Postuma et al.,
2015; Zach et al., 2017).

Zu den Red Flags zahlen zum Beispiel eine fehlende Progression der
motorischen Symptome, eine rapide Verschlechterung des Gangbilds oder eine
frhe bulbare Symptomatik (Postuma et al., 2015; Zach et al., 2017).



Die Genauigkeit einer klinischen Diagnosestellung im Vergleich zu einer post-
mortem neuropathologischen Diagnostik ist jedoch gering, sie variiert in
verschiedenen Studien zwischen 70 und 90% (Adler et al., 2014; Hughes et
al.,1992; Hughes et al., 2002; Litvan et al, 1998; Schrag et al., 2002). In einem
frihen Stadium der Erkrankung liegt sie sogar nur um 50% (Adler et al., 2014).

1.1.6 Einteilung in Schweregrade anhand der Hoehn-Yahr-Skala

Der Schweregrad der Parkinson-Erkrankung kann im Rahmen der Hoehn und
Yahr-Skala in 5 Schweregrade eingeteilt werden (Hoehn & Yahr, 1967). Diese
richten sich nach dem Grad der durch den M. Parkinson verursachten
Einschrankung (Hoehn & Yahr, 1967). Tabelle 2 prasentiert die Hoehn-Yahr-
Skala.

Stadien nach

Symptome
Hoehn und Yahr

- einseitige Beteiligung

- Keine oder lediglich minimale Einschrankungen

- beidseitige Beteiligung
- keine Haltungsinstabilitat

- leichte Haltungsinstabilitat
- leichte bis moderate Beeintrachtigung
1] - Arbeitsfahigkeit z. T. beeintrachtigt
- Patient ist in der Lage, ein unabhangiges Leben zu

fuhren

- deutliche Beeintrachtigung

- noch ohne Hilfe geh- und stehféhig

\% - bettlagerig/auf Rollstuhl angewiesen

Tabelle 2: Einteilung des M. Parkinson in Schweregrade nach Hoehn und Yahr, 1967



1.1.7 Therapeutische Mdglichkeiten zur Symptomkontrolle

Der M. Parkinson ist eine bis heute nicht heilbare Erkrankung (Kalia & Lang,
2015; Lew, 2007; Park & Stacy, 2015). Die pharmakologische Therapie kann
jedoch viele der Symptome behandeln (Kalia & Lang, 2015; Lew, 2007). Daneben
stehen die Physiotherapie, zur Behandlung der motorischen Symptome, und die
tiefe  Hirnstimulation des  Nucleus subthalamicus als  operative
Eskalationstherapie zur Verfigung (Baumann & Waldvogel, 2013; Kalia & Lang,
2015).

Levodopa (L-Dopa) ist der pharmakologische Goldstandard (Baumann &
Waldvogel, 2013; Kalia & Lang, 2015; Lew, 2007; Olanow, 2004). Im Gegensatz
zu Dopamin kann L-Dopa die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden (Baumann &
Waldvogel, 2013; Connolly & Lang, 2014). Um einen Abbau von L-Dopa in der
Peripherie zu verhindern, wird dieses in Kombination mit einem peripher
wirksamen Decarboxylasehemmer verabreicht (Baumann & Waldvogel, 2013;
Connolly & Lang, 2014). Im Rahmen einer Dreifach-Kombination kann zuséatzlich
noch ein Catechol-O-Methyltransferase-Hemmer verabreicht werden, was zu
einer weiteren Hemmung des peripheren Abbaus von L-Dopa fihrt (Baumann &
Waldvogel, 2013). Hieraus resultiert eine hohere und verlangerte
Bioverfligbarkeit von L-Dopa (Baumann & Waldvogel, 2013; Olanow et al., 2006).

Nach einigen Jahren verringert sich jedoch die Zeit, in der die motorischen
Symptome der Erkrankung durch eine L-Dopa-Gabe unterdriickt werden kénnen
(Baumann & Waldvogel, 2013; Lew, 2007). Diese abnehmende
Medikamentenwirkung nennt man Wearing-off (Lew, 2007; Olanow, 2004). Im
weiteren Verlauf kommt es beim Vorliegen von Spitzenspiegeln zu
unwillkiirlichen Bewegungen, den ,peak-dose“-Dyskinesien (Baumann &
Waldvogel, 2013; Lew, 2007; Olanow, 2004).

Infolgedessen wird bei jingeren Patienten zu Beginn eine Therapie mit Dopamin-
Agonisten, statt L-Dopa, bevorzugt (Baumann & Waldvogel, 2013). Diese wirken
langer, motorische Komplikationen treten seltener auf (Baumann & Waldvogel,

2013). Die Dopamin-Agonisten sind jedoch haufiger mit Nebenwirkungen,



beispielsweise Impuls-Kontroll-Stérungen, verbunden (Baumann & Waldvogel,
2013; Kalia & Lang, 2015; Voon et al., 2011).

Eine weitere wichtige Saule der Therapie sind die Hemmer der
Monoaminooxidase B (MAO-B), welche den Abbau von Dopamin hemmen
(Baumann & Waldvogel, 2013; Kalia & Lang, 2015).

1.1.8 Krankheitsmodifizierende Therapeutika

Nach aktuellem Forschungsstand sind bisher alle Versuche, eine
krankheitsmodifizierende Therapie zu entwickeln, darin gescheitert, den
erhofften Benefit zu demonstrieren oder sie haben widerspruchliche Ergebnisse

hervorgebracht (Lang & Espay, 2018).

In aktuell laufenden Studien werden jedoch zahlreiche potenzielle
krankheitsmodifizierende therapeutische Ansatze untersucht (Lang & Espay,

2018). Diese werden von Lang und Espay (2018) in vier Kategorien eingeteilt:
1. Alpha-Synuclein-basierte Ansatze

2. Andere pathophysiologische Aspekte als Ansatzpunkte (abgesehen von
Alpha-Synuclein)

3. LRRK2-Subtypen als therapeutisches Ziel (Nicht-SNCA)

4. Krankheitsmodifizierende Interventionen, die keinen direkten Einfluss auf

die zugrundeliegende Pathophysiologie ausiiben

Um die Toxizitdt des Alpha-Synucleins zu reduzieren stehen theoretisch
zahlreiche Prozesse als Ziel zur Verfigung (Lang & Espay, 2018). Aktuell wird
zum Beispiel die Mdglichkeit einer aktiven oder passiven Immunisierung in
verschiedenen Studien untersucht (Bergstrom et al., 2016; Brundin et al., 2017,
Kingwell, 2017; Lang & Espay, 2018; Mandler et al., 2014). Andere Ansatze
verfolgen die Inhibierung der Fehlfaltung und Aggregation des Alpha-Synucleins
(Lang & Espay, 2018). Dartber hinaus werden c-Abl-Inhibitoren getestet (Lang
& Espay, 2018; Karuppagounder et al., 2014; Mahul-Mellier et al., 2014). C-Abl
ist eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, die maoglicherweise die pathologische
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Phosphorylierung des Alpha-Synucleins verhindert und somit vor einem Verlust
von Nervenzellen schitzt (siehe 1.2.3.1) (Brahmachari et al., 2017; Lang &
Espay, 2018). Des Weiteren ist auch die Glucocerebrosidase fur die Forschung
von grof3em Interesse. Mutationen im Glucocerbrosidase-Gen sind der haufigste
genetische Risikofaktor fir die Entwicklung eines M. Parkinson und auch
Patienten ohne diese Mutation entwickeln niedrigere Enzym-Spiegel,
maoglicherweise aufgrund des toxischen Alpha-Synucleins (Lang & Espay, 2018;
Sidransky et al., 2009).

Auch zu anderen pathophysiologischen Ansétzen als therapeutisches Ziel gibt es
inzwischen Studien in fortgeschrittenen Stadien, unter anderem zu vier
Medikamenten mit voéllig unterschiedlichen molekularen Mechanismen, Isradipin,

Inosin, Deferipron und Exenatid (Lang & Espay, 2018).

Weiterhin werden auch Medikamente, die an spezifische genetische Subtypen
des M. Parkinson gerichtet sind, untersucht (Lang & Espay, 2018). Gegenstand
aktueller Forschungen sind gegen LRRK2, den haufigsten autosomal-
dominanten genetischen Subtyp, gerichtete Therapiestrategien (Lang & Espay,
2018). Derzeit laufen verschiedene Studien, um wirksame und sichere LRRK2-
Kinase-Inhibitoren zu entwickeln (Chan & Tan, 2017; Lang & Espay, 2018; West,
2017).

Neben denen auf die zugrundeliegende Pathophysiologie abzielenden
therapeutischen Modellen, gibt es eine Reihe weiterer moglicher Anséatze.
Beispielsweise konnte ein moglicher Angriffspunkt die Wiederherstellung oder

Starkung von kompensatorischen Mechanismen sein (Lang & Espay, 2018).

1.2 Alpha-Synuclein

1.2.1 Struktur

Alpha-Synuclein ist ein kleines, |8sliches, intrazellulares Protein, das 1988 durch
Maroteaux identifiziert werden konnte (George, 2001; Maroteaux et al., 1988;
Villar-Piqué et al., 2016). Der Name beruht auf der zellularen Lokalisation, ,Syn*
von Synapse und ,Nuclein® von Nucleus (Villar-Piqué et al., 2016). Im Jahr 1997
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wurde Alpha-Synuclein als Hauptkomponente von Lewy-Kdrperchen und Lewy-
Neuriten identifiziert (Lang & Espay, 2018; Olanow & Brundin, Spillantini et al.,
1997; 2013; Villar-Piqué et al., 2016). Alpha-Synuclein spielt eine zentrale Rolle
in einer Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen, den sogenannten
Synucleinopathien, zu denen neben dem M. Parkinson auch die Lewy-Body-
Demenz, die Multisystematrophie und die idiopathische orthostatische Hypotonie

(,pure autonomic failure“) zahlen (Villar-Pigué et al., 2016).

Alpha-Synuclein ist das Produkt des Gens SNCA, welches sich an Position 21
des langen Arms von Chromosom 4 befindet (Goedert et al., 2017;
Polymeropoulos et al., 1997; Villar-Piqué et al., 2016). Alpha-Synuclein besteht
aus 140 Aminosauren und die Aminosauresequenz lasst sich in drei Bereiche
unterteilen (Breydo et al., 2012; Villar-Piqué et al.,, 2016). Die N-terminale
Domane besteht aus 60 Aminosauren (Villar-Piqué et al., 2016). Sie enthalt die
sich wiederholende Konsensussequenz KTKEGV und st fur die
Membranbindungskapazitat verantwortlich (Breydo et al., 2012; Goedert et al.,
2017; Villar-Piqué et al.,, 2016). Die zentrale Domane besteht aus 35
Aminosauren, ist stark hydrophob und tragt zur Aggregation des Alpha-
Synucleins bei (Breydo et al., 2012; Villar-Piqué et al., 2016). Die C-terminale
Domane besteht aus 45 Aminoséauren, ist reich an negativen Ladungen und
Prolin-Resten und verhilft dem Protein Alpha-Synuclein zu seiner Flexibilitat
(Breydo et al., 2012; Villar-Piqué et al., 2016).

1.2.2 Physiologische Funktion

Die physiologische Funktion von Alpha-Synuclein ist bis heute nur unvollstandig
geklart (Goedert et al., 2017; Villar-Piqué et al., 2016). Es wird angenommen,
Alpha-Synuclein sei am Remodelling von Membranen (Goedert et al., 2017), am
Transport synaptischer Vesikel, der Freisetzung von Neurotransmittern an
Synapsen, der Bindung von Fettsduren und an der Regulation von Enzymen,
Transportern und synaptischen Vesikeln beteiligt (Breydo et al., 2012). Dartber

hinaus konnte gezeigt werden, dass Alpha-Synuclein eine Rolle bei der Apoptose
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von Nervenzellen spielt und Nervenzellen vor verschiedenen apoptotischen
Stimuli schitzt (Breydo et al., 2012; da Costa et al., 2000).

1.2.3 Posttranslationale Modifikationen

Zahlreiche posttranslationale Modifikationen beeinflussen die Sekundarstruktur
und die Konformation des Alpha-Synucleins (Breydo et al., 2012). Dies hat
sowohl eine Wirkung auf die physiologische Funktion, als auch auf die Pathologie
des Proteins (Villar-Piqué et al., 2016). Die Aggregation von Proteinen ist ein
hoch kooperativer Prozess, in dem schon die Modifikation einer kleinen Alpha-
Synuclein-Subpopulation einen bedeutenden Effekt auf Kinetik und Distribution
haben kann (Breydo et al., 2012).

Posttranslationale Modifikationen des Alpha-Synucleins sind beispielsweise
Phosphorylierung, Trunkierung, Proteolyse, Oxidation, Lipidierung, Nitrierung,
Glycosylierung, ADP-Ribosylierung, Methylierung, Acylierung und Sulfatierung
(Breydo et al., 2012).

1.2.3.1 Phosphoryliertes Alpha-Synuclein

Die am besten erforschte posttranslationale Modifikation ist die Phosphorylierung
(Villar-Piqué et al., 2016). An Serin 129 phosphoryliertes Alpha-Synuclein konnte
in Alpha-Synuclein-Ablagerungen in verschiedenen Synucleinopathien gefunden
werden (Fujiwara et al., 2002; Villar-Piqué et al., 2016). Diese posttranslationale
Phosphorylierung beeinflusst die Aggregation des Alpha-Synucleins (Fujiwara et
al., 2002; Villar-Piqué et al., 2016), Uber 90% des aggregierten Alpha-Synucleins
ist an Serin 129 phosphoryliert (Goedert et al., 2017). Im Gegensatz dazu weisen
lediglich 4 % des Alpha-Synucleins eines gesunden Gehirns eine

posttranslationale Phosphorylierung auf (Goedert et al., 2017).
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1.2.3.2 Trunkiertes Alpha-Synuclein

Neben der Phosphorylierung sind die N- oder C-terminale Trunkierung eine
haufige posttranslationale Modifikation des Alpha-Synucleins, die mit Lewy-
Kdrperchen assoziiert wird (Breydo et al., 2012). Am haufigsten sind die C-
terminalen Trunkierungen, bei denen die Spaltstelle zwischen den Resten 115
und 135 lokalisiert ist (Breydo et al., 2012). Im Vergleich zum vollstandigen
Protein bilden die verkirzten Alpha-Synuclein-Fragmente leichter Fibrillen,
welche mdglicherweise eine Aggregation initieren (Breydo et al., 2012). Die
Entfernung der C-terminalen Doméne destabilisiert den monomeren Zustand und
die Aggregation des Proteins wird beschleunigt (Breydo et al., 2012). Dariber
hinaus korreliert die erhdhte Neigung zur Aggregation mit einer erhdhten Toxizitat
in vivo (Breydo et al., 2012). Experimente in transgenen Tieren, die verklrzte
Alpha-Synuclein-Fragmente  exprimierten, zeigten einen Verlust von
Nervenzellen, niedrige Dopamin-Level, motorische Verhaltens- und
Gedachtnisdefizite (Breydo et al., 2012; Hall et al., 2015; Periquet et al., 2007;
Tofaris et al., 2006; Ulusoy et al., 2010; siehe 1.2.3.3).

1.2.3.3 Trunkiertes Alpha-Synuclein in Mausmodellen

Eine Forschungsgruppe um Tofaris beschrieb 2006 die Produktion eines neuen
transgenen Mausmodells (Tofaris et al., 2006). Die Expression des menschlichen
trunkierten Alpha-Synucleins-120 (=Alpha-Synuclein (1-120)), bei dem die
letzten 20 Aminoséauren fehlen, fihrte zur Formation pathologischer Einschlisse
in der Substantia nigra und dem Bulbus olfactorius (Tofaris et al., 2006).
Weiterhin wurde dies von einem reduzierten Dopaminspiegel im Striatum, einer
fortschreitenden Verringerung der spontanen Bewegungsaktivitdt und einer
erhohten Antwort auf Amphetamine begleitet (Tofaris et al., 2006). Tofaris et al.
stellten die Hypothese auf, dass die C-terminale Region des Alpha-Synucleins
ein wichtiger Regulator der Aggregation des Proteins ist (Tofaris et al., 2006). Im
Gegensatz zu an M. Parkinson erkrankten Patienten zeigte sich im Mausmodell

von Tofaris et al. jedoch kein signifikanter Nervenzellverlust (Tofaris et al., 2006).
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Eine Forschungsgruppe um Games untersuchte den Effekt einer passiven
Immunisierung gegen C-terminal verkirztes (trunkiertes) Alpha-Synuclein in
einem mThyl-Alpha-Synuclein-Mausmodell (Games et al., 2014). Unter dem
mThyl-Promotor Uberexprimieren Mause menschliches Alpha-Synuclein,
entwickeln  motorische  Verhaltensdefizite, axonale Pathologien und
akkumulieren C-terminal trunkiertes Alpha-Synuclein in Kkortikalen und
subkortikalen Hirnregionen (Games et al., 2014). Folglich wird ein M. Parkinson
imitiert (Games et al., 2014).

Die Mause wurden 6 Monate lang wochentlich mit den neuen monoklonalen
Antikdrpern 1H7, 5C1 oder 5D12, die alle gegen den C-Terminus von Alpha-
Synuclein gerichtet sind, immunisiert (Games et al., 2014). Das Verhalten der
Mause wurde nach abgeschlossener Immunisierung getestet, anschlie3end
wurde das Gehirn entfernt und untersucht (Games et al., 2014). In den Méausen,
die mit den Antikérpern 1H7 und 5C1 immunisiert wurden, zeigten
immunhistochemische Analysen mit einem Antikorper, der gegen C-terminal
trunkiertes Alpha-Synuclein gerichtet ist, eine signifikante Reduktion
pathologischerer Alpha-Synuclein-Aggregation im temporalen Kortex und im
Striatum (Games et al., 2014). Eine Immunisierung mit dem Antikérper 5D12
ergab eine signifikante Reduktion von C-terminal trunkiertem Alpha-Synuclein im

Neokortex, jedoch nicht im Striatum (Games et al., 2014).

Zusammengefasst schwachten die C-Terminus-Antikdrper die Pathologie an der
Synapse und am Axon ab, reduzierten den Verlust von Nervenfasern im Striatum
und verbesserten sowohl die motorischen Fahigkeiten als auch die
Gedachtnisleistung (Games et al., 2014). Ursachlich hierfur kdnnte sein, dass die
Antikorper die C-terminale Doméne des Alpha-Synucleins stabilisieren und es
somit weniger anfallig fir proteolytische Trunkierungen ist, was in einer
verminderten Bildung und Verbreitung von toxischen Aggregaten resultiert
(Games et al., 2014).

Auch Hall et al. beschrieben Verhaltensdefizite in homozygoten, transgenen
Mausen, die menschliches trunkiertes Alpha-Synuclein (Aminosaure 1-120)

exprimieren (Hall et al., 2015). Die transgenen Mause zeigten eine Akkumulation
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des transgenen Proteins im temporalen Kortex, im perirhinaler Kortex und im
Hippocampus (Hall et al., 2015). Dies entspricht den Hirnregionen, die bei der

Lewy-Kdrperchen-Demenz beim Menschen betroffen sind (Hall et al., 2015).

Hall et al. fiUhrten verschiedene Verhaltenstests, unter anderem den NOR (novel

object recognition) Test und den Barnes Maze Test, durch (Hall et al., 2015).

Der NOR Test prift die Gedachtnisbildung und -speicherung im Zusammenhang
mit dem perirhinalen Kortex (Hall et al., 2015; Winters et al., 2004). Im Alter von
3 Monaten zeigten die transgenen Mause Schwierigkeiten bei der Diskrimination
zwischen fremden und vertrauten Objekten, dieser Unterschied war im Alter von
6 Monaten sogar noch ausgepréagter (Hall et al., 2015). Im Gegensatz dazu
konnten die Kontrollmause wahrend des gesamten Zeitraums zwischen fremden

und vertrauten Objekten unterscheiden (Hall et al., 2015).

Zur weiteren Untersuchung des Gedachtnisdefizits in den transgenen Mausen
fuhrte die Forschungsgruppe um Hall den Barnes Maze Test durch (Hall et al.,
2015). Der Barnes Maze Test prift Defizite in  Gedachtnis- und
Erinnerungsleistungen in Bezug auf den Hippocampus (Hall et al., 2015). Die
Mause wurden im Alter von 9 Monaten untersucht (Hall et al., 2015). In den 5
Tagen der Testung konnte kein Unterschied zwischen den Kontrollen und den
transgenen Mausen im Hinblick auf die Latenzzeit, in der sie das Ziel fanden,
festgestellt werden (Hall et al., 2015). Hall et al. beschrieben bei den transgenen
Mausen jedoch an Tag 3 und 4 der Untersuchung erhdhte Fehlerraten (Hall et
al., 2015). Hall et al. stellten die Hypothese auf, dass die transgenen Mause
maoglicherweise eine Beeintrachtigung im raumlichen Lernen haben (Hall et al.,
2015).

Zusammengefasst zeigte das Mausmodell von Hall et al., dass die Expression
von niedrigeren als endogenen Leveln von trunkiertem Alpha-Synuclein
ausreichend ist, um morphologische Zeichen der Proteinaggregation und
Gedachtnisdefizite zu induzieren, die vergleichbar mit der hippokampalen und
kortikalen Pathologie in der Lewy-Korperchen-Demenz sind (Hall et al., 2015).
Dies suggeriert, dass die Akkumulation und Aggregation von sogar kleinen

Mengen von menschlichem trunkiertem Alpha-Synuclein den Prozess der
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Erinnerungsbildung und -erhaltung schadigen kénnte und dariiber hinaus stitzt
dies die Hypothese, dass eine frihe Aggregation von Alpha-Synuclein ein
entscheidender Faktor in der Pathogenese der Synucleinopathien ist (Hall et al.,
2015).

1.2.4 Fehlgefaltetes Alpha-Synuclein und Aggregation

Liegt Alpha-Synuclein fehlgefaltet vor, wird es unléslich und aggregiert zu
intrazellularen Einschlissen, den Lewy-Korperchen und den Lewy-Neuriten
(Kalia & Lang, 2015). Eine Hypothese ist, dass die Lewy-Kdrperchen urséchlich
am Verlust von Nervenzellen beteiligt sind (Kalia & Lang, 2015). In den letzten
Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass die Pathologie des M. Parkinson
deutlich komplexer ist und die Neurodegeneration nicht nur der Lewy-
Korperchen-Pathologie zugeschrieben werden kann (Kalia & Lang, 2015). Alpha-
Synuclein bildet eine Vielzahl verschiedener Aggregate aus, unter anderem
kleine, punktartige Strukturen, dunne fadenartige Strukturen, sehr feine
prasynaptische Ablagerungen und ldsliche Oligomere, die aus zwei bis 100
Alpha-Synuclein-Monomeren bestehen (Kalia & Lang, 2015). In der
Neurodegeneration der Parkinson-Erkrankung scheinen diese verschiedenen
Aggregats-Formen eine entscheidende Rolle zu spielen, mit moéglicherweise
toxischen Effekten auf die Nervenzellen (Kalia & Lang, 2015). Des Weiteren
liegen auch andere Proteine, beispielsweise B-Amyloid-Plaques und Tau-
Fibrillen, haufig in Gehirnen von an M. Parkinson erkrankten Personen vor (Kalia
& Lang, 2015). Folglich scheinen auch Einschlisse dieser Proteine in der

Pathologie synergistisch zu wirken (Kalia & Lang, 2015).

1.2.5 Pathologische Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut

Erste Forschungsergebnisse zu Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von
Parkinson-Patienten wurden bereits im Jahr 2005 von Michell et al. veroffentlicht.
Die Idee, Alpha-Synuclein als potenziellen pramortalen Biomarker der Parkinson-
Erkrankung zu verwenden, entstand aufgrund der Tatsache, dass Alpha-

Synuclein bereits in anderen Geweben als dem Hirngewebe nachgewiesen
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werden konnte, unter anderem im Liquor cerebrospinalis, in Thrombozyten und
im Blutplasma (Michell et al., 2005). Michell et al. fanden zwar Alpha-Synuclein
in einigen Hautbiopsien, jedoch bestand keine Korrelation zwischen Alpha-
Synuclein und der Diagnose M. Parkinson (Michell et al., 2005).

1.2.5.1 Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Patienten mit
idiopathischem M. Parkinson

Im Jahr 2008 konnte durch Ikemura et al. erstmals an postmortalem Gewebe
gezeigt werden, dass der Nachweis von Phospho-Alpha-Synuclein in der Haut
hochspezifisch ist und zur Diagnostik des M. Parkinson genutzt werden konnte.
Von 142 Probanden, bei denen durch Autopsie post mortem eine Lewy-
Kdrperchen-Pathologie nachgewiesen wurde, wurde Hautgewebe entnommen
(Ikemura et al., 2008). Der Nachweis von phosphoryliertem Alpha-Synuclein in
der Haut zeigte eine Sensitivitat von 70% und eine Spezifitdt von 100% (lkemura
et al., 2008).

Eine Forschungsgruppe um Miki beschrieb 2010 erstmals pramortal Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Parkinson-Patienten (Miki et al.,
2010). Jedoch wiesen nur 10% der Patienten in der Dermis der Thoraxwand
pathologische Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen auf, die Biopsien des
Unterschenkels zeigten keine Ablagerungen (Miki et al., 2010).

Eine Forschungsgruppe um Donadio konnte 2014 schlie3lich eine wesentlich
hohere Sensitivitdt nachweisen. Alle Biopsien des Nackens, 52% des
Oberschenkels und 24 % des Unterschenkels zeigten Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (Donadio et al., 2014). Bei allen Patienten mit idiopathischem M.
Parkinson wurde an allen drei Biopsieorten, 3-4 cm von der ersten
Probeentnahme entfernt, eine zusatzliche Hautbiopsie entnommen, um das
Verteilungsmuster (regelmafdig oder ungleichmafig) zu evaluieren (Donadio et
al., 2014). Betrachtet man jeweils lediglich die erste Biopsie, so prasentierten sich
zervikal nur in 75%, am Oberschenkel nur in 42% und am Unterschenkel nur in
14% der Féalle Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen (Donadio et al., 2014).

Dieses Resultat macht eine ungleichméaRige Verteilung des Phospho-Alpha-
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Synucleins in der Haut wahrscheinlich (Donadio et al., 2014). Die abnehmende
Haufigkeit von proximal nach distal erklarten Donadio et al. durch eine mogliche
Ausbreitung des Phospho-Alpha-Synucleins ausgehend von den Spinalganglien
entlang des peripheren Nervensystems (Donadio et al., 2014). Auch in weiteren
Forschungsarbeiten von Donadio et al. wurde ein Verteilungsgradient von
proximal nach distal beschrieben, die Sensitivitat lag weiterhin bei bis zu 100%
zervikal und auch das ungleichmaRige Verteilungsmuster konnte bestatigt
werden (Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017a; Donadio et al., 2018a).

Dieses Ergebnis konnte in einem Vorlauferprojekt unserer Arbeitsgruppe
bestatigt werden, auch hier konnte eine Abnahme positiver Félle von proximal
nach distal verzeichnet werden (Doppler et al., 2014). Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen in zumindest einer Nervenfaser konnten bei 16 von 31 Parkinson-
Patienten beschrieben werden (Doppler et al., 2014). Zunachst wurde je Biopsie
(Unterschenkel, Oberschenkel, Th12 und Finger) ein Schnitt auf Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen untersucht. Im weiteren Verlauf wurden von allen initial
negativen Hautbiopsien des Rickens Stufenschnitte angefertigt, wodurch die
Anzahl positiver Félle von 7 auf 11 erhéht werden konnte (Doppler et al., 2014).
In diesem Vorlauferprojekt unserer Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2014 wurden
erstmals Stufenschnitte eingesetzt , wodurch die Sensitivitat gesteigert werden
konnte (Doppler et al., 2014).

Nach aktuellem Forschungsstand wurden bisher bei keinem Patienten mit
Tauopathie und keiner gesunden Kontrollperson Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen gefunden (Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et
al., 2017a; Donadio et al., 2017b; Donadio et al., 2018a; Donadio, 2018b; Doppler
et al., 2014; Doppler et al., 2015; Ikemura et al., 2008; Miki et al., 2010; Zange et
al., 2015).
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1.2.5.2 Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Patienten mit
Multisystematrophie
In einer Forschungsarbeit unserer Arbeitsgruppe konnten 2015 auch erstmals
Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Patienten mit
Multisystematrophie nachgewiesen werden (Doppler et al., 2015). Die erzielte
Sensitivitat lag bei 67% und die Spezifitdit, gegenuber Patienten mit einer
Tauopathie und gesunden Kontrollen, bei 100%. Die hdchste Detektionsrate
wurde am Oberschenkel beschrieben (Doppler et al., 2015). Interessanterweise
lagen die Ablagerungen, im Gegensatz zum M. Parkinson, bei dem v.a.
autonome Fasern betroffen sind (siehe 1.2.5.5), Uberwiegend in somatosensiblen
Fasern des subepidermalen Plexus vor (Doppler et al., 2015). Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in der Haut stitzen folglich die Diagnose

,Synucleinopathie“ und grenzen gegen eine Tauopathie ab (Doppler et al., 2015).

In einer Studie einer Forschungsgruppe um Zange konnten diese Ergebnisse
jedoch nicht reproduziert werden, es zeigten sich alle Patienten mit
Multisystematrophie negativ fur Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-
Synuclein (Zange et al., 2015). In der Studie von Zange et al. wurden jedoch
lediglich autonome Nervenfasern untersucht, wodurch dieses Ergebnis erklart
werden konnte (Zange et al., 2015; siehe 1.2.5.5).

Donadio et al. konnten jedoch ahnliche Ergebnisse wie unsere Arbeitsgruppe
erzielen und Phospho-Alpha-Synuclein in der Haut von 67% der Patienten mit
Multisystematrophie nachweisen (Donadio et al., 2018a). In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe beschrieben auch Donadio et al.
ausschlief3lich Ablagerungen in somatosensiblen Nervenfasern (Donadio et al.,
2018a).
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1.2.5.3 Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Patienten mit anderen
Synucleinopathien

Auch bei den anderen Synucleinopathien, der idiopathischen orthostatischen

Hypotonie und der Lewy-Kdrperchen-Demenz, konnte inzwischen

phosphoryliertes Alpha-Synuclein in Hautbiopsien nachgewiesen werden, es

wurden jeweils Detektionsraten von bis zu 100% erreicht (Donadio et al., 2016;

Donadio et al., 2017b; Donadio et al., 2018a).

1.2.5.4 Verteilung des Phospho-Alpha-Synucleins hinsichtlich der motorisch betroffenen
Seiten

Bezuglich der Seitenverteilung der phosphorylierten Alpha-Synuclein-
Ablagerunen beschrieben Donadio et al. bei Parkinson-Patienten mit einseitigen
motorischen Symptomen in 20% der Falle Ablagerungen auf der motorisch
betroffenen Seite, in 60% Ablagerungen auf beiden Seiten und in 20%
Ablagerungen auf der nicht motorisch betroffenen Seite (Donadio et al., 2017a).
Hieraus lasst sich schlie3en, dass die Verteilung des Phospho-Alpha-Synucleins
unabhangig der von den Motorsymptomen betroffenen Seite ist (Donadio et al.,
2017a).

1.2.5.5 Periphere Verteilung von Alpha-Synuclein hinsichtlich der betroffenen
Hautstruktur
Auch die Frage nach der Verteilung von Alpha-Synuclein hinsichtlich der

betroffenen Hautstruktur gestaltet sich interessant.

Wang et al. beschrieben 2013 eine erhéhte Ablagerung von nativem, also nicht
phosphoryliertem, Alpha-Synuclein in autonomen Nervenfasern, die
Schweil3driisen umgeben und Arrector-pili-Muskeln innervieren, jedoch nicht in
der Epidermis (Wang et al., 2013).

Im Gegensatz dazu beschrieben Donadio et al. Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen bei Patienten mit M. Parkinson hauptsachlich in dermalen

Nervenbindeln und in Arteriolen, zu einem geringeren Teil auch in
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SchweilRdriisen und Arrector-pili-Muskeln und sehr selten auch in
subepidermalen Plexus und um Haarfollikel (Donadio et al., 2014; Donadio et al.,
2016). In der Epidermis wurden keine Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen
beschrieben (Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016).

In einem Vorlauferprojekt unserer Arbeitsgruppe konnten phosphorylierte Alpha-
Synuclein-Ablagerungen bei Patienten mit idopathischem Parkinson-Syndrom
uberwiegend in kleinen autonomen Nervenfasern gefunden werden, die
Blutgefal3e und Arrector-Pili-Muskeln innervieren, weniger haufig konnten jedoch
auch Ablagerungen in dermalen Nervenbindeln und in somatosensorischen
Fasern des subepidermalen Plexus und der dermalen Papillen gefunden werden,
selten auch in intraepidermalen Nervenfasern (Doppler et al., 2014).

In einem folgenden Forschungsprojekt unserer Arbeitsgruppe waren bei
Patienten mit idiopathischem M. Parkinson erneut fast alle Ablagerungen von
phosphoryliertem Alpha-Synuclein in autonomen Nervenfasern zu finden,
wohingegen lediglich in einem Patienten Ablagerungen in somatosensorischen
Fasern des subepidermalen Plexus gefunden werden konnten (Doppler et al.,
2015).

Bei der idiopathischen orthostatischen Hypotonie prasentieren sich Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen Uberwiegend in autonomen Fasern um
Schweil’3driisen, um Blutgefal3e, in Arrector-Pili-Muskeln und innerhalb von
dermalen Nervenbiindeln (Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2018a). Auch bei
der Lewy-Korperchen-Demenz lagern sich die Alpha-Synuclein-Aggregate in

autonomen Nervenfasern ab (Donadio et al., 2017b; Donadio et al., 2018a).

Im Gegensatz dazu wurden in einer Forschungsarbeit unserer Arbeitsgruppe und
von Donadio et al. bei Patienten mit MSA fast ausschlie3lich Ablagerungen in
somatosensorischen Nervenfasern des subepidermalen Plexus gefunden
(Doppler et al., 2015; Donadio et al., 2018a).

Zusammengefasst findet sich Phospho-Alpha-Synuclein beim idiopathischen M.
Parkinson, der idiopathischen orthostatischen Hypotonie und der Lewy-

Korperchen-Demenz also tberwiegend in autonomen Nervenfasern und bei der
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Multisystematrophie fast ausschlie3lich in somatosensorischen Nervenfasern
(Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2018a; Doppler et al.,
2014; Doppler et al., 2015)

1.2.5.6 Vorteile einer méglichen Diagnostik mittels Hautbiopsien

Eine mdgliche in vivo Diagnostik mittels Hautbiopsien bietet eine Reihe von
Vorteilen. Hautbiopsien sind leicht durchzufuhren, bereitem dem Patienten
lediglich geringe Unannehmlichkeiten und sind kostengiinstig (Donadio et al.,
2017a; Donadio, 2018b).

1.3 Zielsetzung und Arbeitsplan der Studie
1.3.1 Zielsetzung

Das Ziel der Studie war, pathologisches Alpha-Synuclein in der Haut als
potenziellen Biomarker zur Diagnostik des M. Parkinson zu evaluieren und die
Detektionsrate bei Verwendung verschiedener Antikdrper zu vergleichen. Durch
die Anwendung von Stufenschnitten sollte die Sensitivitat erhéht werden. In die
Studie sollten nur friihe Erkrankungsstadien eingeschlossen werden, um den

Biomarker hinsichtlich seines frihdiagnostischen Potenzials zu testen.

1.3.2 Arbeitsplan
Zu Beginn der Studie wurde folgender Arbeitsplan festgelegt:

» Prospektive Rekrutierung von Patienten mit idiopathischem M. Parkinson
in den Stadien | und Il nach Hoehn und Yahr

= Entnahme von Hautbiopsien an vier Korperstellen:
o rechter Unterschenkel (10 cm oberhalb des Malleolus lateralis)
o rechter Oberschenkel (10 cm unterhalb des Trochanter majors)

o paravertebral rechts (auf Hohe des 10. Brustwirbelkorpers)
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o paravertebral rechts (auf Hohe des siebten Halswirbelkdrpers)

Erhebung zweier Fragebdgen zur Erfassung der nicht-motorischen
Symptome:

o Teil I: Erfahrungen des téaglichen Lebens — nicht-motorische
Aspekte (nM-EDL) des MDS-UPDRS

o Skala zur Erfassung nicht-motorischer Symptome bei der
Parkinson-Erkrankung (NMSS)

Anfertigung von Stufenschnitten der Dicke 20um

Anfarben von pathologischem, phosphoryliertem Alpha-Synuclein und

Evaluation zweier verschiedener Antikdrper

Anfarben von trunkiertem Alpha-Synuclein
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2 Patientenkollektiv, Material und Methoden

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Wirzburg beflrwortet (Nr. 127/14).

2.1 Studienteilnehmer

2.1.1 Probanden mit M. Parkinson

Das Patientenkollektiv umfasst 28 Personen mit idiopathischem Morbus
Parkinson. Die Diagnose wurde nach den Kriterien der United Kingdom
Parkinson’s Disease Society Brain Bank gestellt (Hughes et al., 1992).

Vor Beginn der Studie wurden verschiedene Ein- und Ausschlusskriterien
definiert. In die Studie sollten nur Patienten, die an einem idiopathischem
Parkinson-Syndrom erkrankt sind, aufgenommen werden. Dartber hinaus sollten
sie sich in einem frihen Stadium der Erkrankung, nach der Hoehn und Yahr-
Skala in den Stadien | und II, befinden. Ein Ausschlusskriterium war das
Vorliegen eines atypischen Parkinson-Syndroms. Dartber hinaus wurde
aufgrund des erhohten Blutungsrisikos auch die Einnahme von oralen

Antikoagulantien als Ausschlusskriterium festgelegt.

Die Rekrutierung des gesamten Patientenkollektivs erfolgte zwischen November
2014 und Juni 2016 an der Neurologischen Klinik und Poliklinik des
Universitatsklinikums Wirzburg. 26 Patienten befanden sich in ambulanter
Behandlung, zwei der Probanden wurden wahrend eines stationaren Aufenthalts

rekrutiert.

Nach Hoehn und Yahr befanden sich 12 Patienten in Stadium | und 16
Probanden in Stadium Il. Das durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 63
Jahren (44 bis 77 Jahre), 16 Patienten waren ménnlich, 12 weiblich. Tabelle 3
gibt einen Uberblick Uber Geschlecht, Alter und Erkrankungsstadien der

Probanden.
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Hoehn-und-

Studienteilnehmer Geschlecht Alter vahr-Stadium
1 w 63 I
2 m 69 I
3 w 70 Il
4 w 62 I
5 m 55 Il
6 w 65 Il
7 m 62 |
8 w 72 Il
9 w 50 Il
10 m 44 |
11 m 67 Il
12 w 68 Il
13 m 51 Il
14 w 61 I
15 m 73 Il
16 m 73 Il
17 w 54 I
18 m 76 Il
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19 m 61 Il

20 m 55 Il
21 w 63 Il
22 m 66 I
23 m 59 I
24 m 63 I
25 w 67 I
26 w 77 Il
27 m 63 Il
28 m 58 I

Tabelle 3: Alter, Geschlecht und Krankheitsstadium der Patienten; m=mannlich, w=weiblich

2.1.2 Gesunde Probanden

Als Kontrollpersonen wurden 5 Personen in die Studie eingeschlossen, die fur
eine Studie an Patienten mit REM-Schlaf-Verhaltensstorung an der
Neurologischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Wairzburg
rekrutiert worden waren (Doppler et al., 2017). Es handelte sich dabei um klinisch

asymptomatische Angehdérige von Patienten.

Auch fur die gesunden Kontrollen wurden Ein- und Ausschlusskriterien definiert.
Die Kontrollpersonen durften nicht an einem Parkinson-Syndrom erkrankt sein.
Des Weiteren durfte ebenfalls keine Einnahme von oralen Antikoagulantien

vorliegen.

Das durchschnittliche Alter der gesunden Probanden betrug 64,4 Jahre (47 bis
80 Jahre), 4 Kontrollpersonen waren mannlich, eine weiblich. Tabelle 4 gibt einen
Uberblick tiber Geschlecht und Alter der Kontrollpersonen.
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Studienteilnehmer Geschlecht Alter

1 W 47
2 m 51
3 m 69
4 m 75
5 m 80

Tabelle 4: Alter und Geschlecht der Kontrollpersonen; m=mannlich, w=weiblich

2.2 Hautbiopsien

2.2.1 Biopsieorte

Bei den Studienteilnehmern und den Kontrollpersonen wurden jeweils vier
Hautbiopsien enthommen. Die Entnahme erfolgte am rechten Unterschenkel 10
cm oberhalb des Malleolus lateralis, am rechten Oberschenkel 10 cm unterhalb
des Trochanter majors, paravertebral rechts auf Hohe des 10. Brustwirbelkorpers

und paravertebral rechts auf Hohe des siebten Halswirbelkdrpers.

2.2.2 Aufklarung

Die Entnahme der Hautbiopsien erfolgte nach einer ausfiihrlichen Aufklarung
Uber den Ablauf und mégliche Komplikationen. Die Patienten wurden Uber
mogliche  allergische  Reaktionen gegen das  Lokalan&sthetikum,
Wundheilungsstorungen, Infektionen der Wunde und Nachblutungen informiert.
Den Patienten wurde zudem eine schriftiche Teilnahmeinformation
ausgehandigt und die Patienten wurden nur nach Unterzeichnen einer
schriftichen  Einwilligungserklarung in die Studie aufgenommen. Die

Patienteninformation und die Einwilligungserklarung sind im Anhang zu finden.
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2.2.3 Hautentnahme

Bei der Durchfihrung der Biopsien wurde auf eine sterile Vorgehensweise
geachtet. Zunachst wurden die Entnahmestellen drei Mal griindlich mit Cutasept
F Hautdesinfizienz (BODE Chemie GmbH, Hamburg) und sterilen
Mullkompressen (Lohmann & Rauscher International GmbH & Co. KG,
Regensdorf, Deutschland) gereinigt. Zur Lokalanasthesie wurde anschlieend
eine einprozentige Scandicain-Losung (AstraZeneca, London, GroRRbritannien) in
die entsprechenden Hautareale injiziert. Die Hautbiopsie erfolgte schlief3lich mit
einer sterilen Stanze (Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main,
Deutschland) mit einem Durchmesser von 5 mm. Hierbei wurden eine
chirurgische Pinzette und eine Skalpellklinge (B. Braun Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland) zur Hilfe genommen, um die ausgestanzten Gewebeproben vom
umgebenden Bindegewebe zu trennen. Es wurden zur Entnahme sterile
Handschuhe (Protexis Latex, Cardinal Health, Waukegan, USA) getragen. Die
Wunden wurden sofort und so lange komprimiert, bis die Blutung gestillt war.
Daraufhin wurden die Wundréander mit Hilfe von Steristrips (Smith & Nephew
Medical Limited, Wound Management, Hull, England) adaptiert und mit einem
grolRen Pflaster (Leukomed hospital, 5 x 7,2 cm, Hamburg, Deutschland)

abgedeckt, um mogliche Verschmutzungen zu vermeiden.

2.2.4 Fixation und Aufbereitung der Hautbiopsien

Zur Fixierung wurden die entnommenen Gewebeproben fiur 30 Minuten
zusammen mit 4% Paraformaldehyd (laboreigene Herstellung) in kleine
Probengefal3e gegeben. Daraufhin wurden die Hautzylinder drei Mal jeweils 10
Minuten mit 0,1 molarem-Phosphatpuffer gewaschen, um tUberschissiges Fixativ
zu entfernen. Anschliel3end wurden die Proben in einer 10% Saccharose-Losung
(laboreigene Herstellung) bei 4°C Uber Nacht aufbewahrt. Am darauffolgenden
Tag wurden die Proben in kleine Formen gelegt, welche anschliel3end mit Tissue
Tek aufgefullt wurden. Im nachsten Arbeitsschritt wurden die Behalter fur ein bis
zwei Minuten in einen mit flussigem Stickstoff vorgekuhlten Becher mit 2-

Methylbutan (laboreigene Herstellung) gegeben und auf diese Weise
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eingefroren. Die gefrorenen Hautbiopsien wurden bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

2.2.5 Stufenschnitte

Im n&chsten Arbeitsschritt wurden von den Gewebeproben mit Hilfe des
Kryostats (CM 3050S, Leica) 20 um Schnitte angefertigt. Je Gewebeprobe
wurden 20 Super Frost Objekttrager mit jeweils 5 Schnitten versehen. Die
Stufenschnitte wurden nach folgendem Schema angefertigt: Der erste Schnitt
wurde auf dem ersten Objekttrager, der zweite auf dem zweiten und der dritte auf
dem dritten Objekttrager platziert. Dieses Schema wurde bis zum zehnten
Objekttrager fortgefiuihrt. AnschlieBend wurde der 11. Schnitt wieder auf dem
ersten Objekttrager positioniert. Gemal dieser Methode wurden zunachst die
ersten 10 Objekttrager und anschlieend weitere 10 Objekttrager fertiggestellt.
Schliel3lich erhielt man durch dieses Prinzip Objekttrager, welche jeweils jeden
10. Schnitt enthalten. Abbildung 1 veranschaulicht die Vorgehensweise der

Stufenschnitte.

OoT1 OT2 OT3 OT4 OT5 OT6 OT7 OT8 OT9 OT
10

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20

S21 S22 S23 S24 S25 S26 S27 S28 S29 S30

S31 S32 S33 S34 S35 S36 S37 S38 S39 S40

S41 S42 S43 S44 S45 S46 S47 S48 S49 S50

Abbildung 1: Prinzip der Stufenschnitte; OT=0Objekttrager, S=Schnitt
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Die Schnitte wurden luftgetrocknet und anschlie3end bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung eingefroren.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Ablauf der Fluoreszenz-Farbungen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Zeitraum zwischen Mai 2015 und Oktober
2016 drei unterschiedliche Farbungen durchgefinhrt.

Die Hautschnitte wurden zunachst fur mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut und getrocknet. Fur alle weiteren Arbeitsschritte
wurden die Schnitte in eine feuchte Kammer gegeben, um ein mogliches
Austrocknen wahrend des Farbens zu verhindern. Die Schnitte wurden fir 30
Minuten mit einer 10% BSA in PBS-Losung bedeckt, um unspezifische
Bindungen zu blocken. Die L6sung wurde dann durch vorsichtiges Abklopfen von
den Objekttragern entfernt. Nun wurden die Primarantikdrper in 1% BSA in PBS
und 0,3% Triton aufgetragen und die Schnitte Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
Folgetag wurden die Objekttrager zuerst in drei Arbeitsschritten in PBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Sekundarantikdrper in 1% BSA in PBS
aufgebracht und die Schnitte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt inkubiert. Im Anschluss wurden die Objekttrager drei Mal in PBS
gewaschen. Die Objekttrager wurden mit Vectashield Mounting Medium mit DAPI
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) eingedeckt, mit einem
Deckglas versehen und mit einem Deckglaslack umrandet. Die gefarbten
Objekttrager wurden bis zur weiteren Verwendung gekuhlt und lichtgeschitzt

gelagert.
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2.3.2 Antikorper
2.3.2.1 Fdrbung 1: Immunfluoreszenzdoppelfdirbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
und Anti-PGP9.5

Als Primarantikorper wurde zum einen ein monoklonaler Maus-Antikorper gegen
an Serin 129 phosphoryliertes Alpha-Synuclein (BioLegend®, San Diego, USA)
und zum anderen ein polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen PGP9.5 (Protein
Gene Product) als axonaler Marker verwendet. Zunéchst wurde der Anti-PGP9.5-
Antikérper von UltraClone Limited (Wellow Isle of Wight, England) verwendet,
aufgrund von Lieferschwierigkeiten wurde der Antikoérper im Verlauf der Studie
jedoch durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikérper gegen PGP9.5 des
Herstellers Abcam (USA) ersetzt. Da dieser Antikorper jedoch nicht
zufriedenstellend als axonaler Marker fungierte (schwache Anfarbung), wurde
dieser im weiteren Verlauf durch einen Kaninchen-Antikorper gegen PGP9.5 von
ZYTOMED SYSTEMS (Berlin) ersetzt. Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die

verwendeten Priméarantikdrper der ersten Farbung.

Antikdrper Art Verdinnung Zielstruktur Hersteller
Anti-
Phospho- an Serin129 , ®
Alpha- Monoklonaler 1:500 phosphoryliertes B|oL.egend ’
. Maus-Ak - San Diego, USA
Synuclein Alpha-Synuclein
Nr. 1
Protein Gene UltraClone
Anti-PGP 9.5  Polyklonaler , Limited, Wellow
; 1:800 Product, axonaler .
Nr. 1 Kaninchen-Ak Isle of Wight,
Marker
England
. Protein Gene
Anti-PGP 9.5 Pol_yklonaler 1:500 Product, axonaler =~ Abcam®, USA
Nr. 2 Kaninchen-Ak
Marker
. Protein Gene ZYTOMED
Anti-PGP 9.5 Kaninchen-Ak 1:200 Product, axonaler SYSTEMS,
Nr. 3 .
Marker Berlin

Tabelle 5: Primarantikorper Immunfluoreszenzdoppelfarbung 1; Ak=Antikdrper
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2.3.2.2 Fdrbung 2: Immunfluoreszenzdoppelfirbung mit Anti-Truncated-Alpha-
Synuclein und Anti-Phospho-Alpha-Synuclein

Fur die zweite Farbung wurde erneut der monoklonale Maus-Antikérper gegen

an Serin 129 phosphoryliertes Alpha-Synuclein (BioLegend®, San Diego, USA)

und zudem ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen Truncated Alpha-

Synuclein von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) verwendet.

Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uber die verwendeten Primarantikorper der

zweiten Farbung.

Antikdrper Art Verdinnung Zielstruktur Hersteller
Anti-
Phospho- Monoklonaler An Serin129 BioLegend®,
Alpha- Maus-Ak 1:500 phosphoryliertes  San Diego,
Synuclein Alpha-Synuclein USA
Nr. 1
Prothena
Anti- : Biosciences
Synuclein Kamzihen- 1:500 Al Eggcerlltjc(:jlein Inc, San
105 P y Francisco,
USA

Tabelle 6: Primarantikorper Immunfluoreszenzdoppelfarbung 2; Ak=Antikdrper

2.3.2.3 Fdrbung 3: Immunfluoreszenzdoppelfdrbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
und Anti-PGP9.5

Die verwendeten Primarantikorper fur die dritte Farbung waren ein Maus-

Antikorper gegen an Serin 129 phosphoryliertes Alpha-Synuclein von Prothena

Biosciences Inc (San Francisco, USA) und der Kaninchen-Antikdrper gegen

PGP9.5 von ZYTOMED SYSTEMS (Berlin). Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber

die verwendeten Priméarantikorper der dritten Farbung.
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Antikorper Art Verdinnung Zielstruktur Hersteller

Anti- An Serin129 Prothena
Phospho- hosphorviiertes Biosciences
Alpha- Maus-Ak 1500 PROSPAEYES Inc, San
Synuclein S rf)uclein Francisco,
Nr. 2 y USA
. . Protein Gene ZYTOMED
Anti-PGP 9.5 Kaninchen- 1:200 Product, SYSTEMS,
Nr. 3 Ak i
axonaler Marker Berlin

Tabelle 7: Primarantikdrper Immunfluoreszenzdoppelfarbung 3; Ak=Antikorper

Fur alle drei Farbungen wurden die gleichen Sekundarantikérper verwendet, der
rot fluoreszierende Alexa Fluor Esel-lgG-Ak gegen Kaninchen-lgG von Jackson
ImmunoResearch Laboratories (USA) und der griin fluoreszierende Cy™3 Esel-
IgG -Ak gegen Maus-IgG von Jackson ImmunoResearch Laboratories (USA).

Tabelle 8 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Sekundarantikorper.

Antikorper Art Verdinnung Farbe Hersteller
Esel(;lg;—Ak Jackson
Alexa Fluor 99 1:400 rot ImmunoResearch
Kaninchen- )
Laboratories, USA
Ag
Esel-1gG -Ak Jackson
Cy™3 gegen Maus- 1:100 grin ImmunoResearch
Ag Laboratories, USA

Tabelle 8: Primarantikorper Immunfluoreszenzdoppelfarbung 3; Ak=Antikorper, Ag=Antigen
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2.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Ax10, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einem
CARVIlI — System und einer Visiview Software (Visitron GmbH, Puchheim,
Deutschland).

Die Hautschnitte wurden nach immunfluoreszenzpositiven Alpha-Synuclein-
Ablagerungen untersucht. In den Doppelimmunfluoreszenzfarbungen 1 und 3
(Antikorper Anti-Phospho-Alpha-Synuclein Nr. 1 von BioLegend®, San Diego,
USA und Anti-Phospho-Alpha-Synuclein Nr. 2 von Prothena Biosciences Inc,
San Francisco, USA) wurden diejenigen Hautschnitte als positiv gewertet, die
sowohl fur Phospho-Alpha-Synuclein, als auch fur PGP9.5 (Protein Gene

Product) positiv waren.

Doppelimmunfluoreszenzfarbung 2 (Antikérper Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
Nr. 1 von BioLegend®, San Diego, USA und Anti-Synuclein 105 Prothena
Biosciences Inc, San Francisco, USA) wurde zum einen hinsichtlich Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen untersucht, zum anderen auch hinsichtlich
Ablagerungen von trunkiertem Alpha-Synuclein. Dartber hinaus wurde eine
maogliche Kolokalisation von phosphoryliertem und trunkiertem Alpha-Synuclein

geprift.

Bei allen Farbungen wurde analysiert, welche Strukturen die positiven

Nervenfasern innervieren.

2.5 Patientenfragebdgen

Zur Erfassung der nicht-motorischen Symptome wurden zwei Fragebdgen
erhoben, Teil I. Erfahrungen des taglichen Lebens — nicht-motorische Aspekte
(nM-EDL) des MDS-UPDRS und die Skala zur Erfassung nicht-motorischer
Symptome bei der Parkinson-Erkrankung (Non-Motor Symptoms assessment
scale for Parkinson’s disease). 23 Probanden nahmen an der Befragung im
Rahmen der Patientenfragebdgen teil, 5 Patienten standen hierfur nicht zur

Verfligung.

35



2.5.1 Teil I: Erfahrungen des taglichen Lebens — nicht-motorische Aspekte (nM-
EDL) des MDS-UPDRS

Teil eins des MDS-UPDRS erfasst die nicht-motorischen Aspekte des taglichen
Lebens. Er beinhaltet 13 Fragen nach kognitiver Beeintrachtigung,
Halluzinationen und Psychose, depressiver Verstimmung, angstlicher
Verstimmung, Apathie, Merkmalen eines Dopamin-Dysregulationssyndroms,
Schlafstérungen, Tagesschlafrigkeit, Schmerz und anderen Empfindungen,
Miktionsproblemen, Verstopfung, Schwindelgefihl und Fatigue (Goetz et al.,
2008). Die mogliche erreichbare Punktzahl liegt zwischen 0 und 52 (Goetz et al.,
2008).

2.5.2 Skala zur Erfassung nicht-motorischer Symptome bei der Parkinson-
Erkrankung

Der NMSS (Non-Motor Symptoms assessment scale for Parkinson’s disease) ist
ein Fragebogen, in dem in 30 Fragen in 9 Bereichen die nicht-motorischen
Symptome erfasst werden. Bereich 1 testet das kardiovaskulare Risiko und
Synkopen, Bereich 2 Schlafstorungen und Mudigkeit, Bereich 3 Stimmung und
Kognition, Bereich 4 Wahrnehmungsprobleme und Halluzinationen, Bereich 5
Aufmerksamkeit und Gedachtnis, Bereich 6 den Gastrointestinaltrakt, Bereich 7
die Miktion, Bereich 8 die Sexualfunktion und Bereich 9 verschiedene weitere
Symptome (Storch et al., 2010). Die mogliche erreichbare Punktzahl liegt
zwischen 0 und 360 (Storch et al., 2010).

2.5.3 Statistische Analyse

Die Hauptfragestellung der Studie war die Ermittlung der diagnostischen
Genauigkeit (Flache unter der Kurve, Sensitivitat/Spezifitat) des Nachweises von
P-Alpha-Syn in Frihstadien der Parkinsonerkrankung. Als Gold-Standard diente
die klinische Diagnose nach den Kriterien der United Kingdom Parkinson’s
disease Society Brain Bank (Hughes et al., 1992). Da in Vorlauferstudien bereits

eine Vielzahl von Kontrollen untersucht worden war, die allesamt keinen
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Nachweis von dermalem Phospho-Alpha-Synuclein gezeigt hatten, wurde keine

neue Kontrollgruppe fur die Hauptfragestellung eingeplant.

Unter der Annahme einer Sensitivitat von 70% und einer Spezifitat von >90%
konnte man das 95%-Konfidenzintervall der Flache unter der Kurve (AUC) bei
einer Fallzahl von 27 Erkrankten mit einer Prazision von 20% bestimmen (David
Machin: Sample Size Tables for Clinical Studies, Whiley-Verlag, Tabelle 13.6, S.
177).

Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der Software SPSS Statistics 21 (IBM
Deutschland GmbH) ausgewertet. Fur die statistische Analyse von Korrelationen
wurde fur den Vergleich von ordinalen mit nominalen Variablen aufgrund der
Stichprobengro3e zwischen 20 und 50 bei einer erwarteten Zellhaufigkeit von
mindestens 5 die Korrektur nach Yates (=Kontinuitatskorrektur) und bei einer
erwarteten Zellhaufigkeit von kleiner als 5 der exakte Test nach Fisher
verwendet. Fir den Vergleich von nominalen mit metrischen Variablen wurde der
Eta-Koeffizient eingesetzt. Als Signifikanzniveau wurde jeweils ein Wert von

p=0,05 gewahlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten und Auswertung der Fragebdgen

3.1.1 Uberblick tiber die klinischen Daten

Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die klinischen Daten. Beschrieben werden

das Geschlecht, das Durchschnittsalter, das Erkrankungsstadium nach Hoehn

und Yahr, die durchschnittliche Erkrankungsdauer nach Erstmanifestation bis

zum Zeitpunkt der Hautbiopsie, der durchschnittlich erreichte Wert in den

Patientenfragebdgen und die verschiedenen Verlaufsformen des M. Parkinson.

Geschlecht

mittleres Alter (o)

Erkrankungsstadium nach Hoehn
und Yahr

mittlere Erkrankungsdauer (o)

Mittelwert UPDRS | (o)

Mittelwert NMSS (o)

Verlaufsformen

Méannlich: 16
Weiblich: 12

63,1 (+/- 8,0) Jahre

Stadium I: 12
Stadium II;: 16

4,73 (+/- 4,2) Jahre
6,8 (+/- 5,3) Punkte
33,3 (+/- 27,2) Punkte

Akinetisch-rigider Typ: 15
Tremordominanz-Typ: 9

Aquivalenztyp: 4

Tabelle 9: Uberblick iiber die klinischen Daten und die Auswertung der Fragebégen; o=Standardabweichung



3.1.2 Auswertung der Patientenfragebdgen

Bei der Auswertung des 1. Teils des UPDRS Fragebogens ergab sich ein
Mittelwert von 6,83 Punkten. Die niedrigste erreichte Punktzahl lag bei 1, der
hochste Wert war 23. Bei den Patienten in Hoehn-und-Yahr-Stadium | lag der
Mittelwert bei 4,11 Punkten, wohingegen sich bei den Patienten in Hoehn-und-

Yahr-Stadium Il ein Mittelwert von 8,57 ergab.

Bei der Befragung mit Hilfe des NMS Fragebogens erreichten die Patienten einen
Mittelwert von 33,26 Punkten. Die erreichte Punktzahl reichte von 1 bis 115. Die
Patienten in Hoehn-und-Yahr-Stadium | erreichten einen Mittelwert von 18,11
Punkten, die Patienten in Hoehn-und-Yahr-Stadium Il einen Mittelwert von 43
Punkten.

3.2 Auswertung der Hautbiopsien

3.2.1 Phospho-Alpha-Synuclein
3.2.1.1 Immunfluoreszenzdoppelféirbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-PGP9.5

Bei 22 von 28 Patienten mit idiopathischem M. Parkinson (78,6%) konnten
Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen gefunden werden. Betrachtet man nur
die 12 Patienten im Stadium | nach Hoehn und Yahr prasentierten sich 7 von 12
(58,3%) positiv, wohingegen bei den Patienten in Stadium Il 15 von 16 (93,8%)
Ablagerungen aufwiesen. In den Hautbiopsien der gesunden Kontrollen wurden
keine Ablagerungen gefunden.

Die Abbildungen 2 wund 3 prasentieren die Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (siehe linke Seite der Abbildungen) und setzen diese in Projektion
auf die Nervenfasern (siehe rechte Seite der Abbildungen).

39



Abbildung 2: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-PGP9.5; Die linke Seite zeigt Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen (rot); Die rechte Seite zeigt die Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (rot) in Projektion auf die mit Anti-PGP9.5 griin angefarbten Nervenfasern; Der
weil3e Balken entspricht einer Lange von 50um

Abbildung 3: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-PGP9.5; Die linke Seite zeigt Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen um Schweil3drisen (rot); Die rechte Seite zeigt die Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen (rot) in Projektion auf die mit Anti-PGP9.5 grin angefarbten
Nervenfasern; Der weiRe Balken entspricht einer Lange von 50um

Die Ablagerungen zeigten sich in autonomen Nervenfasern (vasomotorische,
sudomotorische und pilomotorische Fasern), somatosensiblen Fasern
(subepidermaler Nervenplexus) und nicht ndher spezifizierbaren Fasern
(dermale Nervenfaserbindel). Lediglich bei 4 von den 22 (18,2%) fur Phospo-
Alpha-Synuclein positiven Patienten konnten Ablagerungen in Nervenfasern des
subepidermalen Plexus und bei 5 von 22 (22,7%) in Nervenfasern der Arrector-

pili-Muskeln detektiert werden. Haufiger prasentierten sich Ablagerungen in
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Nervenfasern um Schweil3drisen, bei 7 von 22 (31,8%). Ablagerungen in
dermalen Nervenfaserbiindeln zeigten sich sogar in 14 von 22 (63,6%) Fallen.
Am haufigsten konnten Ablagerungen in Nervenfasern um Blutgefal3e gefunden
werden, diese zeigten sich bei 19 von 22 (86,4%) positiven Patienten.

20

-
[4)]

-
o

Anzahl der Patienten

T
GefaR SchweiBdriise AP-Muskel Dermales Biindel Subepidermaler

Plexus
Struktur

Diagramm 1: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von der
Hautstruktur

Hinsichtlich der Entnahmestelle der Hautbiopsie zeigten von den insgesamt 22
als positiv gewerteten Patienten 13 (59,1%) Ablagerungen in der Biopsie des
Unterschenkels, bei 11 (50%) konnten Ablagerungen im Oberschenkel gefunden
werden, bei 7 (31,8%) im Riicken (Th10) und bei 8 (36,4%) im Nacken (C7).
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14

Anzahl der Patienten

1
Unterschenkel Oberschenkel Th10
Biopsieentnahmestelle

Diagramm 2: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von der
Biopsieentnahmestelle

Tabelle 10 gibt eine Zusammenfassung Uber die Haufigkeit der Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit der verschiedenen

Klassifikationsgruppen.
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Positiv fur Phospho-

Klassifikationsgruppe Unterteilung Alpha-Synuclein

Gesamtes

0,
Patientenkollektiv 22/28 (78,6%)

Hoehn-und-Yahr-

0,
Stadium ' 7/12 (58,3%)

[ 15/16 (93.8%)

Verlaufsform Akinetisch-rigider Typ 11/15 (73,3%)
Tremordominanz-Typ 719 (77,8%)

Aquivalenztyp 4/4 (100%)

Tabelle 10: Uberblick tiber die Haufigkeit der Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen

3.2.1.2 Immunfluoreszenzdoppelfdrbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein (Prothena
Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-PGP9.5
Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen zeigten sich bei 13 von 28 (46,4%) der
Patienten mit idiopathischem M. Parkinson. Bei 5 von 12 Patienten (41,7%) in
Hoehn-und-Yahr-Stadium | und 8 von 16 Patienten (50%) in Stadium Il konnten
Ablagerungen gefunden werden. In den Biopsaten der gesunden Kontrollen

wurde keine einzige Ablagerung gefunden.

Alle in dieser Farbung positiven Falle zeigten auch in der
Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit  Anti-Phospho-Alpha-Synuclein  von
BioLegend® (San Diego, USA) Ablagerungen (siehe 3.2.1.1).

Die Abbildungen 4 und 5 prasentieren die Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (siehe linke Seite der Abbildungen) und setzen diese in Projektion

auf die Nervenfasern (siehe rechte Seite der Abbildungen).
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Abbildung 4: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(Prothena Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-PGP9.5; Die linke Seite zeigt Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen (rot); Die rechte Seite zeigt die Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (rot) in Projektion auf die mit Anti-PGP9.5 angefarbten Nervenfasern; Der weil3e
Balken entspricht einer Lange von 50pum

Abbildung 5: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(Prothena Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-PGP9.5; Die linke Seite zeigt Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen (rot); Die rechte Seite zeigt die Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen (rot) in Projektion auf die mit Anti-PGP9.5 griin angefarbten Nervenfasern; Der
weilRe Balken entspricht einer Lange von 50um

Die Ablagerungen zeigten sich erneut in Nervenfasern um Blutgefalle,
SchweilRdriisen, in Arrector-pili-Muskeln, in dermalen Nervenfaserbindeln und
subepidermalen Plexus. Nur 2 der 13 (15,4%) fir Phospo-Alpha-Synuclein
positiven Falle zeigten Ablagerungen in subepidermalen Plexus, auch in nur 2
der 13 (15,4%) konnten Ablagerungen in Arrector-pili-Muskeln nachgewiesen
werden. Jeweils 3 von 13 (23,1%) prasentierten sich in dermalen

Nervenfaserbindeln und in Nervenfasern um Schweil3drisen positiv. Jedoch
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konnten in 12 von 13 (92,3%) fur Phospho-Alpha-Synuclein positiven Patienten

Ablagerungen in Blutgefal3en gefunden werden.

10

Anzahl der Patienten
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T
GefaR SchweiRdriise EP-Muskel Dermales Biindel Subepidermaler

Plexus
Struktur

Diagramm 3: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von der
Hautstruktur

Bezuglich der Entnahmestelle der Hautbiopsie zeigten von den insgesamt 13 flr
Phospho-Alpha-Synuclein positiv gewerteten Patienten 8 (61,5%) Ablagerungen
in der Biopsie des Unterschenkels, 6 (46,2%) in der Hautprobe des
Oberschenkels, 7 (53,8 %) im Rucken und 5 (38,5%) im Nacken. Erneut
prasentierte sich der Unterschenkel also als die am haufigsten positive

Entnahmestelle.
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Anzahl der Patienten

S 1]
Unterschenkel Oberschenkel Th10
Biopsieentnahmestelle

Diagramm 4: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von der

Biopsieentnahmestelle

Tabelle 11 gibt eine Zusammenfassung Uber die Haufigkeit der Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit der verschiedenen

Klassifikationsgruppen.
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Positiv fur Phospho-

Klassifikationsgruppe Unterteilung Alpha-Synuclein

Gesamtes
Patientenkollektiv

13/28 (46,4%)
Hoehn-und-Yahr-Stadium | 5/12 (41,7%)
Il 8/16 (50%)

Verlaufsform Akinetisch-rigider Typ 7115 (46,7%)

Tremordominanz-Typ 3/9 (33,3%)

Aquivalenztyp 3/4 (75%)
Tabelle 11: Uberblick tiber die Haufigkeit der Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen

3.2.2 Truncated Alpha-Synuclein

3.2.2.1 Immunfluoreszenzdoppelfdrbung mit Anti-Truncated-Alpha-Synuclein (Anti-Syn
105, Prothena Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-Phospho-Alpha-
Synuclein (BioLegend®, San Diego, USA)

Bei 17 von 28 Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom (60,7%) konnten

Ablagerungen von trunkiertem Alpha-Synuclein gefunden werden. Betrachtet

man nur die 12 Patienten in Stadium | nach Hoehn und Yabhr, zeigten sich 5 von

12 (41,7%) positiv, wohingegen bei den Patienten in Stadium Il 12 von 16 (75%)

Ablagerungen aufwiesen. In keiner gesunden Kontrolle wurden Ablagerungen

gefunden.

Die Abbildung 6 prasentiert die Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen (siehe
linke Seite der Abbildung) und die Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen
(siehe rechte Seite der Abbildung). Abbildung 7 setzt die Phospho- und
Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Projektion zueinander.
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Abbildung 6: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-Truncated-Alpha-Synuclein (Prothena Biosciences Inc,
San Francisco, USA); Die linke Seite zeigt Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen (rot); Die
rechte Seite zeigt Ablagerungen von Truncated-Alpha-Synuclein (grin); Der weil3e Balken
entspricht einer Lange von 50um

Abbildung 7: Bild einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-Truncated-Alpha-Synuclein (Prothena Biosciences Inc,
San Francisco, USA); Die Abbildung zeigt die Ablagerungen in Projektion zueinander; Der weil3e
Balken entspricht einer Lange von 50um

Die Ablagerungen von trunkiertem Alpha-Synuclein zeigten sich ebenfalls in
Nervenfasern um Blutgefal3e, Schwei3drisen, in Arrector-pili-Muskeln, in
dermalen Nervenfaserbindeln und subepidermalen Plexus. Nur bei 1 von 17
(5,9%) fur trunkiertes Alpha-Synuclein positiven Patienten konnten Ablagerungen
in einem dermalen Nervenfaserbindel gefunden werden, bei lediglich 2 von 17
(11,8%) konnten Ablagerungen in subepidermalen Plexus beschrieben werden.
Auch Ablagerungen in Arrector-pili-Muskeln zeigten sich nur bei 3 von 17 (17,6%)

fur trunkiertes Alpha-Synuclein positiven Patienten. Hingegen présentierten sich
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Ablagerungen in Schweil’driisen in 5 von 17 Fallen (29,4%) und Ablagerungen
in GefalRen sogar bei 14 von 17 (82,4%) Patienten.

Anzahl der Patienten
©

N

T
GefaR SchweiRdriise AP-Muskel Dermales Biindel Subeglidermaler
exus

Struktur

Diagramm 5: Anzahl der Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit von der
Hautstruktur

Von den insgesamt 17 Patienten, die fir Ablagerungen von trunkiertem Alpha-
Synuclein als positiv gewertet wurden, wurden bei 8 (47,1%) Ablagerungen im
Unterschenkel und bei 6 (35,3%) im Oberschenkel gefunden. Ablagerungen im
Rucken und im Nacken konnten bei jeweils 4 (23,5%) Probanden nachgewiesen

werden.
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Anzahl der Patienten

T I
Unterschenkel Oberschenkel Th10
Biopsieentnahmestelle

Diagramm 6: Anzahl der Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit von der
Biopsieentnahmestelle

In dieser Immunfluoreszenzdoppelfarbung gegen Truncated-Alpha-Synuclein
und Phospho-Alpha-Synuclein konnten in 18 von 28 Patienten (64,3%)
Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-Synuclein nachgewiesen werden.
Von diesen 18 Patienten, die fiir Phospho-Alpha-Synuclein als positiv gewertet
wurden, zeigten 17 Patienten (94,4%) auch Ablagerungen von trunkiertem Alpha-
Synuclein. Alle Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen zeigten

auch Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen.

Tabelle 12 gibt eine Zusammenfassung uber die Haufigkeit der trunkierten Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit der verschiedenen

Klassifikationsgruppen.
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Positiv fur Truncated-

Klassifikationsgruppe Unterteilung Alpha-Synuclein

Gesamtes

Patientenkollektiv 17/28 (60,7%)

Phospho-Alpha-
Synuclein-positives 17/18 (94,4%)
Patientenkollektiv

Phospho-Alpha-
Synuclein-negatives 0/10 (0%)
Patientenkollektiv

Hoehn-und-Yahr-Stadium | 5/12 (41,7%)
I 12/16 (75%)

Verlaufsform Akinetisch-rigider Typ 7115 (46,7%)
Tremordominanz-Typ 7/9 (33,3%)
Aquivalenztyp 4/4 (75%)

Tabelle 12: Uberblick tiber die Haufigkeit der Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen

3.3 Bedeutung der Stufenschnitte

3.3.1 Phospho-Alpha-Synuclein

3.3.1.1 Immunfluoreszenzdoppelfdrbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-PGP9.5

Die Aufarbeitung der Biopsien durch Stufenschnitte zeigte im Rahmen dieser

Farbung eine Sensitivitat von 78,6% (siehe 1.2.1.1).

Bertcksichtigt man jeweils nur den ersten Schnitt auf dem Objekttrager,
prasentieren sich lediglich in 13 der 28 Patienten (46,43%) Ablagerungen von
Phospho-Alpha-Synuclein. Betrachtet man jeweils den ersten und den zweiten

Schnitt, finden sich hingegen schon Ablagerungen in 57,14% der Félle (16 von
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28). Bezieht man den ersten bis zum dritten Schnitt in die Wertung mit ein, erhoht
sich dies auf 71,43% (20 von 28). Durch die zusatzliche Bericksichtigung des
vierten Schnitts bleibt die Sensitivitat zunachst unverandert, jedoch steigt sie
sogar auf 78,57% (22 von 28), wenn man schlie3lich alle Schnitte eines

Objekttragers betrachtet. Diagramm 7 verdeutlicht diesen Sachverhalt.

90

80

70

60

50

Anteil der Patienten in %

30 —

46,43%

10 —

T T
Schnitt 1 Schnitte 1 und 2 Schnitte 1 bis 3 Schnitte 1 bis4 Schnitte 1 bis 5

Miteinbezogene Schnitte

Diagramm 7: Anteil der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von den
betrachteten Stufenschnitten
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3.3.1.2 Immunfluoreszenzdoppelfdrbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein (Prothena
Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-PGP9.5

Auch bei dieser Farbung konnte anhand der Durchfiihrung von Stufenschnitten
eine Erhdhung der Sensitivitat erzielt werden. Betrachtet man fir jeden Patienten
nur den ersten Schnitt auf dem Objekttrager, so zeigen sich Phospho-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in nur 28,57% (8 von 28) der Parkinson-Patienten. Bei
Bertcksichtigung von Schnitt 1 und Schnitt 2 erhéht sich dies auf 42,86% (12 von
28). Unter Miteinbeziehung des dritten Schnitts lasst sich dies noch auf 46,43%
(13/28) steigern. Bei dieser Farbung erhoht sich die Sensitivitat jedoch nicht
weiter, bertcksichtigt man auch Schnitt 4 und Schnitt 5 jedes Objekttragers.

50

40

30

20 1

Anteil der Patienten in %

10 1

T T
Schnitt 1 Schnitte 1 bis 2 Schnitte 1 bis3 Schnitte 1 bis 4 Schnitte 1 bis 5

Miteinbezogene Schnitte

Diagramm 8: Anteil der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhéngigkeit von den
betrachteten Stufenschnitten
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3.3.2 Truncated Alpha-Synuclein
Bei der Anfarbung von trunkiertem Alpha-Synuclein zeigte sich ebenfalls eine
deutliche Erh6hung des Anteils positiver Probanden durch die Anwendung von

Stufenschnitten.

Bertcksichtigt man lediglich den ersten Schnitt jedes Objekttragers, so
prasentieren sich in nur 21,43% der Félle (6 von 28) Ablagerungen von
trunkiertem Alpha-Synuclein. Bezieht man zusatzlich den zweiten Schnitt mit ein,
erhoht sich dies auf 35,71 % (10 von 28). Betrachtet man Schnitt 1 bis
einschlief3lich Schnitt 3 finden sich Ablagerungen in 46,43% (13 von 28) der Féalle.
Bezieht man dartber hinaus noch Schnitt 4 mit ein, zeigen sich 53,57% (15 von
28) positiv fur Ablagerungen von trunkiertem Alpha-Synuclein. Schlief3lich
steigert sich dies auf 60,71% (17 von 28), wenn man alle 5 Schnitte eines

Objekttragers betrachtet.

54



60

50

40

30

Anteil der Patienten in %

20 1

[35.71%

o] ] [

T T
Nur Schnitt 1 Schnitte 1 und 2 Schnitte 1 bis 3 Schnitte 1 bis4 Schnitte 1 bis 5

Miteinbezogene Schnitte

Diagramm 9: Anteil der Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in Abhangigkeit von den
betrachteten Stufenschnitten

3.4 Phospho-Alpha-Synuclein- und Truncated-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen in Zusammenhang mit klinischen Merkmalen

3.4.1 Abhéangigkeit vom Hoehn-und-Yahr-Stadium

Bei der Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(BioLegend®, San Diego, USA) und Anti-PGP9.5 wurde mit dem exakten Test
nach Fisher untersucht, ob sich ein Unterschied in der Anzahl der Patienten mit
Phospho-Alpha-Syn-positiver Hautbiopsie zwischen dem Hoehn-und-Yahr-
Stadium | und Il zeigt. Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden (Signifikanzwert p=0,057 und somit >0,05), jedoch zeigte sich

ein Trend zu haufigerem Nachweis von Phospho-Alpha-Synuclein im Hoehn-
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und-Yahr-Stadium II. Diagramm 10 zeigt die Anzahl der Patienten mit Phospho-

Alpha-Synuclein Ablagerungen in Abhangigkeit vom Hoehn-und-Yahr-Stadium.

M negativ
M positiv

Anzahl der Patienten

1 2
Stadium nach Hoehn und Yahr

Diagramm 10: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen (BioLegend®, San Diego,
USA) in Abh&ngigkeit vom Hoehn-und-Yahr-Stadium

Bei der Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit Anti-Phospho-Alpha-Synuclein
(Prothena Biosciences Inc, San Francisco, USA) und Anti-PGP9.5 wurde mit der
Korrektur nach Yates (=Kontinuitatskorrektur) untersucht, ob sich ein
Unterschied in der Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Syn-positiver
Hautbiopsie zwischen dem Hoehn-und-Yahr-Stadium | und Il zeigt. Es konnte
kein  statistisch  signifikanter =~ Zusammenhang  festgestellt  werden
(Kontinuitatskorrektur(1)=0,003; Signifikanzwert p=0,956 und somit >0,05).
Diagramm 11 zeigt die Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein
Ablagerungen in Abhéngigkeit vom Hoehn-und-Yahr-Stadium.

56



M negativ
M positiv
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1 2
Stadium nach Hoehn und Yahr

Diagramm 11: Anzahl der Patienten mit Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen (Prothena Biosciences
Inc, San Francisco, USA) in Abhangigkeit vom Hoehn-und-Yahr-Stadium

Mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher wurde untersucht, ob sich ein
Unterschied in der Anzahl der Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein-positiver
Hautbiopsie zwischen dem Hoehn-und-Yahr-Stadium | und Il zeigt. Es konnte
kein statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (Signifikanzwert
p=0,121), jedoch zeigte sich ein Trend zu h&ufigerem Nachweis von Truncated-
Alpha-Synuclein im Hoehn-und-Yahr-Stadium Il. Diagramm 12 zeigt die Anzahl
der Patienten mit Truncated-Alpha-Synuclein Ablagerungen in Abhangigkeit vom
Hoehn-und-Yahr-Stadium.
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Diagramm 12: Anzahl der Patienten mit trunkierten Alpha-Synuclein Ablagerungen in Abhangigkeit vom
Hoehn-und-Yahr-Stadium

3.4.2 Abhéangigkeit von der Erkrankungsdauer bei Biopsieentnahme

Mit Hilfe des Eta-Koeffizienten wurde Gberpruft, ob ein statistischer
Zusammenhang zwischen der Erkrankungsdauer bei Biopsieentnahme und der
Anzahl der fur Phospho-Alpha-Synuclein positiven Patienten besteht. Der Eta-
Koeffizient lag hier fur die Farbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikdrper von BioLegend® (San Diego, USA) bei 0,583, was einen starken
Zusammenhang anzeigt. Eine langere Krankheitsdauer war mit einer erhdhten
Positivitat fir Phospho-Alpha-Synuclein assoziiert. Fur die Farbung mit dem Anti-
Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von Prothena Biosciences Inc (San
Francisco, USA) lag der Eta-Koeffizient bei 0,638, was ebenfalls bedeutet, dass
ein starker Zusammenhang besteht. Auch die Farbung mit dem Antikérper gegen
Truncated-Alpha-Synuclein wurde hinsichtlich eines statistischen

Zusammenhangs zwischen der Erkrankungsdauer und der Anzahl der fir
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trunkiertes Alpha-Synuclein positiven Patienten geprift. Auch hier besteht ein

starker Zusammenhang (Eta=0,568).

3.4.3 Abhéangigkeit vom Alter der Patienten

Mit dem Eta-Koeffizienten wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
dem Alter der Patienten und dem Auftreten von Phospho-Alpha-Synuclein- und
Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen besteht. Bei der Farbung mit dem
Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend® (San Diego, USA)
erreichte Eta einen Wert von 0,826, bei der Farbung mit dem Anti-Phospho-
Alpha-Synuclein-Antikorper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA)
einen Wert von 0,844. Dies zeigt fur beide Farbungen einen starken
Zusammenhang an. Auch zwischen dem Auftreten von Truncated-Alpha-
Synuclein-Ablagerungen und dem Alter der Patienten bei Biopsieenthnahme lag
bei Untersuchung mit Hilfe des Eta-Koeffizienten ein starker Zusammenhang vor
(Eta=0,837). Altere Patienten wiesen haufiger Phospho-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen auf. Das Alter der Patienten war nicht mit der Erkrankungsdauer

assoziiert.

3.4.4 Abhéangigkeit von Teil | des MDS-UPDRS-Fragebogens

Mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher  wurden die
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen hinsichtlich eines Zusammenhangs mit dem
ersten Teil des MDS-UPDRS-Fragebogens untersucht. Fur Ablagerungen von
Phospho-Alpha-Synuclein konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden (Signifikanzwert p=0,764 fiur die Farbung mit dem Anti-
Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend® (San Diego, USA) und
Signifikanzwert p=0,401 fur die Farbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikérper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA)). Auch fir
Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang in Abhangigkeit des UPDRS-Fragebogens festgestellt werden
(Signifikanzwert p=0,996).
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3.4.5 Abhéangigkeit von der NMS-Skala

Auch die Abhangigkeit von der NMS-Skala wurde untersucht. Ein statistischer
Zusammenhang zwischen dem erreichten Punktwert im NMS-Fragebogen und
der Anzahl der fur Phospho- und Truncated-Alpha-Synuclein positiven Patienten
besteht nicht. Im exakten Test nach Fisher ergaben sich fur die Farbung mit dem
Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend® (San Diego, USA)
ein Signifikanzwert p=0,413, fur die Farbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-
Synuclein-Antikorper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) ein
Signifikanzwert p=0,468 und fir den Antikorper gegen Truncated-Alpha-
Synuclein ein Signifikanzwert p=0,922.

3.5 Zeitlicher Abstand zwischen dem Schneiden der Gewebeproben

und der Durchflihrung der Immunfluoreszenzdoppelfarbungen
Interessanterweise fuhrten die Farbungen im zeitlichen Verlauf zu immer
niedrigeren Detektionsraten. Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Anti-
Phospho-Alpha-Synuclein-Antikorper von BioLegend® (San Diego, USA) wurde

im direkten Anschluss an das Schneiden der Gewebeproben durchgefihrt.

Bei der Suche nach trunkiertem Alpha-Synuclein wurde eine
Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit einem Anti-Truncated-Alpha-Synuclein-
Antikdrper und einem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper durchgefihrt.
Dies diente zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den beiden pathologischen
posttranslationalen Modifikationen Phosphorylierung und Trunkierung. Zur
Anfarbung des phosphorylierten Alpha-Synucleins wurde erneut der Anti-
Phospho-Alpha-Synuclein-Antikorper von BioLegend® (San Diego, USA)
eingesetzt, zur Anfarbung des trunkierten Alpha-Synucleins wurde der Anti-
Truncated-Alpha-Synuclein-Antikdrper (Anti-Syn 105) von Prothena Biosciences
Inc (San Francisco, USA) verwendet. Diese Immunfluoreszenzdoppelfarbung
wurde mit einem zeitlichen Abstand von einem bis 4 Monaten, im Vergleich zur
ersten Immunfluoreszenzdoppelfarbung, durchgefihrt. Aufgrund der Tatsache,
dass der gleiche Antikdrper zur Anfarbung des Phospho-Alpha-Synucleins wie in

der ersten Immunfluoreszenzdoppelfarbung verwendet wurde, kann hier ein
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direkter Vergleich von zwei Farbungen mit dem identischen Antikérper angestellt

werden.

Eine weitere Immunfluoreszenzdoppelfarbung diente dem Nachweis von
Phospho-Alpha-Synuclein, sie erfolgte mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikdrper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA). Im Vergleich zur
ersten Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Antikorper von BioLegend®
(San Diego, USA) wurde sie mit einem zeitlichen Abstand von 4 bis 7 Monaten
durchgefthrt. Ein Vergleich mit der ersten Immunfluoreszenzdoppelférbung ist in
diesem Fall jedoch nur eingeschrankt mdglich, da diese Farbung mit einem

anderen Antikorper durchgefihrt wurde.

Tabelle 13 gibt einen Uberblick (ber die Verzégerung der
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen nach dem Schneiden der Gewebeproben

und die jeweiligen Detektionsraten.
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Antikorper Verzbgerung Detektionsrate

Anti-Phospho-Alpha- keine 78,6%
Synuclein (BioLegend®,
San Diego, USA)

Anti-Phospho-Alpha- 1-4 Monate 64,3%
Synuclein (BioLegend®,
San Diego, USA)

Anti-Truncated-Alpha- 1-4 Monate 60,7%
Synuclein (Anti-Syn 105,
Prothena Biosciences

Inc, San Francisco,

USA)
Anti-Phospho-Alpha- 4-7 Monate 46,4%
Synuclein (Prothena

Biosciences Inc, San
Francisco, USA)

Tabelle 13: Verzoégerung zwischen dem Schneiden der Gewebeproben und der Durchfihrung der
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen; Bei den griin markierten Feldern wurde ein identischer Antikdrper
verwendet

Auffallig ist, dass beim Vergleich von zwei Farbungen mit dem identischen Anti-
Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend® (San Diego, USA), die in
einem zeitlichen Abstand von einem bis 4 Monaten durchgefuhrt wurden, die
Detektionsrate deutlich voneinander abweicht.

Die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikdrper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) wurde zu einem
noch spateren Zeitpunkt durchgefuhrt. Die Detektionsrate ist hier niedriger als in
den anderen Farbungen, die mit einer geringeren Verzdgerung durchgefihrt

wurden. Es ist jedoch zu beachten, dass diese Farbung mit einem Antikorper

62



einer anderen Firma durchgefuhrt wurde und somit ein direkter Vergleich nicht

maoglich ist.

63



4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der hier vorliegenden Forschungsarbeit wurde die Haut von an idiopathischem
M. Parkinson erkrankten Patienten hinsichtlich pathologischer Alpha-Synuclein-
Ablagerungen untersucht. Eine mdogliche Einsetzbarkeit der Hautbiopsien als

frihdiagnostischer Marker wurde tberprift.

Fir die Studie wurden zwischen November 2014 und Juni 2016 28 Patienten mit
idiopathischem M. Parkinson, 12 in Hoehn-und-Yahr-Stadium | und 16 in Hoehn-
und-Yahr-Stadium Il, und 5 gesunde Kontrollen an der Neurologischen Klinik und
Poliklinik des Universitatsklinikums Wirzburg rekrutiert.

Die Entnahme der Biopsien erfolgte am Unterschenkel, am Oberschenkel, am
Rucken und im Nacken. AnschlieBend wurden die Hautproben mittels
Stufenschnitten der Dicke 20um aufgearbeitet, drei immunhistochemische

Farbungen durchgefihrt und je Hautprobe 5 Stufenschnitte untersucht.

Bei der Suche nach phosphoryliertem Alpha-Synuclein konnte in der
Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikérper von BioLegend® (San Diego, USA) bei beinahe 80% der Patienten
das gesuchte Protein gefunden werden, in der Immunfluoreszenzdoppelfarbung
mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikbrper von Prothena Biosciences Inc
(San Francisco, USA) lediglich in etwas mehr als 46% der Falle. Die Suche nach
trunkiertem Alpha-Synuclein mit Hilfe des Anti-Truncated-Alpha-Synuclein-
Antikdrpers von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) gestaltete sich

bei fast 61% der Patienten als erfolgreich.

Der am  haufigsten  positive  Biopsieort war in allen drei
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen der Unterschenkel. Dartber hinaus war die
am haufigsten positive Hautstruktur in allen drei
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen das autonom innervierte Blutgefafi.
Weiterhin zeigte sich eine Assoziation zur Erkrankungsdauer. Des Weiteren
konnte durch die Anfertigung von Stufenschnitten die Nachweisrate der

pathologischen Alpha-Synuclein-Ablagerungen deutlich gesteigert werden.
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4.2 Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der
Forschung

4.2.1 Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut

In der vorliegenden Studie konnten mit Hilfe von zwei verschiedenen Antikorpern
Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-Synuclein in der Haut nachgewiesen
werden. Mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend®
(San Diego, USA) zeigten sich bei fast 80% der Patienten Ablagerungen. In
Stadium | nach Hoehn und Yahr prasentierten sich 7 von 12 (58,3%) Patienten
positiv, wohingegen bei den Patienten in Stadium Il sogar bei 15 von 16 (93,8%)
Ablagerungen nachgewiesen wurden. In der Immunfluoreszenzdoppelfarbung
mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikbrper von Prothena Biosciences Inc
(San Francisco, USA) zeigten sich nur in etwas mehr als 46% der Patienten
Ablagerungen. Von den 12 Patienten in Hoehn-und-Yahr-Stadium | prasentierten
sich 5 (41,7%) positiv und von den 16 Patienten in Hoehn-und-Yahr-Stadium I

konnten bei 8 (50%) Ablagerungen gefunden werden.

Nachdem Michell et al. 2005 erstmals Forschungsergebnisse zu Alpha-
Synuclein-Ablagerungen in der Haut von Parkinson-Patienten veroffentlichten,
gab es im Vorfeld dieser Forschungsarbeit bereits eine Vielzahl weiterer Studien,
die Ablagerungen von Phospho-Alpha-Synuclein in Hautbiopsien untersuchten
und als mdglichen Biomarker zur Diagnostik des M. Parkinson Uberpriften
(Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017a; Doppler et al.,
2014; Doppler et al., 2015; Ikemura et al., 2008; Miki et al., 2010).

Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-Synuclein in der Haut waren bisher
immer spezifisch fir das Vorliegen einer Synucleinopathie (Donadio et al., 2014;
Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017a; Donadio et al., 2017b; Donadio et
al., 2018a; Donadio, 2018b; Doppler et al., 2014; Doppler et al., 2015; Ikemura
et al., 2008; Miki et al., 2010; Zange et al., 2015).

Hinsichtlich der Detektionsrate unterschieden sich die Forschungsergebnisse der
einzelnen Studien jedoch deutlich. Dies kdnnte sich unter anderem durch die
Auswahl der in die Studie eingeschlossenen Patienten, die gewahlten

Biopsieentnahmestellen, die Anzahl der entnhommenen Hautbiopsien, eine
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unterschiedliche Anzahl an untersuchten Schnitten und eine unterschiedliche

Methodik in der Aufbereitung der Hautbiopsien begrinden.

Ikemura et al. konnten 2008 bereits eine Sensitivitat von 70% nachweisen. Miki
et al. erreichten 2010 hingegen nur eine Nachweisrate von 10%. Donadio et al.
beschrieben sogar Nachweisraten von bis zu 100% in zervikalen Biopsien
(Donadio et al., 2014, Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2018a; Donadio et al.,
2018b). Die hohen Nachweisraten von Donadio et al. mit bis zu 100% in der
zervikalen Hautbiopsie lassen sich dadurch begriinden, dass fir jede
entnommene Biopsie zusatzlich noch eine zweite Biopsie im Abstand von 3-4 cm
entnommen wurde. Die Nachweisraten waren bei Betrachtung von lediglich einer
Biopsie pro Korperstelle deutlich niedriger (Donadio et al., 2014, Donadio et al.,
2016; Donadio et al., 2018a; Donadio et al., 2018b). Donadio et al. stellten die
Hypothese auf, dass dieses Resultat eine ungleichméaRige raumliche Verteilung
des Phospho-Alpha-Synucleins bei Patienten mit M. Parkinson wahrscheinlich
macht (Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2018a; Donadio
et al., 2018b). Dies ware eine mdgliche Begriindung, warum nicht in Hautbiopsien
aller an der vorliegenden Studie teilgenommenen Patienten Ablagerungen von
phosphoryliertem Alpha-Synuclein gefunden werden konnten, denn an jeder
Korperstelle wurde lediglich eine Biopsie entnommen. Die Hypothese der
ungleichmafigen raumlichen Verteilung des Phospho-Alpha-Synucleins wird
des Weiteren durch die Tatsache, dass es zwischen den einzelnen untersuchten
Stufen der vorliegenden Studie deutliche Unterschiede in der Positivitat gab,

gestutzt.

Ein weiterer Aspekt, der die im Vergleich zu den Forschungsarbeiten von
Donadio et al. in der vorliegenden Studie niedrigeren Nachweisraten von nur bis
zu 78,6% erklaren kénnte, ware die Auswahl der Patienten. In die vorliegende
Studie wurden nur Patienten in den Hoehn-und-Yahr-Stadien | und Il (I: n=12; II:
n=16) eingeschlossen. Hierbei konnten im Hoehn-und-Yahr-Stadium |
Nachweisraten von bis zu 58,3% erreicht werden, wohingegen im Hoehn-und-
Yahr-Stadium |1l sogar Nachweisraten von bis zu 93,8% erreicht wurden. Im
Vergleich hierzu schloss die Forschungsgruppe um Donadio in ihre Studien
Patienten in den Hoehn-und-Yahr-Stadien | bis IV ein (Donadio et al., 2014,

66



Donadio et al., 2016). In beiden Studien befanden sich lediglich 2 Patienten in
Hoehn-und-Yahr-Stadium | (Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016).

Dartber hinaus konnte die Verwendung unterschiedlicher Phospho-Alpha-
Synuclein-Antikorper und die Anfertigung unterschiedlich dicker Hautschnitte
eine Rolle spielen. Die Forschungsgruppe um Donadio et al. verwendete in ihren
Forschungsarbeiten 10um dicke Hautschnitte, unsere Forschungsgruppe 20pum
dicke, in einem Vorlauferprojekt dieser Arbeit sogar 50um dicke, Hautschnitte
(Donadio et al., 2014; Donadio et al., 2016; Doppler et al., 2014; Doppler et al.,
2015).

4.2.2 Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen in der Haut

Im Rahmen dieser Studie konnten in der Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit
dem Anti-Truncated-Alpha-Synuclein-Antikdrper von Prothena Biosciences Inc
(San Francisco, USA) und dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von
BioLegend® (San Diego, USA) erstmals Ablagerungen von Truncated-Alpha-
Synuclein in Hautbiopsien bei Patienten mit idiopathischem M. Parkinson
nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten alle Hautbiopsien, in denen
Truncated-Alpha-Synuclein  Ablagerungen gefunden  wurden, auch

Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-Synuclein.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Lewy-Kérperchen im Gehirn von
Patienten mit idiopathischem M. Parkinson oder Lewy-Kérperchen-Demenz, so
ist das darin enthaltene Alpha-Synuclein zu 15% Truncated-Alpha-Synuclein
(Baba et al., 1998; Campbell et al., 2001; Liu et al., 2005). Truncated-Alpha-
Synuclein in Iéslicher Form im Gehirn ist nicht spezifisch fir den idiopathischen
M. Parkinson oder die anderen Synucleinopathien, es wurde auch im Gehirn von
Patienten mit M. Alzheimer und gesunden Kontrollen beschrieben (Liu et al.,
2005). Aggregierte Ablagerungen von trunkiertem Alpha-Synuclein sind jedoch
spezifisch fir den idiopathischen M. Parkinson oder die Lewy-Body-Demenz (Liu
et al., 2005). Posttranslational trunkiertes Alpha-Synuclein neigt, im Vergleich zu
Alpha-Synuclein normaler Lange, starker zur Aggregation und induziert dariiber

hinaus die Aggregation des Alpha-Synucleins normaler Lange (Crowther et al.,
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1998; Lewis et al., 2010; Li et al., 2005; Liu et al., 2005; Murray et al., 2003,
Prasad et al.,, 2012). Prasad et al. beschrieben Truncated-Alpha-Synuclein-
Ablagerungen im Gehirn von Patienten mit idiopathischem M. Parkinson nur bei
Fallen, in denen auch Phospho-Alpha-Synuclein nachgewiesen werden konnte
(Prasad et al., 2012). Dies ist konsistent zu den Ergebnissen der vorliegenden
Forschungsarbeit, in der in der Haut von Patienten mit idiopathischem M.
Parkinson in Abwesenheit von Phospho-Alpha-Synuclein auch kein Truncated-
Alpha-Synuclein nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der Tatsache, dass
trunkiertes Alpha-Synuclein méglicherweise eine kritische, wenn nicht sogar
essentielle, Rolle in der pathologischen Aggregation des Proteins einnimmt,
konnte also auch Truncated-Alpha-Synuclein eines Tages einen sinnvollen
peripheren Biomarker darstellen (Prasad et al., 2012; siehe 1.6).

4.3 Bewertung der Biopsieentnahmestelle

In anderen Studien wurde ein Gradient der Nachweisrate von Phospho-Alpha-
Synuclein mit einer Abnahme von proximal nach distal beschrieben (Donadio et
al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017b; Doppler et al., 2014). Dies
deutete auf eine mdgliche Ausbreitung des Phospho-Alpha-Synucleins von
proximal nach distal, vom Spinalganglion bzw. den autonomen Ganglien
ausgehend entlang des peripheren Nervensystems, hin (Donadio et al., 2014). In
anderen Forschungsergebnissen unserer Arbeitsgruppe (Schneider, 2018) und
in der vorliegenden Studie konnte dieser Gradient der Nachweisrate von proximal
nach distal nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der
vorliegenden Studie sogar in allen Farbungen die hochste Nachweisrate im
Unterschenkel. Die Hypothese der Ausbreitung von proximal nach distal von
Donadio et al. kann also durch diese Studie nicht weiter gestitzt werden.
Schneider diskutierte, dass phosphoryliertes Alpha-Synuclein méglicherweise
direkt in der Peripherie entsteht (Schneider, 2018). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie sind mit dieser Hypothese gut vereinbar und sprechen

gegen eine Ausbreitung von proximal nach distal.

68



4.4 Bewertung der betroffenen Hautstruktur

In der vorliegenden Studie zeigten sich die Ablagerungen von phosphoryliertem
Alpha-Synuclein in autonomen Nervenfasern (vasomotorische, sudomotorische
und pilomotorische Fasern), somatosensiblen Fasern (subepidermaler
Nervenplexus) und nicht naher spezifizierbaren Fasern (dermale

Nervenfaserbindel).

Vergleicht man die bisherigen Ergebnisse aus Vorlauferprojekten unserer
Arbeitsgruppe und der Forschungsgruppe um Donadio mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie, so stimmen die Ergebnisse weitgehend Uberein (Donadio
et al., 2014; Doppler et al., 2014; Schneider, 2018). Analog zu den vorherigen
Ergebnissen war in dieser Studie die am haufigsten als positiv gewertete
Hautstruktur in allen Farbungen das durch autonome Fasern innervierte
Blutgefal3. Interessant war, dass in der Farbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-
Synuclein-Antikdrper von BioLegend® (San Diego, USA) auch in dermalen
Nervenbiindeln die Detektionsrate sehr hoch war. In Ubereinstimmung mit
vorherigen Forschungsergebnissen traten bei den Parkinson-Patienten dieser
Studie Ablagerungen in somatosensiblen Nervenfasern selten auf (Donadio et
al., 2014; Doppler et al., 2014; Schneider, 2018).

Auch im Hinblick auf die anderen Synucleinopathien, die Lewy-Body-Demenz,
die Multisystematrophie und die idiopathische orthostatische Hypotonie, gibt es
hierzu interessante Erkenntnisse (Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017b;
Donadio et al., 2018a; Doppler et al., 2015; Schneider, 2018). Bei der
idiopathischen orthostatischen Hypotonie und bei der Lewy-Kdorperchen-Demenz
lagern sich die phosphorylierten Alpha-Synuclein-Ablagerungen ebenfalls
Uberwiegend in autonomen Nervenfasern ab (Donadio et al., 2016; Donadio et
al., 2017b; Donadio et al., 2018a). Dies ist konsistent mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie bei Patienten mit idiopathischem M. Parkinson. Im
Gegensatz dazu sind die Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen bei der
Multisystematrophie fast ausschlief3lich in somatosensiblen Nerven zu finden,
wodurch dies zur Abgrenzung gegen die weiteren Synucleinopathien hilfreich

sein konnte (Doppler et al.,, 2015; Donadio et al.,, 2018a). Ablagerungen in
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somatosensiblen Nervenfasern bei Patienten mit idiopathischem M. Parkinson
wurden in dieser Studie und in weiteren Forschungsprojekten unserer
Arbeitsgruppe und der Forschungsgruppe um Donadio namlich lediglich sehr
selten in somatosensiblen Fasern beschrieben (Donadio et al., 2014; Doppler et
al., 2014; Schneider, 2018). Patienten mit Multisystematrophie oder sonstigen

Synucleinopathien waren in der vorliegenden Studie nicht eingeschlossen.

4.5 Bewertung der Stufenschnitte

In einem Vorlauferprojekt unserer Arbeitsgruppe konnte bereits 2015 erstmals
beschrieben werden, dass durch die Anwendung von Stufenschnitten die
Detektionsrate von phosphoryliertem Alpha-Synuclein erhdht werden konnte
(Doppler et al., 2015). Die Detektionsrate wurde hierdurch von 67% auf 73%
gesteigert (Doppler et al., 2015). In der vorliegenden Studie zeigte sich dieser
Unterschied sogar noch deutlich héher, in der Immunfluoreszenzdoppelfarbung
mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-Antikérper von BioLegend® (San Diego,
USA) konnte die Detektionsrate von 46,4% auf 78,6% und in der
Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikdrper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) von 28,6% auf
46,4% erhoht werden.

Auch bei der Suche nach trunkierten Alpha-Synuclein-Ablagerungen zeigte sich
eine deutliche Steigerung. Der Anteil der fur Truncated-Alpha-Synuclein positiven
Patienten konnte durch die Anwendung von Stufenschnitten von 21,4% auf

60,7% gesteigert werden.

Folglich stellt die Durchfiihrung von Stufenschnitten ein hervorragendes Mittel zur
Steigerung der Nachweisraten der pathologischen Alpha-Synuclein-
Ablagerungen dar. Zu bedenken ist jedoch, dass die Anfertigung von
Stufenschnitten fur die klinische Routine einen sehr gro3en Aufwand bedeuten

wirde.
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4.6 Klinische Bedeutung

Die Entnahme von Hautbiopsien zur friihen Diagnosestellung des M. Parkinson
ist aktuell noch kein in der Klinik etabliertes Verfahren.

Da nach aktuellem Forschungsstand bisher bei keiner gesunden Kontrollperson
und bei keinem Patienten mit Tauopathie oder vaskularem sekundarem
Parkinson-Syndrom Phospho-Alpha-Synuclein-Ablagerungen gefunden wurden,
stellt die Suche nach phosphoryliertem Alpha-Synuclein in proximalen
Nervenfasern einen hochspezifischen potenziellen Biomarker fir den
idiopathischen M. Parkinson und die anderen Synucleinopathien dar, der dartber
hinaus zur Abgrenzung von Tauopathien hilfreich sein kdnnte (Donadio et al.,
2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017a; Donadio et al., 2017b; Donadio
et al., 2018a; Donadio, 2018b; Doppler et al., 2014; Doppler et al., 2015; Ikemura
et al., 2008; Miki et al., 2010; Zange et al., 2015). Auch zur Abgrenzung der
Multisystematrophie  von den anderen  Synucleinopathien  konnte
phosphoryliertes  Alpha-Synuclein in der Haut madglicherweise ein
unterstitzender Faktor zur Differenzierung sein, da bei der Multisystematrophie
die Ablagerungen, im Gegensatz zu den anderen Synucleinopathien, fast
ausschlief3lich in somatosensiblen Fasern zu finden sind (Donadio et al., 2018a;
Doppler et al., 2015; siehe 1.4).

Auch die Detektionsrate ist inzwischen ab dem Hoehn-und-Yahr-Stadium Il sehr
hoch (siehe 1.2.1). Bevor die Suche nach phosphoryliertem Alpha-Synuclein
jedoch als Biomarker zur Diagnostik des idiopathischen M. Parkinson eingesetzt
werden kann, missen noch weitere Studien durchgefuhrt werden, um auch die
Detektionsrate in Hoehn-und-Yahr-Stadium | noch weiter zu erhohen. Auch eine
Diagnosestellung vor dem Auftreten von motorischen Symptomen ist von gro3em
Interesse. Von unserer Arbeitsgruppe gibt es bereits eine Studie, die Phospho-
Alpha-Synuclein-Ablagerungen bei Patienten mit REM-Schlaf-
Verhaltensstorungen in Hautnerven nachweisen konnte (Doppler et al., 2017).
Die REM-Schlaf-Verhaltensstérung ist oft ein Prodromalstadium anderer
Synucleinopathien, insbesondere des idiopathischen M. Parkinson oder der

Lewy-Korperchen-Demenz (Doppler et al., 2017; Iranzo et al., 2013; Iranzo et al.,
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2014). In dem Projekt unserer Arbeitsgruppe konnten in bereits 55,6% der
Patienten mit REM-Schlaf-Verhaltensstérung Ablagerungen von

phosphoryliertem Alpha-Synuclein nachgewiesen werden (Doppler et al., 2017).

Um Phospho-Alpha-Synuclein in Hautnerven als Biomarker verwenden zu
kébnnen, missen dariber hinaus Untersuchungsmethoden und -techniken
zwischen einzelnen Forschungsgruppen vereinheitlicht werden, um konsistente
Ergebnisse zu erhalten und somit eine valide Aussage uber die Sensitivitat treffen

zu kdnnen.

Hinsichtlich der Ablagerungen von Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen ist
man aktuell noch weit entfernt, dies ebenfalls als Biomarker nutzen zu kénnen.
Interessanterweise konnten in der vorliegenden Studie erstmals in menschlichen
Hautnerven Ablagerungen gefunden werden. Nun muissen weitere Studien
durchgefuhrt werden, um zu evaluieren, ob auch in anderen Synucleinopathien
Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen auftreten. Die Ergebnisse des
Mausmodells von Hall et al. (2015; siehe 1.2.6) deuten darauf hin, dass
Truncated-Alpha-Synuclein méglicherweise auch bei der Lewy-Korperchen-
Demenz eine Rolle spielt und Ablagerungen von Truncated-Alpha-Synuclein in
der Haut auftreten kdnnten. Des Weiteren missten auch Kontrollpersonen in
einer groBen Anzahl auf Truncated-Alpha-Synuclein-Ablagerungen untersucht

werden, um die Spezifiitat zu prufen.

4.7 Kritikpunkte der vorliegenden Studie und Ausblick

Der wohl wichtigste Kritikpunkt der vorliegenden Studie ist die begrenzte Fallzahl
an Patienten (n=28). Auch andere Studien zu dieser Thematik wurden lediglich
mit einer vergleichbaren oder sogar geringeren Fallzahl durchgefuhrt (Donadio
et al., 2014; Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2017a; Donadio et al., 2017b;
Donadio et al., 2018a; Doppler et al., 2014; Doppler et al., 2015; Miki et al., 2010;
Zange et al., 2015). Um fur den klinischen Alltag aussagekraftigere Ergebnisse
zu erhalten, mussten weitere Studien mit einer weitaus grof3eren Fallzahl und

standardisierten Bedingungen durchgefuhrt werden.
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Ein weiterer bedeutender Kritikpunkt ist die Tatsache, dass die Diagnose der in
die Studie eingeschlossenen Patienten klinisch gestellt wurde. Die Genauigkeit
einer klinischen Diagnostik ist gering, in verschiedenen Studien liegt sie im
Vergleich zu einer postmortalen neuropathologischen Diagnosestellung
zwischen 70 und 90% (Adler et al., 2014; Hughes et al.,1992; Hughes et al., 2002;
Litvan et al, 1998; Schrag et al., 2002). Insbesondere in einem frihen Stadium
der Erkrankung ist die Genauigkeit sogar noch deutlich niedriger (Adler et al.,
2014). Dieser Aspekt ware eine mogliche Begrindung, weshalb in der
vorliegenden Studie nicht in Hautbiopsien aller Patienten in den Hoehn-und-
Yahr-Stadien | und Il Ablagerungen von phosphoryliertem Alpha-Synuclein

gefunden werden konnten.

Ein weiterer limitierender Faktor der vorliegenden Studie ist das begrenzte
Untersuchungsareal. Lediglich an vier Kérperstellen wurde eine Biopsie von nur
5mm Durchmesser entnommen. Aufgrund der Annahme, dass Alpha-Synuclein
beim M. Parkinson in der Haut ungleichmallig verteilt ist (Donadio et al., 2014;
Donadio et al., 2016; Donadio et al., 2018a; Donadio et al., 2018b), ware in
weiteren Studien die Entnahme von mindestens zwei Hautbiopsien pro
Korperstelle sinnvoll, um die Detektionsrate weiter steigern zu kénnen. Es muss
jedoch berucksichtigt werden, dass eine derart hohe Anzahl an Biopsien eine
sehr starke Belastung fur den Patienten darstellen wirde. Aus ethischen

Griunden bleibt das Untersuchungsareal zwangslaufig begrenzt.

Dartber hinaus stellt sich die Lagerung der bereits geschnittenen und auf
Objekttrager aufgebrachten Hautproben mdglicherweise als problematisch dar.
Auffallig ist, dass die Farbungen im zeitlichen Verlauf zu immer niedrigeren
Nachweisraten fuhrten. Insbesondere bei dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikorper von BioLegend® (San Diego, USA), der in zwei Farbungen verwendet
wurde, kann ein direkter Vergleich angestellt werden. Der Antikdrper wurde
sowohl in einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung, zusammen mit einem axonalen
Marker (Anti-PGP9.5), als auch in der Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem
Anti-Truncated-Alpha-Synuclein-Antikorper von Prothena Biosciences Inc (San
Francisco, USA), zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen

pathologischen Proteinen, zusatzlich verwendet. Zwischen der Durchfiihrung der
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einzelnen Farbungen lag ein Zeitabschnitt von einem bis 4 Monaten.
Interessanterweise ist die Nachweisrate fiir Phospho-Alpha-Synuclein in zwei
Farbungen mit dem identischen Antikorper unterschiedlich. Konnten bei den
frisch geschnittenen Hautproben Nachweisraten von 78,6% erzielt werden, so
fallt diese Nachweisrate nach einem bis 4 Monaten Lagerungszeit mit 64,3%
erheblich niedriger aus. Weiterhin kénnte vielleicht sogar schon die Lagerung des
Biopsiematerials vor dem Schneiden ein Problem darstellen. In zukinftigen
Studien sollte drauf geachtet werden, die Durchfiihrung so zu planen, dass alle
Arbeitsschritte ohne lange Lagerungszeiten des Biopsiematerials und der

vorbereiteten Objekttrager durchgefuhrt werden.

Zusammengefasst muisste in zukinftigen Studien eine groRere Fallzahl
untersucht werden, die Methodik, die Technik und die Auswertung mussten
standardisiert und vereinheitlicht werden. Ebenfalls wéare auf eine zeitlich sehr
rasche Durchfuhrung aller Arbeitsschritte zu achten. Dartber hinaus wére es in
kinftigen Studien weiterhin interessant, im zeitlichen Verlauf bei den gleichen
Probanden weitere Biopsien zu entnehmen und die zeitliche Entwicklung zu
beurteilen. Ausblickend wéare es zudem wiinschenswert multizentrische Studien

durchzufthren.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Studie war, phosphoryliertes und trunkiertes Alpha-Synuclein in
Nervenfasern der Haut zu untersuchen und herauszufinden, ob die
posttranslationalen Modifikationen Phosphorylierung und Trunkierung des Alpha-
Synucleins als potenzielle Biomarker fiir eine Diagnosestellung des M. Parkinson
geeignet sind. Die Besonderheit der vorliegenden Studie war zum einen, dass
ausschlie3lich Patienten in frihen Erkrankungsstadien (Hoehn-und-Yahr-
Stadien | und Il) des idiopathischen M. Parkinson untersucht wurden und zum
anderen der Versuch, die Detektionsrate anhand von Stufenschnitten zu

erhdhen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass phosphoryliertes Alpha-Synuclein ein
hohes Potenzial als Biomarker fur die Diagnosestellung und zur
Differenzialdiagnostik eines M. Parkinson hat und Stufenschnitte die

Nachweisrate deutlich erhohen konnen.

In der Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikorper von BioLegend® (San Diego, USA) konnte bei beinahe 80% der
Patienten das gesuchte Protein gefunden werden (Nachweisrate Hoehn-und-
Yahr-Stadium |: 58,3%; Hoehn-und-Yahr-Stadium II: 93,8%), in der
Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit dem Anti-Phospho-Alpha-Synuclein-
Antikdrper von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) nur in etwas mehr
als 46% der Patienten (Nachweisrate Hoehn-und-Yahr-Stadium I: 41,7%; Hoehn-

und-Yahr-Stadium II: 50%).

In Hoehn-und-Yahr-Stadium | ist die Sensitivitat jedoch noch nicht ausreichend
hoch. Da insbesondere in frihen Stadien der Erkrankung eine Differenzierung
zwischen atypischen Parkinson-Syndromen und idiopathischem M. Parkinson
klinisch sehr schwierig ist, ist jedoch vor allem das frihdiagnostische Potential
eines Biomarkers entscheidend. In Hoehn-und-Yahr-Stadium | musste die
Detektionsrate noch erh6ht werden, um einen sinnvollen Einsatz des Biomarkers

Phospho-Alpha-Synuclein in der Klinik gewéhrleisten zu kénnen.
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Trunkiertes Alpha-Synuclein in Nervenfasern der Haut konnten in dieser Studie
erstmals nachgewiesen werden. Mit Hilfe des Anti-Truncated-Alpha-Synuclein-
Antikdrpers von Prothena Biosciences Inc (San Francisco, USA) konnten bei fast
61% der Patienten Ablagerungen beschrieben werden (Nachweisrate Hoehn-
und-Yahr-Stadium . 41,7%; Hoehn-und-Yahr-Stadium Il: 75%). Es bleiben
jedoch noch viele Fragen ungeklart. Ist trunkiertes Alpha-Synuclein auch bei
anderen Synucleinopathien in der Haut nachweisbar? Ist die Suche nach
trunkiertem Alpha-Synuclein in der Haut ebenso spezifisch fur den M. Parkinson
beziehungsweise fir Synucleinopathien wie die Suche nach phosphoryliertem
Alpha-Synuclein? Oder kann in Studien mit einer héheren Fallzahl Truncated-

Alpha-Synuclein auch in der Haut gesunder Kontrollen nachgewiesen werden?

Viele Fragen zu Alpha-Synuclein in Hautbiopsien sind aktuell noch nicht
ausreichend geklart. Alpha-Synuclein in Nervenfasern der Haut bleibt also auch
weiterhin ein spannendes Forschungsthema mit noch viel Potenzial und

zahlreichen interessanten bisher noch unbeantworteten Fragestellungen.
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6 Abklrzungsverzeichnis
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8 Anhang

8.1 Patienteninformation

Universitatsklinikum \Wurzburg

Neurologische Klinik und Poliklinik
Direktor: Prof. Dr. J. Wolkmann

Neurolog sche Kiinik und Poliklink - Josef -Schneider-Str. 11 - 97080 Warzburg

Patienteninformation zur Studie

Hautbiopsie zur Diagnostik und Erforschung des M. Parkinson

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie leiden an einem Parkinson-Syndrom. Die Krankheitsgruppe umfasst neben der klassischen
Parkinsonerkrankung sogenannte atypische Parkinsonsyndrome, die sich in der Therapierbarkeit
und in einigen Symptomen von der klassischen Parkinsonerkrankung unterscheiden. V.a. im
Anfangsstadium sind die Parkinson-Syndrome nicht immer eindeutig zu diagnostizieren. Zur
optimalen Therapie ist es wichtig, die Parkinson-Erkrankung friihzeitig und mit hinreichender
Sicherheit zu diagnostizieren und von den atypischen Parkinson-Syndromen abzugrenzen. In einer
Vorlauferstudie konnten wir nachweisen, dass es bei einem Teil der Patienten mit Parkinson-
Erkrankung zur Ablagerung von Alpha-Synuclein, dem Protein, das auch im Hirngewebe von
Parkinsonpatienten gefunden werden kann, in Nervenfasern der Haut kommt. Hautbiopsien sind
eine komplikationslose Methode und werden seit einigen Jahren zur Diagnostik von Erkrankungen
des Nervensystems (v.a. bei sogenannten Polyneuropathien) eingesetzt. Das Ziel unserer Studie
ist es, herauszufinden, ob Hautbiopsien geeignet sind, um iber den Nachweis von Alpha-
Synuclein in Nervenfasern der Haut die Parkinsonerkrankung zu diagnostizieren und naher zu
erforschen.

Wie wird eine Hautbiopsie enthommen?

Der Ablauf der Biopsieentnahme ist identisch mit dem bei der seit Jahren in der Routinediagnostik
durchgefiihrten Hautbiopsie vom Ober- und Unterschenkel. Es erfolgt eine griindliche Desinfektion
des Biopsieortes und in das entsprechende Areal (Oberschenkel, Unterschenkel, Riicken und
Nacken) wird ein lokales Betaubungsmittel gespritzt. Dann wird mit einer Hautstanze ein Hautstiick
von 5 mm Durchmesser entnommen und die entstehende Wunde mit einem Pflaster versorgt.

Was geschieht mit den Hautbiopsien?
Die Biopsien werden ebenso wie die schon seit Jahren routinemafig durchgefiihrten Hautbiopsien
vom Oberschenkel und Unterschenkel feingeweblich aufgearbeitet. Es erfolgt die Anfarbung der

Neurologische Klinik Tel: (0931)2 01246 21 (Pforte)

und Poliklinik Fax:(0931)201 - 23697

Jose-Schneider-Str. 11+ Haus B1 NEUROLOGIE

97080 Warzburg www klinik uni-wuerzburg de/newrologie KUNISCHE
NEUROBOLOGE

Die Klinik ist mit Strafenbahn, Linie 1 und 5 (Grombahl), Haltestelle Robert-Koch-Str. (Uniklinikum B und C), zu erreichen
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Neurologische Klinik und Poliklinik
Direktor: Prof. Dr. J. Volkmann

212

Nervenfasern und des Alpha-Synucleins mit Antikérpern.

Ist mit irgendwelchen Komplikationen zu rechnen?

Die Hautbiopsie ist eine schonende und komplikationsarme Methode. Bei der seit Jahren
durchgefiihrten Hautbiopsie vom Ober- und Unterschenkel sind bisher an unserer Klinik keine
Komplikationen aufgetreten. Denkbar wére eine allergische Reaktion auf das lokale
Betaubungsmittel, eine verstéarkte Blutung bei Einnahme von blutverdiinnenden Medikamenten
und eine Wundinfektion. Wir bitten Sie daher, uns Allergien oder die Einnahme von
blutverdiinnenden Medikamenten, wie z.B. Marcumar mitzuteilen. AuRerdem sollten Sie in den
lagen bis zum Abheilen eine Verunreinigung der Wunde vermeiden.

Ist die Teilnahme freiwillig? Kann die Zustimmung widerrufen werden?
Die Teilnahme an dieser Studie ist absolut freiwillig. Die Teilnahme kann jederzeit und ohne
Angabe von Griinden auch wahrend der Biopsieentnahme widerrufen werden, ohne dass lhnen

daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Datenschutzerkldrung

Alle bei der Durchfahrung der Biopsie beteiligten Personen unterliegen der Schweigepflicht und
sind auf das Datengeheimnis verpflichtet. Die Daten werden nur in pseudonymisierter Form
weiterverarbeitet (d.h. Ihre Personaldaten werden durch Zahlencodes ersetzt) und im
Computersystem des Klinikums gespeichert. Zugang zum Zuordnungsschliissel haben nur an der
Studie beteiligte Personen (Studienarzte, Doktoranden, Laborpersonal). Die Hautproben sowie die
Studiendaten werden im Archiv des histologischen Labors der Neurologischen Klinik fiir 10 Jahre
aufbewahrt. Danach werden die Proben vernichtet und die Daten anonymisiert. Falls Sie vor
Ablauf dieser Frist |hr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie widerrufen, wird |hr Gewebe
vernichtet und Ihre Studiendaten werden geldscht. Zugang zu den im Rahmen der Studie
erhobenen Daten und Hautproben haben nur die an unserer Klinik hieran beteiligten Personen
(Arzte, Doktoranden, Laborpersonal). Die Veréffentlichung der Studienergebnisse erfolgt
anonymisiert (d.h. aus den publizierten Daten kann nicht auf die Identitat von an der Studie
beteiligten Probanden geschlossen werden). Alle geltenden Datenschutzbestimmungen werden
beriicksichtigt.

Fir Ihre Mitarbeit danken wir lhnen recht herzlich!

Kontaktdaten: Dr. K. Doppler, Neurologische Klinik, Josef-Schneider-Str. 11, 97080 Wirzburg, Tel.
0931-20124621, Doppler_K@ukw.de

99



8.2 Einwilligungserklarung

Universitatsklinikum Wiirzburg ul¢

Neurologische Klinik und Poliklinik \’l/

Direktor: Prof. Dr. J. Volkmann

Neurologische Klinik - Josef-Schneider-Sy. 11 - 97080 Wirzburg

Einwilligungserklarung fiir Patienten

Name:

zur Teilnahme am Forschungsprojekt:

Hautbiopsie zur Diagnostik und Erforschung des M. Parkinson

Ich bin durch Herrn/Frau...............................0ber die Bedeutung, die Risiken und den Ablauf der
Studie sowohl mundlich als auch schriftlich aufgeklart worden. Ich hatte ausreichend Gelegenheit
Fragen zu stellen und eine ausreichende Bedenkzeit. Es wurde mir eine schriftliche
Teilnahmeinformation ausgehandigt und ich hatte ausreichend Zeit, diese zu lesen. Den Inhalt
habe ich verstanden. Ich weil, dass ich weitere Informationen jederzeit bei den Versuchsleitern
erfragen kann. Alle meine Fragen wurden ausreichend beantwortet. Ich wurde dariber informiert,
dass die Teilnahme an dieser Studie absolut freiwillig ist und ich meine Zustimmung zur Teilnahme
an dieser Studie jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile widerrufen kann.

Ich bin damit einverstanden, dass meine Daten im Zusammenhang mit dieser Untersuchung
gespeichert, verarbeitet und in pseudonymisierter Form an die an der Durchfiihrung und
Auswertung dieser Studie beteiligten Personen weitergegeben werden. Dabei werden die

Bestimmungen des geltenden Datenschutzes und die arztliche Schweigepflicht eingehalten.

Ich erklare mich bereit, an der Untersuchung teilzunehmen.

(Datum, Name, Unterschrft Patientin)

(Datum, Name, Unterschrft Arzt/Arztin)

Kontaktdaten: Dr. K. Doppler, Neurologische Klink, Josef-Schneider-Str. 11, 97080 Wirzburg, Tel
0931-20124621, Doppler_K@ukw.de

Neurologische Klimk Tel: (V¥ 31)201-2406 21 (Plore)

und Poliklinik Fax: (0931)2 01 - 23697

Jose f-Schneider-Str. 11 « Haus BI NEUROLOGIE

97080 Worzburg www klinik uni-wuerzburg de/newologie KuniscHe
NEUROBOLOGHE

Die Klinik ist mit Strafenbahn, Linie 1 und 5 (Grombuhl), Haltestelle Robert-Koch-Str. (Uniklinikum B und C), zu emeichen
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