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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind eine Gruppe sporadischer oder seltener erblicher
Krankheiten vorwiegend des zentralen Nervensystems (ZNS), deren pathologisches
Korrelat ein iiber Jahre fortschreitender Untergang verschiedener neuronaler Systeme, z.
B. der GroBhirnrinde, der Basalganglien, des Kleinhirns, ist. Sie treten meist im hoheren
Alter - zwischen dem 50. und 75. Lebensjahr - auf (Jellinger KA 2005, Weih et al.
2009), verlaufen langsam progredient und fithren haufig iiber Sekunddrkomplikationen
zum Tod. Klinisch gehen sie mit einer Vielzahl neurologischer Symptome einher,
hiufig sind Bewegungsstorungen und eine dementielle Entwicklung (Jellinger KA

2005).

Die Atiologie und die molekularbiologischen Mechanismen, die zur Degeneration der
neuronalen Zellen fiihren, sind bisher nicht vollstindig bekannt. Ein charakteristisches,
gemeinsames Merkmal neurodegenerativer Erkrankungen ist jedoch die Fehlfaltung
bestimmter neuronaler Peptide oder Proteine, die mit der pathologischen Aggregation
und Akkumulation dieser Proteine im Gewebe einhergeht (Tsigelny et al. 2008).
AuBerdem treten im Nervensystem der Betroffenen gehduft inflammatorische Prozesse,
Storungen der Transmitterhomdostase, der Synapsen- und Rezeptorfunktion sowie des

zelluldren Stoffwechsels, z. T. ebenfalls unbekannter Genese, auf (Drzezga 2008).

Die Klassifikation der neurodegenerativen Erkrankungen kann nach verschiedenen
diagnostischen Kriterien erfolgen.

Die klassische klinisch-pathologische Einteilung basiert auf den im ZNS betroffenen
Systemen mit den entsprechenden klinischen Symptomen und grenzt die Demenzen von
den Systematrophien und den Prion-Erkrankungen ab. Einige Krankheiten weisen
jedoch sehr dhnliche klinische Phiinotypen oder pathophysiologische Uberschneidungen
auf, die eine exakte Differenzierung und eindeutige Diagnosestellung nach diesem

System erschweren.



Einleitung

Die Bestimmung der pathologischen Proteinaggregate anhand molekularbiologischer
und biochemischer Kriterien ermdglicht eine exaktere Klassifikation. Danach werden
die auch als Proteinopathien bezeichneten neurodegenerativen Erkrankungen u. a. in die
Synukleinopathien, die Tauopathien, und in weitere Gruppen eingeteilt.

Tabelle 1.1-1 gibt eine Ubersicht der hiufigsten neurodegenerativen Erkrankungen
anhand ihrer molekularbiologischen Merkmale.

Zusdtzlich werden nach genetischen Aspekten die erblichen, durch bekannte
Genmutationen hervorgerufenen Formen von den sporadischen Formen, deren Ursache

zumeist unbekannt ist, unterschieden (Jellinger KA 2005).

Der Morbus Parkinson (MP) als extrapyramidal-motorische Erkrankung ist nach dem
Morbus Alzheimer bzw. der Alzheimer Demenz (AD) die haufigste neurodegenerative
Erkrankung. Die AD stellt die hiufigste Ursache einer degenerativen Demenz in der

westlichen Welt dar (Goedert 1999, Jellinger KA 2005).

Nach der von der WHO (Weltgesundheitsorganisation) erstellten ICD-10 Klassifikation
(ICD-10-GM 2009, ICD-10 Code F00-F03) bezeichnet Demenz ein Syndrom als Folge
einer meist chronischen oder fortschreitenden Krankheit des Gehirns mit Storung
hoherer kortikaler Funktionen, einschlieBlich Gedéchtnis, Denken, Orientierung,
Auffassung, Rechnen, Lernfihigkeit, Sprache und Urteilsvermdgen bei erhaltenem
Bewusstsein. Die kognitiven Beeintrichtigungen werden von Verdnderungen der
emotionalen Kontrolle, der Motivation und des Sozialverhaltens begleitet, gelegentlich
treten diese eher auf. Voraussetzung dieser Definition ist ein Verlauf der Erkrankung

uber mindestens sechs Monate.
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Tabelle 1.1-1: Klassifikation neurodegenerativer Erkrankungen nach molekularbiologischen Merkmalen

(Jellinger KA 2005)
Erkrankung Gen Chromosom Morphologie Klinik
Tauopathien mit und ohne Amyloidablagerung
Alzheimer Demenz ApoE &4 19 Amyloid B- Merkféhigkeitsstorung,
(AD) APP, 21 Ablagerungen (Plaques,  Ausfall hoherer
- sporadisch PS1,PS2 14 Angiopathie), Hirnleistungen,
- familidr 1 Hirnatrophie, progrediente Demenz
Tau-Pathologie
(Fibrillendegeneration),
Synapsen- und
Neuronenverlust
Frontotemporale Tau 17q Mutationen  Frontotemporale Demenz, Aphasie,
Demenz mit (Exon 10) Hirnatrophie, Parkinson-Symptome
Parkinsonismus Nigradegeneration,
(FTDP) Tau-Pathologie in
Neuronen und Astroglia
Pick-Krankheit Tau Frontotemporale Frontale Demenz
Hirnatrophie, Pick-
Kugeln, Pick-Zellen
Progressive Tau 17 (Exon 10) Atrophie der Supranukleédre
supranukleire Basalganglien und Blickparese, Stiirze,
Blickparese (PSB) subkortikaler Kerne, Dysarthrie, Dysphagie,
Tau-Pathologie Frontale Demenz
Kortikobasale Tau Polymorphismus  Multisystemdegeneration  Parkinson-Syndrom,
Degeneration (Exon 10) HI1/H1- mit subkortikaler Tau- Blickparese, Demenz,
(CBD) Genotyp Pathologie Apraxie
Synukleinopathien
Morbus Parkinson o- 1,2,4,6,12 Degeneration des striato- ~ Rigor, Akinese,
(MP) Synuklein nigralen und anderer u. Tremor,
- juvenil Parkinl, a. kortikaler Systeme, Haltungsstorungen, z.
- familiir Uchll, subkortikale Lewy- T. Demenz,
- sporadisch LRRK2 Korperchen
Lewy Koérperchen o- ? Kortikale und Progrediente Demenz,
Demenz Synuklein subkortikale Lewy- Parkinson-Symptome
(LBD) ApoE ¢4 Korperchen,
Nigradegeneration,
Alzheimer-Pathologie
Multisystematrophie o- Degeneration von Parkinson-Syndrom
(MSA) Synuklein Striatum und SN, o- (MSA-P),
Synuklein und Kleinhirnataxie (MSA-
Gliaeinschluflkdrper; O),

Kleinhirn-Briicken-
Oliven-Atrophie (Olivo-
ponto-cerebellédre
Atrophie)

Inkontinenz, autonome
Storungen
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Tabelle 1.1-1: Klassifikation neurodegenerativer Erkrankungen nach molekularbiologischen Merkmalen

(Jellinger KA 2005)
Erkrankung Gen Chromosom Morphologie Klinik
Polyglutamin-Erkrankungen
Chorea Huntington Huntingtin 4 Atrophie und Degeneration ~ Choreatiforme
(HD) CAG- des Striatum, neuronale Hyperkinesien,

- hereditér Repeats Zelleinschliisse Demenz
Spinozerebellire Ataxin, 6,8,11,12, Degeneration der Dysarthrie, Ataxie,
Ataxien SCA1-19 14,19 Kleinhirnrinde und der Kleinhirnsymptome
(SCA) CAG- Riickenmarkshinterstrange

- hereditir Repeats
Friedreich-Ataxie Frataxin 9 Kleinhirn- und Dysarthrie, Paraparese,

Hinterstrangdegeneration, Kardiomyopathie u. a.
Spinale Wurzelentmarkung  Symptome
Motorische Systemdegeneration
Amyotrophe SOD1, 2,9,15, Degeneration zentraler und  Spastische Paresen,
Lateralsklerose ALS 1-X 18,21 peripherer Motoneurone Bulbédre Symptome
(ALS) (Vorderhornzellen,
- familidr Vorderwurzeln,
- sporadisch Bulbérkerne),
Ubiquitin-, Zell- und
Kerneinschliisse
Prionen-Erkrankungen
Creutzfeldt-Jakob- PrP- Multiple Spongiforme Progrediente Demenz,

Krankheit

(CJK)
- sporadisch
- familidr

Variante der CJK
(vCIK)

Codon 129 Mutationen

PRNP-
Codon 129

Enzephalopathie, Prionen-
Plaques

Spongiforme
Enzephalopathie,
Astrozyten, PrP-
Anhdufung in
Lymphknoten

Kleinhirnsymptome,
Myoklonien,
Kleinhirnataxie

Depression, Angst,
Dysarthrie, Demenz

ApoE: Apolipoprotein E, APP: Amyloid 8 (A4) precursor Protein, LRRK2: leucine-rich repeat serine/threonine-

protein kinase 2, PNPP: PRNP/PrP: Prion-Protein, PS: Prisenilin, SN: Substiantia nigra, SOD: Superoxid-Dismutase,

Uchl: Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1
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1.2  Epidemiologie von Demenzen, der Alzheimer Demenz und des Morbus

Parkinson

Demographische Studien zur Inzidenz und Prévalenz von Demenzerkrankungen,
insbesondere der AD, bestétigen kontinuierlich eine Altersabhdngigkeit (Hebert et al.
2003, Thies & Bleiler 2011). Es ist also anzunehmen, dass der durch die steigende
Lebenserwartung in der westlichen Welt wachsende Anteil élterer Menschen in der
Bevolkerung zu einer Zunahme dementieller Erkrankungen fiihren wird (Jellinger KA
2001, Bickel 2008, Thies & Bleiler 2011). Abbildung 1.2.1 gibt eine Ubersicht iiber die
geschitzte Entwicklung der Demenzzahlen in Deutschland bis 2050.

Geschitzte Zunahme der Krankenzahl von 2000 bis 2050

Geschatzte Anzahl von Geschéatzte Krankenzahl
Uber 65-Jahrigen In
Millionen
2000 13,7 935.000
2010 16,8 1.210.000
2020 18,6 1.545.000
2030 22,2 1.824.000
2040 23,8 2.197.000
2050 23,5 2.620.000
Schatzungen auf der Baslis der 11. koordinierten Bevilkerungsvorausschatzung

Abbildung 1.2-1: Geschitzte Entwicklung der Privalenz von Demenzerkrankungen in Deutschland (Bickel

2008).

Im ,,World Alzheimer Report 2010 wird die globale Pridvalenz von Demenzen mit 36,5
Mio. Menschen beziffert und eine Verdopplung dieser Zahl alle 20 Jahre angenommen
(Wimo & Prince 2010). Die jédhrliche Inzidenzrate wird mit 4,6 Mio. Menschen
angegeben (Ferri et al. 2005, Prince 2008).

In Deutschland leiden etwa 1,1 Mio. Menschen iiber 65 Jahren an einer Demenz (Bickel
2008). Ihre Priavalenz betrdgt in der siebten Lebensdekade nur etwa 1 %, in der zehnten
Dekade ist rund ein Drittel der Bevolkerung betroffen (Bickel H. 2005, Knapp 2010). In
einigen Studien werden sogar Zahlen von etwa 60 % bei den tiber 95-Jahrigen
angegeben (Riedel-Heller et al. 2001). Sowohl die Privalenz- als auch die Inzidenzraten
verdoppeln sich alle flinf Jahre ab einem Alter von 65 Jahren bis zur neunten Dekade.

Das lebenszeitliche Risiko, an einer Demenz zu erkranken, betrédgt fiir Frauen 45 % und
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fiir Ménner 33 % (Jellinger KA 2001). Abbildung 1.2.2 stellt die Epidemiologie der

hiufigsten Demenzformen in einem Tortendiagramm dar.
Epidemiologie der Demenzen

Sonstige
Demenzen

Demenzen 8-25%,
8-25% /

MPD

Vaskulire

2-4%

Abbildung 1.2-2: Epidemiologie der Demenzen. Dargestellt sind die hdufigsten dementiellen und mit einer Demenz
einhergehenden Erkrankungen. AD: Alzheimer Demenz, LBD: Lewy Korperchen Demenz, MPD: Morbus Parkinson
mit Demenz. Zu den sonstigen Demenzen zéhlen: 1. weitere Formen degenerativer Demenzen (z. B. Frontotemporale
Demenzen), 2. Mischtyp aus AD und vaskuldrer Demenz, 3. sekundédre Demenzformen (Jellinger KA 2003, Deuschl

& Maier 2009).

Die AD verursacht etwa 50 bis 70 % aller Demenzerkrankungen in der westlichen Wellt,
gefolgt von der Lewy-Korperchen Demenz (LBD, engl. Lewy body dementia) mit 15
bis 30 % und den vaskuldren Demenzen mit etwa 2 bis 8 %, z. T. werden hier Werte bis
25 % angegeben (Jellinger KA 2003, Deuschl & Maier 2009). Die Inzidenz der AD in
Deutschland betrdgt zwischen 120000 bis 160000 Menschen, dabei nehmen die Raten
von etwa 0,2 % in der siebten auf 5 bis 10 % in der zehnten Lebensdekade zu (Bickel H.
2005).

Die Priavalenz des MP in Deutschland betrigt etwa 100 bis 250 pro 100000 Einwohner,
die Inzidenz 5 bis 26 pro 100000 Einwohner (Poeck & Hacke 2006). Der MP beginnt
zwischen dem 40. bis 70. Lebensjahr mit einem Gipfel in der sechsten Dekade. Vor dem
50. Lebensjahr tritt er nur selten auf. Ab dem 60. Lebensjahr steigen Pravalenz und
Inzidenz exponentiell an (Lang & Lozano 1998, Van Den Eeden et al. 2003, von

Campenhausen S. et al. 2005). Seine Priavalenz nimmt von etwa 1 % im 65. Lebensjahr
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auf 4 bis 5 % in der neunten Dekade zu (Dawson & Dawson 2003). Die
epidemiologischen Daten zur geschlechtsspezifischen Verteilung des MP sind
unterschiedlich, z. T. wird eine leichte Uberzahl an erkrankten Minnern angegeben
(Zhang & Roman 1993, Van Den Eeden et al. 2003). Die Privalenz fiir die Entwicklung
einer Demenz im Rahmen des MP betrdgt etwa 30 % (Reichmann & Sommer 2001,

Emre 2003).

1.3  Einteilung der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson

Die AD wird anhand der ICD-10 in die EOAD (engl. early onset AD) mit einem frithen
Beginn vor dem 65. Lebensjahr und die LOAD (engl. late onset AD) mit einem spéten
Beginn ab dem 65. Lebensjahr unterschieden.

Pathophysiologisch wird die sporadische Form von den monogenetischen, autosomal
dominant vererbten Formen, der familidren AD (FAD), abgegrenzt. Die sporadische
Form der AD macht etwa 90 % der Erkrankung aus, die FAD weniger als 10 %
(Bertram & Tanzi 2008, Bekris et al. 2010). Etwa 5 % aller AD Fille beginnen vor dem
65. Lebensjahr, davon sind nur etwa 10 % durch die FAD verursacht (Deuschl & Maier
2009).

Trotz ihres unterschiedlichen zeitlichen Beginns sind die EOAD und LOAD in Klinik,
Pathophysiologie und Neurobiologie nicht zu unterscheiden. Die FAD kann von den
sporadischen Formen aufgrund der bekannten krankheitsassoziierten Mutationen durch

eine genetische Diagnostik differenziert werden.

James Parkinson beschrieb die nach ihm benannte Erkrankung erstmals 1817 in einem
Essay mit dem Titel ,,An essay on the shaking palsy* (Parkinson 1817). Die Einteilung
der Parkinson-Syndrome erfolgt in vier Gruppen. Das idiopathische Parkinson-
Syndrom, der Morbus Parkinson, stellt mit 75 bis 80 % die haufigste Entitét dar (Storch
2002). Von diesem werden die atypischen Parkinson-Syndrome bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen (z. B. Morbus Wilson), die symptomatischen und die
familidren Formen abgegrenzt (Poeck & Hacke 2006, Oertel & Reichmann 2008). Die
familidren Formen machen etwa 10 % aller Parkinson-Erkrankungen aus (Fahn &

Sulzer 2004) und werden monogenetisch vererbt. Die Differenzierung der hereditéren
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Formen von der idiopathischen Parkinson Erkrankung ist durch eine genetische

Diagnostik moglich.

14 Klinik der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson

1.4.1 Klinik der Alzheimer Demenz

Die AD als kortikale Demenz ist durch einen langsamen, chronisch progredienten
Verlauf gekennzeichnet (Deuschl & Maier 2009). Sie kann klinisch anhand des
Ausmalles der kognitiven Defizite in ein frithes, ein mittleres und ein spétes Stadium
eingeteilt werden. Nach der Diagnosestellung betriigt die mittlere Uberlebenszeit der
Patienten etwa fiinf bis acht Jahre (Schmidtke 2005), seltener bis zu 20 Jahren (Thies &
Bleiler 2011).

Als Prodromalphase der AD kann die sogenannte leichte kognitive Beeintriachtigung
(MCI, engl. mild cognitive impairment) auftreten und individuell unterschiedlich lange
andauern. Die MCI bezeichnet eine erworbene Storung der Merkfdhigkeit, der
Aufmerksamkeit oder des Denkvermodgens, die iiber die normale altersabhéngige
Leistungsabnahme hinausgeht, aber noch nicht das Ausmal} einer Demenz erreicht. Die
Betroffenen sind in der Ausiibung ihrer Alltagstitigkeiten (ADL, engl. activity of daily
living) noch nicht eingeschrinkt (Petersen et al. 1997).

Anhand der fithrenden klinischen Symptomatik wird die MCI in verschiedene Formen
unterteilt. Die amnestische MCI, die sich vorwiegend mit Gedéichtnisstérungen
manifestiert, wird dabei von der nicht-amnestischen MCI abgegrenzt. Bei dieser treten
definitionsgemdll kognitive Defizite in Hirnleistungsbereichen auf, die nicht das
Gedichtnis betreffen. Es wird die nicht-amnestische MCI mit einer Einzeldoméne, d. h.
mit Funktionsstorungen eines einzelnen kognitiven Bereiches, von der nicht-
amnestischen MCI mit multiplen Doménen, entsprechend Defiziten in mehreren
Hirnleistungsbereichen, unterschieden (Tabert et al. 2006).

Jahrlich entwickeln etwa 10 bis 20 % der Betroffenen mit einer MCI eine Demenz
(Kurz et al. 2004). Die amnestische MCI miindet haufiger in einer AD, die nicht-
amnestischen Formen gehen neben der AD auch in andere Demenzen, z. B. die FTDP,

die LBD oder eine vaskuldre Demenz, iiber (Voisin et al. 2003).
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Das Leitsymptom der AD selbst ist die progrediente Gedachtnisstorung, die sich bereits
sehr frilh in einem verzogerten Abruf und in einer beeintrdchtigten Ausfithrung
komplexer Aufgaben duBlert (Deuschl & Maier 2009). Wéhrend der Erkrankung treten
Storungen des rdumlich visuellen Denkens, von Exekutivfunktionen, der Orientierung,
eine Agnosie, eine Aphasie und eine Apraxie bei lang erhaltener Personlichkeit,
aullerdem nicht kognitive Verdnderungen wie Depressionen, Antriecbsmangel, Angst,
psychomotorische Unruhe oder Halluzinationen auf. Das Bewusstsein ist dabei
ungestort (Poeck & Hacke 2006). Das selbstindige Ausfiihren der ADL wird
unmoglich, die Betroffenen werden pflegebediirftig (McKhann et al. 1984).
Neurologisch findet man im spéteren Verlauf hdufig auch motorische Defizite, die sich
vorwiegend als Parkinson-Symptome manifestieren (Kurlan et al. 2000). 60 bis 80 %

der Patienten entwickeln dabei einen Rigor und eine Akinesie (Sagar 1987).

Zur Evaluation funktioneller und kognitiver Defizite wiahrend des normalen Alterns als
auch bei der AD entwickelten Reisberg et al. ein klinisches Skalensystem (Sclan &
Reisberg 1992). Dieses umfasst die GDS (Global Deterioration Scale) zusammen mit
ihren Unterskalen BCRS (Brief Cognitive Rating Scale) und FAST-Skala (Functional
Assessment Staging). Die FAST-Skala charakterisiert zusétzlich den Verlauf vom
Gesunden zur AD bzw. nimmt eine klinische Einteilung der AD in sieben Stadien mit
11 Unterstadien vor. Tabelle 1.4.-1 gibt eine Ubersicht iiber die klinische Einteilung der
AD in Stadien anhand des FAST-Systems nach Reisberg.
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Tabelle 1.4-1: FAST-Skala - Klinische Stadieneinteilung der Alzheimer Demenz (Sclan & Reisberg 1992)
Fast

Stadium Klinische Charakteristika Diagnose
1 Keine objektiven oder subjektiven Einschrankungen Gesund
2 Subjektive Storung der Wortfindung, im Erinnern von Namen, Altern, gesund
Ortlichkeiten oder Terminen
Keine objektivierbaren oder manifesten funktionellen Defizite
3 Defizite in Anforderungen des beruflichen und sozialen Lebens Beginnende AD
- Vergessen wichtiger Termine, Beeintrachtigung von
Arbeitsabldufen oder beim Auffinden fremder Ortlichkeiten
4 Defizite in der Ausiibung komplexer ADL Leichte AD
- Einkaufen, Rechnungen bezahlen...
5 Defizite beim Aussuchen angemessener Kleidung, bei der MiBige AD
Durchfiihrung regelméiBiger Korperpflege, Hilfestellung fiir die
unbeeintrachtigte Teilnahme in der Gesellschaft erforderlich
6(a-e) Hilfestellung bei der Ausfiihrung der ADL nétig (Baden, Toilettengang, MiBige AD
Anziehen), beginnende Inkontinenz
7(a-f) Progrediente Sprachverarmung, fortschreitende Gangstdrung bis zur Schwere AD

Gehunféhigkeit, Unfahigkeit zu Sitzen oder den Kopf selbstéindig zu
halten, Unfdhigkeit zu Lacheln

Die Unterstadien 6a-e¢ und 7a-f der FAST-Skala sind hier jeweils unter Stadium 6 und 7 zusammengefasst worden.

AD: Alzheimer Demenz, ADL: Aktivititen des tdglichen Lebens, FAST: Functional Assessment Staging.

1.4.2 Klinik des Morbus Parkinson

Das Parkinson-Syndrom ist eine Konstellation aus den Hauptsymptomen Akinesie bzw.
Hypokinesie mit den in unterschiedlicher Gewichtung bestehenden Symptomen
Ruhetremor, Rigor und posturale Instabilitit. Im Verlauf der Erkrankung koénnen
begleitend sensorische (Dysdsthesien, Schmerzen), vegetative, psychische und
kognitive Symptome hinzukommen. Letztere konnen sich dabei in Form von frontalen
Stérungen oder als Demenz manifestieren (Oertel & Reichmann 2008).

Charakteristisch fiir den idiopathischen MP ist der einseitige Beginn der motorischen
Symptomatik mit einer z. T. persistierenden Asymmetrie. Meist sind die motorischen
Symptome jedoch nach etwa fiinf Krankheitsjahren beidseitig vorhanden (Schmidtke
2005). Weiterhin sind ein progredienter, langer klinischer Verlauf von zehn oder mehr
Jahren und das positive Ansprechen der Symptome auf L-Dopa typisch (Oertel &
Reichmann 2008).

10
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Bei einem Teil der Betroffenen treten in einer Prodromalphase noch vor der klassischen
Parkinson-Symptomatik  bereits Personlichkeitsverdnderungen, eine depressive
Verstimmung, Schmerzen der Schultergiirtel- oder Wirbelsaulenmuskulatur (Schmidtke
2005), autonome Funktionsstorungen oder REM-Schlaf-Verhaltensstérungen auf
(Zubenko et al. 2003).

Eine klinische Stadieneinteilung des idiopathischen MP kann anhand der Schwere der
Symptomatik nach einer durch Hoehn und Yahr (H&Y) entwickelten Skala erfolgen
(Hoehn & Yahr 1967). Tabelle 1.4-2 stellt die Hoehn- und Yahr-Stadien des MP dar.

Tabelle 1.4-2: Stadieneinteilung des Morbus Parkinson nach Hoehn und Yahr (Hoehn & Yahr 1967)
Hoehn & Yahr

Klinische Charakteristika

Stadium

Stadium 0 Keine Symptomatik

Stadium 1 Einseitige Symptomatik ohne oder mit minimaler funktioneller Beeintriachtigung
Bilaterale oder axiale Beteiligung, keine posturale Instabilitdt

Stadium 2 Leichte bis méfige Behinderung, Haltungsinstabilitét, funktionelle Einschrinkung in den
Aktivititen, aber keine Hilfe bei den ADL (Aktivitdten des tiaglichen Lebens) erforderlich

Stadium 3 Schwere Behinderung, ausgepréigte Gangstorung bei erhaltener Geh- und Stehfahigkeit, Hilfe
bei der Verrichtung der ADL nétig

Stadium 4 Pflegebediirftig, rollstuhlpflichtiger oder bettldgeriger Patient

1.4.3 Schnittpunkte der klinischen Symptomatik der Alzheimer Demenz und des

Morbus Parkinson

Die AD und der MP weisen klinisch einige Gemeinsamkeiten auf. Beim MP ist eine
dementielle Entwicklung mit etwa 30 % héaufig (Reichmann & Sommer 2001, Emre
2003, Riedel et al. 2008). Bei ausfiihrlicher neuropsychologischer Testung werden sogar
Werte um 40 % angegeben (Klockgether 2004). Dabei scheint die Héufigkeit der
Demenz mit dem Alter und der Schwere der korperlichen Beeintrachtigung zuzunehmen
(Mayeux et al. 1992, Riedel et al. 2008).

Umgekehrt treten in spiteren Stadien der AD hiufig motorische Parkinson-Symptome
auf (Chui et al. 1994, Kurlan et al. 2000).

Beide neurodegenerative Krankheiten haben eine préklinische Phase, die sich bei der

AD in der MCI, beim MP in den o. g. unspezifischen Symptomen &duflern kann

11
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(Zubenko et al. 2003, Schmidtke 2005). Zudem sind bei beiden Erkrankungen
Storungen des Riechsystems hiufig, die bereits Jahre vor den krankheitsspezifischen
Symptomen auftreten konnen (Mayeux et al. 1992, Hawkes 2003). Insbesondere beim
MP gilt die Hyposmie als Frithsymptom (Ansari & Johnson 1975, Mayeux et al. 1992,
Oertel & Reichmann 2008).

Auch psychiatrische Symptome kommen bei beiden Erkrankungen vor. Depressionen,
die zu vermehrter sozialer Isolierung, Einschrinkungen der Alltagsaktivitdten und somit
zu stirkerer Behinderung fiihren konnen, treten bei 30 bis 50 % der Alzheimer Patienten
auf (Zubenko et al. 2003, Starkstein et al. 2005). 25 bis 50 % der Parkinson-Patienten
leiden ebenfalls an Depressionen (Griinblatt 2008), die der Diagnosestellung sogar weit
vorausgehen konnen. Abbildung 1.4.1 gibt eine Ubersicht iiber den Verlauf und
klinische Symptome der AD und des MP.

Preclinical phase Clinical phase

—
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Abbildung 1.4-1: Verlauf und Symptomatik der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson (Griinblatt
2008). Blau: Typische klinische Symptome des Morbus Parkinson, Rot: Typische Symptome der Alzheimer Demenz,
Blau-Rot kombiniert: Gemeinsame Symptome beider Erkrankungen. Der Beginn der Symptomatik der jeweiligen
Erkrankung (Onset of symptoms) ist mit einem Pfeil markiert, ebenso der Zeitpunkt der Diagnosestellung

(Diagnosis). Clinical phase: Klinische Phase, preclinical phase: Prodromalphase (préklinisches Stadium).
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1.5 Neuropathologie

1.5.1 Grundlagen der Neuropathologie neurodegenerativer Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch einen progredienten Neuronenverlust,
dessen Atiologie bisher nicht vollstindig bekannt ist, gekennzeichnet. Die fehlerhafte
Faltung bestimmter neuronaler Peptide oder Proteine, die eine Aggregation der Proteine
zu Oligomeren, d. h. Molekiilen aus mehreren strukturell gleichen oder &hnlichen
Einheiten, und zu unl6slichen Fibrillen auslosen kann mit der Folge der intra- oder
extrazelluliren Ablagerung dieser Aggregate im Gewebe, wird als ein moglicher
kausaler Mechanismus der Neuronenschidigung diskutiert (Jellinger KA 2001, Jellinger
KA 2005, Tsigelny et al. 2008, Irvine et al. 2008). Die extrazelluldren, fibrilldren
Proteinablagerungen héufig mit einer B-Faltblattstruktur, die nach der Farbung mit
Kongorot mikroskopisch eine spezifische grilne Doppeltbrechung zeigen, werden
allgemein als Amyloid bezeichnet (Haass & Selkoe 2007).

Bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen kommen molekularbiologisch und
morphologisch Uberschneidungen oder gemischte Pathologien vor, die pathologischen
Proteinablagerungen sind also nicht immer krankheitsspezifisch (Tsigelny et al. 2008).
So werden kortikale AB-Ablagerungen neben der AD auch im Hirngewebe von
Patienten mit MP und der LBD gefunden (Brooks 2009). Auf der anderen Seite
kommen die a-Synuklein haltigen Lewy-Korperchen (LB, engl. Lewy bodies), die bei
der LBD und dem MP im Gehirn abgelagert werden, z. T. auch bei der AD vor (Broe et
al. 2005).

Aufgrund der Heterogenitdt der neurodegenerativen Erkrankungen kann bei einigen
eine Bestitigung der klinisch gestellten Diagnose nur durch eine postmortale
neuropathologische ~ Untersuchung anhand spezifischer —makroskopischer und
mikroskopischer Marker im ZNS erfolgen. Abbildung 1.5.1 zeigt die Lokalisation
wichtiger neurodegenerativer Erkrankungen mit ihren mikroskopischen und

makroskopischen Charakteristika.
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Abbildung 1.5-1: Lokalisation der wichtigsten neurodegenerativen Erkrankungen mit den charakteristischen
histologischen Verinderungen. AD: Alzheimer Demenz, ALS: Amyotrophe Lateralsklerose, FTD: Frontotemporale
Demenz, LBD: Lewy Korperchen Demenz, HD: Chorea Huntington, MP: Morbus Parkinson, Prion disease: Prion-
Erkrankung, Lokalisation der Erkrankung (Location), makroskopisch (Macro), mikroskopisch (Micro) (Bertram &
Tanzi 2005).

1.5.1.1 Neuropathologie der Alzheimer Demenz

Relevanz als Marker fiir die AD haben die erstmalig durch Alois Alzheimer anhand des
Autopsiebefundes von Auguste D. beschriebenen, mikroskopisch nachweisbaren
Plaques aus extrazelluldren AP-Ablagerungen im Hirngewebe und -gefiBlen (Glenner &
Wong 1984, Masters et al. 1985, Jellinger KA 2003) sowie die intraneuronale
Aggregation von abnorm phosphoryliertem Tau-Protein als Neurofibrillenbiindel (NFT,
engl. neurofibrillary tangles), den sogenannten Alzheimer-Fibrillen (Grundke-Igbal et

al. 1986, Kretzschmar & Neumann 2000).

AP ist ein physiologisch ungefaltetes, 16sliches Peptid mit einer Lange von 38 (APss),
40 (APa4o) oder 42 (AP42) Aminosduren (AS), das kontinuierlich von gesunden Zellen
produziert wird und im Liquor cerebrospinalis und Plasma nachweisbar ist (Seubert et
al. 1992, Haass et al. 1992, Seubert et al. 1993, Sastre et al. 2001). Etwa 90 % sind
dabei die ABso-Produkte, die AP4r-Produkte machen nur etwa 10 % des Gesamtpools
aus (Sinha & Lieberburg 1999, Hartmann 1999). Losliches AP besteht aus einer o-

14
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Helix, unldsliches aus einem B-Faltblatt, das Fibrillen bilden kann (Cappai & White
1999). Durch Aggregation der AB-Monomere entstehen zunichst ebenfalls 16sliche,
diffusionsfdhige Oligomere, die sich in den anfanglich diffusen Plaques ablagern. Dort
scheint moglicherweise iiber weitere Zwischenprodukte die Bildung der unldslichen
Fibrillen und der neuritischen Plaques (NP) zu erfolgen (Haass & Selkoe 2007). Das
hydrophobere A4, das aufgrund der zusitzlichen AS-Reste stirker zur Aggregation
neigt (Selkoe 2004), wird bei der sporadischen und familidren AD als vorwiegende
Komponente der AB-Plaques gefunden (Sinha & Lieberburg 1999). Als Ursache der
Neurodegeneration sowie des Synapsen- und Neuronenverlusts bei der AD werden die
16slichen, diffusionsfahigen Oligomere des AP in den NP diskutiert (El-Agnaf et al.
2003, Shankar et al. 2007, Walsh & Selkoe 2007).

AP wird bei der AD in verschiedenen Arten von Plaques gefunden. Diffuse Plaques
enthalten homogen verteiltes, nicht fibrillires AP ohne Umgebungsreaktion. Neuritische
Plaques mit vermehrt fibrillirem AP werden von dystrophen Nervenzellfortsdtzen mit
den darin enthaltenen NFT umgeben. Andere Formen sind z. B. das Core-only-Plaque
oder das Fleecy Amyloid (Thal & Braak 2005). Abbildung 1.5.2 stellt die Ablagerung
des AB-Peptids in neuritischen und diffusen Plaques mikroskopisch dar.

Abbildung 1.5-2: Ap-Plaques im temporalen Kortex. Linkes Bild: Zwei neuritische AB-Plaques, in deren Mitte ein
Neurofibrillenbiindel gelegen ist. Fotomikrographie, modifizierte Bielschowski-Féarbung (Perl 2010). Mittleres Bild:
Neuritischer AB-Plaque. Rechtes Bild: Diffuse AB-Plaques. Mittleres und rechtes Bild: Gallyas-AB (Thal et al. 2000).

Das Tau-Protein als Mikrotubuli (MT) assoziiertes Protein (MAP) ist fiir den Aufbau,
die Polymerisation und die Stabilitdt der MT verantwortlich (Weingarten et al. 1975,
Cleveland et al. 1977). Es ist in groBer Anzahl in den Neuronen des peripheren und
zentralen Nervensystems lokalisiert und befindet sich dort vorwiegend in den Axonen
(Cleveland et al. 1977, Binder et al. 1985, Couchie et al. 1992). Tau ist an der

neuronalen Axon- und Dendritenbildung sowie dem neuronalen Transport essentiell
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beteiligt (Buee et al. 2000). Unldsliche Aggregate aus abnorm phosphoryliertem Tau in
Form von paarigen helikalen Filamenten (PHF) aus zwei sich periodisch umeinander
windenden Filamentstringen sowie in geringerem Ausmal} aus geraden Filamenten sind
die Grundbausteine der NFT (KIDD 1963, Brion et al. 1985, Grundke-Igbal et al. 1986,
Goedert et al. 1989, Kosik et al. 1989, Crowther 1991). NFT in Zellfortsdtzen werden
als Neuropilfiden bezeichnet (Thal & Braak 2005). PHF finden sich in Zellkorpern, in
dystrophen Neuriten um NP und im Neuropil. Neben den PHF und den geraden
Filamenten in den NFT kommt Tau auch in nicht fibrillirer Form im Zytosol von
Neuronen vor (Igbal et al. 2005). Abbildung 1.5.3 zeigt mikroskopische Aufnahmen

von Neurofibrillen.

Abbildung 1.5-3: Neurofibrillenpathologie. Linkes und mittleres Bild (siehe Pfeile): Neurofibrillenbiindel. Rechtes
Bild: Neuropilfaden (siehe Pfeile). Linkes Bild: Gallyas-Silberiodid-Férbung (Thal & Braak 2005). Mittleres Bild:
AT8-Antikorper, rechtes Bild: Tau polyklonale Antikorper (Duyckaerts et al. 2009).

Weitere typische, histopathologisch nachweisbare Verdnderungen bei der AD sind die
Mikrogliaaktivierung, die Astrozytenproliferation, der progrediente Verlust von
Synapsen und Neuronen, eine granulovakuoldre Degenerationen, Hirano-Korperchen
und Lipofuszin-Akkumulationen in Neuronen (Schlegel 2005). Zudem kdnnen a-
Synuklein haltige LB vorkommen (Broe et al. 2005).

Leitbild der makroskopischen Verdnderungen mit interindividuell unterschiedlichem
Ausmal ist die innere und &uflere Hirnatrophie. In der GroBhirnrinde sind speziell der
mediale Temporallappen, der Hippocampus und der frontoparietale Kortex betroffen.
Die innere Atrophie manifestiert sich in der Erweiterung des Ventrikelsystems
(Schlegel 2005). Abbildung 1.5.4 zeigt die makroskopischen Verdnderungen bei der
AD.
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Abbildung 1.5-4: Hirnatrophie bei der Alzheimer Demenz. Linkes Bild: Innere Atrophie, die sich in der
Verbreiterung der Ventrikel dufert, und &duflere Atrophie, die mit einer Verbreiterung der Sulci und Verschmélerung
der Gyri der GroBhirnrinde einhergeht (Forno 1992). Rechtes Bild: AuBere Atrophie (Quelle:
http://www.aerztezeitung.de/medizin/krankheiten/demenz/article/564890/zwei-neue-alzheimer-gene-identifiziert.html

Zugriff 04/2011).

1.5.1.2 Neuropathologie des Morbus Parkinson

Der MP ist durch den Dopaminmangel (DA, Dopamin) striatirer Neurone aufgrund
einer progredienten Degeneration melaninhaltiger, dopaminerger Neurone der
Substantia nigra, pars compacta (SNpc) mit begleitender Vermehrung der Neuroglia
gekennzeichnet. Makroskopisch zeigt sich in der Substantia nigra (SN) eine
Depigmentierung (Fahn & Sulzer 2004). Bei der klinischen Manifestation der
Erkrankung sind etwa 60 % der dopaminergen Neurone der SNpc degeneriert und DA
zu etwa 80 % reduziert (Schulz & Falkenburger 2004).

Die Schadigung der SNpc stellt zwar den pathophysiologischen Marker des MP dar. Die
typischen pathologischen Verdnderungen und die Neurodegeneration erstrecken sich
aber auch auf noradrenerge (Locus coeruleus), serotonerge (Raphekerne), cholinerge
(Nucleus basalis Meynert, dorsaler Vaguskern) Systeme, auf das olfaktorische System
speziell den Bulbus olfactorius (BO), und geringer auf den zerebralen Kortex
(Hippocampus, Gyrus cinguli, Formatio reticularis). Des Weiteren sind die
sympathischen und parasympathischen Strukturen des Herzens, des Urogenitalsystems
und des Gastrointestinaltraktes von den Verdnderungen betroffen (Scatton et al. 1983,

Braak et al. 1995). Abbildung 1.5.5 stellt die Verdnderungen in der SN beim MP dar.
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Abbildung 1.5-5: Depigmentierung der Substantia nigra beim Morbus Parkinson. Dargestellt sind zwei
Gewebeschnitte aus dem Mittelhirn. Linkes Bild: Normale Pigmentierung der SN bei einer gesunden Person (Pfeil).
Rechtes Bild: Deutlich reduzierte Pigmentierung der SN bei einem Patienten mit Morbus Parkinson (Pfeil). (Quelle:
http://www.molekulare-neurologie.uk-erlangen.de/e1662/e86/index_ger.html, Zugriff 04/2011). SN: Substantia nigra.

In den Neuronen der verdnderten Hirnregionen und des betroffenen vegetativen
Nervensystems sind LB, d. h. zytoplasmatische eosinophile Einschlusskorperchen mit
einer dichten Kernstruktur umgeben von einem blassen Halo mit radidr angeordneten
Fasern (Spillantini et al. 1998), sowie Lewy Neuriten (LN), ldngliche Aggregate in
Nervenzellfortsdtzen (Braak et al. 2003b), vorhanden. LB enthalten Proteinaggregate
aus o-Synuklein, zudem aus Ubiquitin, Synphilin, Parkin und Neurofilamenten (Schulz
& Falkenburger 2004). Sie sind jedoch nicht spezifisch fiir den MP und werden auch
nicht bei allen familidren Formen der Erkrankung gefunden.

Das physiologisch ungefaltete, zytosolische a-Synuklein als Hauptkomponente der LB
wird vorwiegend in Neuronen, speziell in der SN, im Nucleus caudatus und der
Amygdala, exprimiert und ist dort in Synapsen und Axonendigungen lokalisiert
(Trojanowski & Lee 1998). Wie das AB-Peptid bei der AD kann es iiber oligomere
Intermedidrformen zu Fibrillen aggregieren und wird dann im Gewebe in Form der LB
abgelagert (Goldberg & Lansbury, Jr. 2000, Tofaris & Spillantini 2007). Die Abbildung
1.5.6 zeigt mikroskopische Aufnahmen von Lewy-Korperchen.

Die Degeneration der dopaminergen Neurone soll die meisten motorischen Symptome
des MP, die der hippocampalen und cholinergen Neurone die mdgliche dementielle
Entwicklung verursachen (Schulz & Falkenburger 2004). Als kausale Faktoren werden
dabei zum einen die a-Synuklein-Ablagerungen zum anderen das Auftreten von
Alzheimer-typischen Verdnderungen in betroffenen Neuronen diskutiert (Hu et al.

2010).
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Abbildung 1.5-6: Lewy Korperchen in einem pigmentierten Neuron der Substantia nigra (markiert mit Pfeilen).
Linkes Bild: Ubiquitin-Immunfirbung (Chu et al. 2000). Rechtes Bild: Hematoxylin-Eosin-Firbung, Ol-Immersion
(Forno 1992). NM: Neuromelanin.

1.5.2 Histopathologische Stadieneinteilung der Alzheimer Demenz und des

Morbus Parkinson

Sowohl bei der AD als auch beim MP beginnen die pathologischen zerebralen Prozesse
in priadisponierten Hirnarealen und breiten sich dann in spezifischer, vorhersagbarer
Sequenz liber verschiedene Neuronensysteme aus.

Das Staging beider Erkrankungen nach dem Braak-System erfolgt anhand dieser
typischen histopathologischen Verdnderungen jeweils in sechs Stadien (Braak et al.
2003a, Braak et al. 2004, Thal & Braak 2005). Da die initialen Verdnderungen bereits
Jahre vor der klinischen Manifestation beider Krankheiten auftreten, werden die
pathologischen Prozesse zusitzlich jeweils in eine priasymptomatische und eine

symptomatische Phase gegliedert.

1.5.2.1 Stadieneinteilung der Alzheimer Demenz nach Braak

Die Stadieneinteilung der AD nach Braak erfolgt anhand der Neurofibrillen-Pathologie
(NFT-Pathologie) in umschriebenen Hirnregionen (Braak & Braak 1995, Braak &
Braak 1997, Braak et al. 2006). Dort wird mit der Silberfarbung nach Gallyas (Gallyas
1971) die Verbreitung der NP, der NFT und der Neuropilfaden detektiert.

Zur morphologischen Diagnosestellung der AD wird die Stadieneinteilung der NFT-
Pathologie und die semiquantitative Schitzung der AB-Plaquezahl herangezogen (Thal
& Braak 2005). Abbildung 1.5.7 gibt einen Uberblick iiber die histopathologische
Stadieneinteilung der AD.
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Abbildung 1.5-7: Histopathologische Stadien der Alzheimer Demenz. Ausbreitung der a) Ap-Ablagerungen (s.

=

Pfeile) und b) der Neurofibrillenpathologie. b) Stadieneinteilung der Neurofibrillen-Pathologie anhand des medialen
Temporallappens (makroskopisch oben, mikroskopisch unten). Parasub: Parasubikulum, Presub: Présubikulum,
transenthorin. region: transenthorinale Region, entorhin. region: enthorinale Region, temp. isocortex: temporaler

Isokortex (Jellinger KA 2003).

Die Stadien I und II der AD werden als transentorhinale Stadien bezeichnet und sind
klinisch asymptomatisch. In geringem Ausmall sind fast ausschlieBlich die

transentorhinale Region, einige cholinerge Kerne und die Amygdala von der NFT-
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Pathologie betroffen. Eine diskrete Ausbreitung beginnt in Stadium II von der
transentorhinalen auf die entorhinale Region (Braak et al. 1999, Thal & Braak 2005).
Stadium III und IV werden als limbische Stadien zusammengefasst. Makroskopisch ist
noch keine Atrophie nachweisbar. Im Stadium III nimmt die Aussaat der NFT-
Pathologie von der transentorhinalen auf die entorhinale Region weiter zu. Beide
Regionen weisen im Verlauf starke Schadigungen auf. Zudem wird der
Temporallappen, speziell der Hippocampus betroffen. Im Stadium IV geht die NFT-
Pathologie von der entorhinalen Region auf die Assoziationsfelder des Neokortex iiber
(Braak et al. 1999, Thal & Braak 2005).

Das Ausbreitungsmuster der neuropathologischen Veridnderungen ist fiir das Auftreten
der klinischen Symptome verantwortlich. Die entorhinale und transentorhinale Region
fungieren in der Verarbeitung von Prozessen zur Gedichtnis- und Emotionsbildung
(Hawkes 2003). Die Lasionen der Projektionen zwischen dem Neokortex und dem
Hippocampus fiihren zu funktionellen Stérungen, die sich erstmalig im Stadium III mit
dem Nachlassen kognitiver Funktionen und Veridnderungen der Personlichkeit klinisch
duBern (Braak et al. 1999).

Stadium V und VI stellen als neokortikale Stadien die histopathologischen
Endabschnitte der AD dar. Die NFT-Pathologie dehnt sich nahezu iiber den gesamten
Neokortex aus, ist in fast allen kortikalen Arealen, insbesondere im Assoziationskortex,
vorhanden und betrifft zusitzlich Teile des Hirnstamms sowie subkortikale Kerne. Jetzt
sind auch makroskopische Veridnderungen mit einer kortikalen Atrophie, der Zunahme
der Ventrikelweite und einer verminderten Hirnmasse auffillig (Braak & Braak 1995,
Braak et al. 1999, Thal & Braak 2005). Aufgrund der progredienten Neurodegeneration,
die mit dem Ausmall der Demenz korreliert, erfolgt in diesen Stadien meist die

klinische Diagnosestellung (Braak et al. 1999, Jellinger KA 2001).

Die Ablagerung des AB-Peptids in Plaques wird reprisentativ fiir das gesamte Gehirn
anhand des medialen Temporallappens in einzelne Phasen gegliedert. Dabei nehmen die
Plaques in einer Region mengenméfig kontinuierlich zu und breiten sich gleichzeitig
von dort in einer speziellen Sequenz iiber weitere Hirnareale aus. Als Zeichen der
Progredienz der AD sind in den betroffenen Arealen zundchst vorwiegend diffuse

Plaques, im Verlauf zunehmend neuritische Plaques nachweisbar (Thal & Braak 2005).
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1.5.2.2 Stadieneinteilung des Morbus Parkinson nach Braak

Beim MP entwickeln sich die intraneuronalen Lé&sionen nur in bestimmten
Nervenzelltypen pradisponierter Hirnareale und breiten sich in einer spezifischen
Sequenz iiber die graue Substanz aus. Dabei scheint eine positive Korrelation von dem
Ausmal} klinischer, speziell motorischer Defizite gemessen an der Hoehn- und Yahr-
Skala mit den neuropathologischen Stadien nach Braak, der extrazerebralen
sympathischen Denervierung und der kognitiven Beeintrichtigung zu bestehen
(Hamada et al. 2003, Saiki et al. 2004). Abbildung 1.5.8 gibt eine Ubersicht iiber das
Staging des MP nach Braak.

presymptomatic symptomatic neocortex,

primary,

phase phase secondary
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Abbildung 1.5-8: Stadieneinteilung des Morbus Parkinson. A: Prisymptomatische Phase mit dem Vorhandensein

von Lewy Korperchen (LB) ohne klinische Symptomatik. Ab Uberschreiten der individuellen Schwelle (threshold)
der neuropathologischen Verdnderungen Beginn der symptomatischen Phase. Die ansteigende Diagonale entspricht
der Zunahme der LB, die zunehmende Farbintensitdt korreliert mit der Schwere der Verdnderungen in den
betroffenen Hirnregionen. B: Aufsteigende pathologische Prozesse bei MP (weile Pfeile). Die zunehmende
Farbintensitdt korreliert mit der Schwere der neuropathologischen Verdnderungen. MP: Morbus Parkinson,
Presymptomatic/symptomatic phase: prasymptomatische/symptomatische Phase; stages of the PD-related path.
process: Histopathologische Stadien des MP; dorsal motor X nucleus: Dorsal motorischer Vaguskern; gain setting
nuclei: Locus coeruleus; neocortex high order association: Neokortikale Assoziationsareale; neocortex primary,

secondary: primérer, sekundirer Neokortex (Braak et al. 2004).

Im ZNS entstehen die pathologischen Verdnderungen in zwei Regionen gleichzeitig. Im
asymptomatischen Stadium 1 sind wenige LB im dorsalen motorischen Kern des N.
vagus, der Projektionen zum enterischen Nervensystem enthdlt, sowie im Bulbus

olfactorius (BO) und im Nucleus olfactorius anterior (AON) vorhanden. Auf3erdem sind
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LB bereits extrazerebral im enterischen Nervensystem nachweisbar (Thal et al. 2004,
Braak & Del Tredici 2006).

Im Stadium 2 nehmen die LB im motorischen Vaguskern zu und breiten sich weiterhin
prasymptomatisch in Bereiche der Formatio reticularis, der Raphekerne und auf den
Locus coeruleus aus. In den ersten beiden Stadien bleibt der pathologische Prozess im
ZNS neben den olfaktorischen Arealen auf den unteren Hirnstamm beschriankt (Braak et
al. 2004, Braak & Del Tredici 2006).

In Stadium 3 geht die LB-Pathologie auf das Mittel- und Vorderhirn iiber. Es werden
die Stammganglien, insbesondere die SNpc, der Mandelkernkomplex, groBzellige
Kerne des basalen Vorderhirns, cholinerge pontine Kerne und die Raphekerne befallen
(Braak et al. 2004, Thal et al. 2004).

Erstmalig sind in Stadium 4 Teile der GroBhirnrinde, speziell der Mesokortex des
Temporallappens mit Verbindung zum entorhinalen Kortex und Hippocampus,
betroffen. Die bihemispheriellen Lasionen konnen die Informationsiibertragung und
somit die kognitiven Fahigkeiten der Betroffenen beeintrachtigen. Aufgrund des
Ausbreitungsmusters manifestiert sich in Stadium 3 und 4 die Erkrankung klinisch
(Braak et al. 2004, Braak & Del Tredici 2006).

In den Endstadien 5 und 6 sind die pathologischen Verdnderungen in den bereits
betroffenen Hirnregionen, insbesondere in der SNpc, progredient und greifen auf
weitere kortikale Areale, u. a. auf die prifrontale Rinde bis zum sensorischen und
motorischen Neokortex, tliber. Jetzt manifestiert sich klinisch das Vollbild des MP
(Braak et al. 2004, Thal et al. 2004).

1.6 Pathogenese der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson

Pathogenetisch wird bei der sporadischen AD und dem idiopathischen MP eine Kaskade
neurotoxischer Ereignisse mit dem Resultat der fortschreitenden Neurodegeneration, die
die klinischen Symptome bedingt, angenommen. Bei der AD fiihrt diese Kaskade, in
deren Zentrum die Akkumulation und Ablagerung des AB-Peptids zu stehen scheint, zu
einem progredienten Synapsen- und Neuronenverlust und in der Konsequenz zur
dementiellen Entwicklung (Hardy & Higgins 1992, McLean et al. 1999, Naslund et al.
2000, Hardy & Selkoe 2002). Beim MP resultiert diese Kaskade moglicherweise aus

der pathologischen Aggregation des a-Synukleins und verursacht die Degeneration der
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dopaminergen Neurone und anderer Hirnregionen, die die typischen motorischen
Symptome hervorruft (Feany & Bender 2000, Goldberg & Lansbury, Jr. 2000, Kirik et
al. 2002, Maries et al. 2003, Mandel et al. 2007).

Atiologisch wird bei beiden Krankheiten eine Kombination aus genetischen und
Umwelt assoziierten Faktoren, die die degenerativen Prozesse ausldsen, angenommen.
Insbesondere beim MP wird ein multifaktorielles Geschehen aus einer variablen
genetischen Préadisposition, u. a. mit den auch bei den familidren Formen beteiligten
Genen, und dem Zusammenwirken von Endo- und Exotoxinen diskutiert (Gille &

Reichmann 2005, Mandel et al. 2007).

Gemeinsame oder dhnliche Verdnderungen auf neuronaler und biochemischer Ebene,
die Assoziation zu bestimmten Risikofaktoren und klinische Uberschneidungen der AD
und des MP lassen annehmen, dass partiell gleiche oder zumindest &hnliche
pathophysiologische Prozesse bei beiden Erkrankungen ablaufen. In unterschiedlicher
Gewichtung scheinen an der Pathogenese beider Erkrankungen oxidativer Stress (OS),
mitochondriale Dysfunktion, die Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen, das
Ubiquitin-Proteasom-System  (UPS),  Autophagozytose-, Inflammations- und
Apoptosevorginge, Verdnderungen von Enzymaktivititen, des zelluldren Milieus und
des Elektrolythaushaltes, Storungen des Zytoskeletts, des Neurotransmittersystems und
von Transportvorgingen beteiligt zu sein (Schulz & Falkenburger 2004, Facheris et al.
2004, Haass & Selkoe 2007, Egert et al. 2007). Der Ursprung dieser pathologischen
Verdnderungen ist meist unbekannt, sie scheinen aber zum Progress der
Neurodegeneration beitragen zu kdnnen (Drzezga 2008).

Die initialen Mechanismen sowie der Ablauf der Vorgédnge, die schlieBlich zum
Neuronenuntergang fiihren und die Art der Verkniipfung genetischer und anderer
Faktoren bei beiden Erkrankungen sind bislang nicht bekannt. Schnittpunkte als auch
mogliche gemeinsame Strecken sind daher Bestandteil vielfaltigster Studien.

Abbildung 1.6.1 stellt die an der Pathogenese der AD und des MP beteiligten Faktoren

in einer Ubersicht dar.
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Abbildung 1.6-1: Ubersicht zur Pathogenese der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson. Im Zentrum
beider Erkrankungen steht die Fehlfaltung und pathologische Aggregation von Proteinen, bei der AD AP in Plaques
und Tau als Neurofibrillenbiindel (NFT), beim MP a-Synuklein in Lewy Korperchen (LB). Pathogenetische Faktoren
bei der AD sind blau, bei MP griin markiert. Violett kennzeichnet gemeinsame Faktoren der AD und des MP. AD:
Alzheimer Demenz, ApoE4: Apolipoprotein E g4-Allel, APP: Amyloid B (A4) precursor Protein, LRRK2: leucine-
rich repeat serine/threonine-protein kinase 2, MP: Morbus Parkinson, OS: Oxidativer Stress, PINK1: PTEN-induced
putative kinase-1, PS: Présenilin, SNpc: Substantia nigra pars compacta, Uchl: Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

1, UPS: Ubiquitin-Proteasom-System.

1.7 Schnittpunkte der Pathogenese der Alzheimer Demenz und des Morbus

Parkinson

1.7.1 Das Alter

Das Alter gilt als einer der wichtigsten Risikofaktoren, an der AD oder dem MP zu
erkranken (Van Den Eeden et al. 2003, von Bernhardi et al. 2010).

Wihrend des normalen Alterns treten vielfiltige Verdnderungen im zelluldren
Stoffwechsel auf, die sich u. a. in einer verdnderten Genexpression, zunehmenden
DNA-Schéddigung (DNA, Desoxyribonukleinsdure) und vermehrtem OS &duBlern. Die

Akkumulation freier Radikale treibt die Alterungsprozesse weiter voran. Im ZNS
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nehmen in geringem Ausmal} die Synapsendichte und das neuronale Volumen ab, die
Funktion bestimmter Enzyme, z. B. zur Synthese von Neurotransmittern, ist reduziert.
Zudem werden in geringem Malle inflammatorische Prozesse aktiviert. Einige dieser
Veranderungen, insbesondere die Abnahme des zerebralen Volumens, sind bei
neurodegenerativen Krankheiten viel ausgeprigter. Die Prozesse des Alterns kdnnten
moglicherweise allein, im Zusammenspiel oder assoziiert mit anderen Faktoren die
neuronale Integritét storen und das Auftreten oder das Fortschreiten neurodegenerativer

Erkrankungen begiinstigen (von Bernhardi et al. 2010).

1.7.2 Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion

OS bezeichnet die Schadigung von Zellsystemen durch Sauerstoff, reaktive oxidative
Spezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS). OS entsteht, wenn die
physiologische Produktion von ROS im Stoffwechsel die Kapazitidt der zelleigenen
antioxidativen Systeme iibersteigt.

Zu den ROS gehoren u. a. Wasserstoffperoxid (H,O,) und die hoch reaktiven freien
Radikale, wie das Superoxid-Radikal-Anion (O, ) oder das Hydroxyl-Radikal (OH ),
zu den RNS Stickstoffmonoxid (NO) oder Peroxynitrit. H,0,, das eigentlich
enzymatisch zu Wasser und Sauerstoff zerlegt und unschédlich wird, kann in der durch
Eisen katalysierten Fenton-Reaktion zu OH umgewandelt werden. Peroxynitrit entsteht

durch die Reaktion von NO mit O, (Fahn & Sulzer 2004).

Physiologisch werden ROS und RNS hauptsédchlich in den Mitochondrien an der
Atmungskette aus Sauerstoff, zudem durch eine Vielzahl von Enzymen (Gibson & Shi
2010) oder bei inflammatorischen Prozessen produziert (Valko et al. 2007). Sie besitzen
physiologische Funktionen bei der Signalweiterleitung, in Stoffwechselwegen (u. a. bei
der Modifikation von Transportern und Rezeptoren) und bei der Induktion von
Apoptose. Zum anderen haben ROS viele schidliche Effekte, z. B. kann ihre oxidative
Schéadigung zelluldrer Strukturen den Zelltod durch Apoptose oder Nekrose einleiten
(Fahn & Sulzer 2004, Valko et al. 2007).

Mit dem Alter oder bei Erkrankungen wird das Gleichgewicht aus Bildung und Abbau

der ROS beeintrachtigt, OS nimmt zu. Die Prozesse des normalen Alterns, die das
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Gehirn fiir neuronale Schadigungen anfillig machen, scheinen bei neurodegenerativen
Erkrankungen stérker ausgeprigt zu sein (Lotharius & Brundin 2002, Valko et al.
2007). Es gibt vielfiltige Hinweise, dass OS an der Pathogenese der AD und des MP
beteiligt ist. Die oxidative Schiddigung der Neurone scheint dabei zwar zum Progress
der degenerativen Prozesse beitragen zu konnen, ob sie einen kausalen oder sekundéren
Faktor darstellt, ist aber nicht geklart (Koutsilieri et al. 2002, Moreira et al. 2005,
Swerdlow et al. 2010).

Nigrale dopaminerge Neurone sind bereits unter physiologischen Bedingungen
aufgrund ihres DA-Metabolismus in besonderem Mafle OS ausgesetzt. Mit dem Alter
nimmt zudem die Aktivitdt der Monoaminoxidase (MAO), also der DA-Umsatz, und so
OS zu. Beim MP konnte OS also bereits frith in die Pathogenese involviert sein und
zudem die neurodegenerativen Prozesse begiinstigen (Koutsilieri et al. 2002).

Durch Reaktion von ROS mit Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden werden diese
strukturell verdndert, geschddigt und sind dann als Indikatoren fiir OS im Gewebe
nachweisbar. Sowohl bei der AD als auch beim MP werden diese Indikatoren in den
Gehirnen Betroffener gefunden, beim MP bereits in frithen Krankheitsstadien (Lyras et
al. 1997, Pratico et al. 1998, Smith et al. 1998, Zhu et al. 2005, Lovell & Markesbery
2007). Bei der AD gibt es zudem Hinweise auf gesteigerten OS im Gesamtorganismus
(Mecocci et al. 1998).

Auch die pathologischen Proteine, das AP und das Tau-Protein bei der AD sowie das a-
Synuklein beim MP, werden mit OS in Verbindung gebracht. Zum einen scheinen diese,
z. B. durch die Synthese von ROS oder iiber die Initiierung von oxidativen Vorgéngen
an Zellbestandteilen, OS erzeugen oder steigern zu konnen (Harris et al. 1995,
Butterfield 1997, Martin et al. 2004, Tamagno et al. 2006). Zum anderen scheint OS, u.
a. durch die Aktivierung der Produktion oder durch oxidative Modifikationen der
pathologischen Proteine, deren Aggregation und Akkumulation zu erhdhen (Schulz &
Falkenburger 2004, Gille & Reichmann 2005, Zhu et al. 2005). Auflerdem kann OS den
Abbau der Proteine reduzieren. Beim MP wird in Zusammenhang mit OS eine

funktionelle Beeintrachtigung des UPS beschrieben (Martin et al. 2004).
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Bei der AD und dem MP gibt es zudem Hinweise auf eine Dysfunktion der
Mitochondrien. Diese sind aufgrund ihrer ATP-Produktion (ATP, Adenosintriphosphat)
iiber die aus fiinf Komplexen bestehende Atmungskette die Energielieferanten der Zelle,
wovon Neurone in besonderem Malle abhidngig sind.

Die Hemmung der Atmungskettenkomplexe minimiert die zellulire Energiesynthese
und steigert die Bildung von ROS und RNS. In synaptischen Mitochondrien fiihrt
bereits eine etwa 25%ige Hemmung von Komplex I zu einer signifikanten Minderung
der ATP-Synthese, zu einem Anstieg von ROS kommt es bereits bei einer Hemmung
um etwa 15 bis 20 %. Zudem sind funktionell eingeschrinkte Mitochondrien
empfindlicher gegeniiber der Exposition mit ROS und RNS, die wiederum die
Reaktionen an der Atmungskette und die Komplexe selbst inhibieren. Die geschidigten
Mitochondrien konnen dann Kaskaden einleiten, die zum Zelltod filhren (Rhein &
Eckert 2007).

In der SNpc von bis zu 80 % der Patienten mit idiopathischem MP besteht eine
selektive Komplex I-Hemmung um etwa 20 bis 40 % (Janetzky et al. 1994, Reichmann
& Janetzky 2000). In Kombination mit dem in der SN durch den DA-Metabolismus
herrschenden prooxidativen Milieu konnte so OS potenziert und der Untergang von
Neuronen initiiert werden (Gille & Reichmann 2005).

Bei der AD werden strukturelle Verdnderungen der Mitochondrien, Funktionsstérungen
der Atmungskette und ihrer Enzyme (z. B. a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, Cytochrom
C Oxidase) beschrieben, fiir die u. a. AP und das Tau-Protein verantwortlich sein sollen

(Parker, Jr. et al. 1990, David et al. 2005, Rhein & Eckert 2007).

Die antioxidativen Systeme der Zelle umfassen u. a. die Katalase, reduziertes Glutathion
(GSH), die Superoxid-Dismutase (SOD) und die GSH-Peroxidase (Gille & Reichmann
2005). Bei beiden Erkrankungen werden enzymatische Funktionsminderungen, z. B. der
SOD bei der AD sowie der GSH, GSH-Peroxidase und Katalase beim MP, und bei der
AD zusitzlich eine Reduktion der Antioxidantien Vitamin C und E beschrieben
(Mecocci et al. 2002, Rinaldi et al. 2003, Gerlach M. et al. 2007).

Abbildung 1.7.1 zeigt eine Ubersicht iiber die Mechanismen und Interaktionen bei der

AD und dem MP, die bei OS auftreten bzw. OS initiieren konnen.
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Neuronaler Zelliod

Abbildung 1.7-1: Neuronale Mechanismen und Interaktionen unter oxidativem Stress bei der Alzheimer
Demenz und dem Morbus Parkinson. Die farbige Hinterlegung kennzeichnet neuronale Prozesse bzw. zelluldre
Substanzen, die mit OS und den neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind. Griin stellt diese entsprechend
beim MP, blau bei der AD dar. Violett entspricht neuronalen Verdnderungen, die mit beiden Erkrankungen assoziiert
sind. Die Zuordnung der pathologischen Proteine erfolgt farblich: B-Amyloid Peptid (AD) blau, a-Synuklein-Protein
(MP) griin. Der blaue Pfeil kennzeichnet die Prozesse, die durch A realisiert werden. AD: Alzheimer Erkrankung,
DA: Dopamin, GSH: Glutathion, MP: Morbus Parkinson, ROS: reaktive oxidative Spezies, RNS: reaktive
Stickstoffspezies, SOD: Superoxid-Dismutase, UPS-Ubiquitin-Proteasom-System.

1.7.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Das UPS dient neben der Regulation biologischer Vorgéinge, wie dem Zellzyklus, der
Modulation von Rezeptoren und der Antigenprdsentation, dem Abbau inkorrekt
gefalteter, beschéddigter oder alter Proteine. Diese werden mit Hilfe des als Ubiquitin-
Ligase fungierenden Parkins mit Ubiquitin markiert, als Polyubiquitinketten zum
Proteasom transportiert und dort energieabhingig abgebaut. Ubiquitin wird
anschliefend enzymatisch aus den Polyubiquitinketten wieder zur Verfiigung gestellt

(Giasson & Lee 2003).
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Die Leistungsfiahigkeit des UPS kann durch Inhibierung seiner Komponenten oder
durch ein Energiedefizit, z. B. bei einer eingeschrinkten mitochondrialen Aktivitt,
beeintrachtigt werden. Die dann vermindert abgebauten Proteine akkumulieren,
aggregieren und schiadigen wiederum das UPS. Das Proteasom scheint Proteinaggregate
zudem nicht effektiv abbauen zu konnen. Eine zelluldre Proteiniiberladung kann durch
Aktivierung bestimmter Signalwege den Zelltod einleiten (Shastry 2001, Eriksen et al.
2005).

Tierexperimentell wurde nachgewiesen, dass Funktionsstorungen des Proteasoms die
Integritdt dopaminerger Neurone beeintrachtigen und sowohl morphologisch als auch
klinisch Parkinson Symptome hervorrufen konnen. In der Pathogenese des MP besteht
daher moglicherweise eine besondere Assoziation zum UPS. Beim familidren MP
scheint eine funktionelle Beeintridchtigung des UPS durch die Kenntnis der Mutationen
im Parkin- oder Uchll-Gen (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1) sicher zu sein
(McNaught & Jenner 2001). In der SN von Patienten mit dem idiopathischen MP ist
eine verminderte Proteasomaktivitidt bekannt. Dies ldsst annehmen, dass auch bei der
sporadischen Form das UPS an den neurodegenerativen Vorgingen beteiligt ist
(McNaught et al. 2004).

Bei der AD werden ebenfalls funktionelle Beeintrachtigungen des UPS in Verbindung
mit der Neurodegeneration vermutet (Song & Jung 2004).

Es gibt Hinweise, dass die Proteine AP, Tau und a-Synuklein das Proteasom inhibieren
und fiir Aktivititsminderungen des UPS bei der AD und dem MP verantwortlich sein
konnten. Bei beiden Erkrankungen werden bestitigend Ubiquitin oder ubiquitinierte
Proteine in den pathologischen Ablagerungen, den LB oder den AB-Plaques, gefunden
(Giasson & Lee 2003, Song & Jung 2004).

Ob die bekannten Beeintrachtigungen des UPS in der Pathogenese der AD und des MP
kausal relevant sind oder erst im Verlauf der Erkrankungen auftreten, ist bislang jedoch

nicht geklért.

1.7.4 Inflammation

Die Gliazellen, zu denen die Astrozyten und die Mikrogliazellen gehdren, als nicht

neuronale Zellen des Nervensystems fungieren als Stiitzgeriist fiir die Neurone, bei der
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Regulation des Stofftransports und des Fliissigkeitshaushaltes zur Aufrechterhaltung der
zerebralen Homoostase und bei der Signaltransduktion. Die Mikroglia macht etwa 10 %
der Zellen im menschlichen Nervensystem aus, sie dient vorwiegend der Immunabwehr,
wird aber auch bei neurodegenerativen und anderen neurologischen Erkrankungen, z. B.
bei Schlaganfillen oder zerebralen Tumoren, aktiviert. Aktivierte Mikrogliazellen
initileren inflammatorische Prozesse, die eine gesteigerte Expression von MHC-
Molekiilen (engl. major histocompatibility complex), Zyto- und Chemokinen,
Komplementfaktoren, die Freisetzung von RNS und ROS bewirken, neuronale
Funktionsstorungen und den Zelltod induzieren konnen (Sastre et al. 2006). Reaktive
Astrozyten produzieren nach ihrer Aktivierung ebenfalls proinflammatorische Molekiile

(Akiyama et al. 2000).

Als Zeichen inflammatorischer Vorgédnge bei der Neurodegeneration finden sich in
experimentellen Modellen und bei Patienten mit AD und MP aktivierte MHC-II positive
Mikrogliazellen und erhohte Mengen inflammatorischer Mediatoren in den am stédrksten
betroffenen Hirnarealen. Bei der AD sind sie vorwiegend im Bereich der senilen
Plaques und NFT, beim MP um dystrophe Neuriten und dopaminerge Neurone in der
SN und im Striatum lokalisiert (McGeer et al. 1988, Sheng et al. 1998, Nagatsu &
Sawada 2005). Ob die Inflammation Ursache oder Resultat der pathologischen

zerebralen Prozesse ist, ist bei beiden Krankheiten bislang nicht sicher geklart.

Bei der AD wird die Bedeutung der durch die Mikrogliaaktivierung vermittelten
Entziindungsreaktion kontrovers diskutiert, meist werden ihr toxische Effekte auf die
umgebenden Zellen und Neurone zugeschrieben (Sastre et al. 2006). Die Lokalisation
der inflammatorischen Prozesse und ihr friihes Auftreten bei der AD fiihrte zu der
Hypothese, dass das fibrillire AP oder seine Intermedidrformen in den Plaques den
Ursprung dieser Entziindung darstellen konnten (Sastre et al. 2006, Eikelenboom et al.
2010). Die NFT scheinen allerdings ebenfalls Mikrogliazellen zu aktivieren (Akiyama
et al. 2000).

Astrozyten und Mikrogliazellen scheinen bei der AD aber auch protektiv zu wirken,
indem sie AB-Ablagerungen in Plaques phagozytieren und abbauen (Akiyama et al.

2000). Astrozyten besitzen zudem eine Barrierefunktion zwischen den Ap-Depositen
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und Neuronen (Sastre et al. 2006). Die Phagozytose des in den Plaques deponierten Af
ist aufgrund seiner fibrilldren Struktur moglicherweise erschwert, so dass die reaktive
Gliose ein zur Phagozytose und zum enzymatischem Abbau alternativer Versuch der
AB-Elimination sein konnte, der durch die Freisetzung toxischer Substanzen in der

Folge Neurodegeneration bewirken kdnnte (Walker & Lue 2005).

Beim MP wird gestiitzt durch das MPTP-Modell (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin) eine vorwiegend degenerative Rolle der aktivierten Mikrogliazellen
angenommen (Teismann & Schulz 2004, Logroscino 2005). Auch beim MP wird
allerdings eine Umkehr mdglicherweise anfinglich protektiver Gliaeffekte im
Krankheitsverlauf diskutiert (Sawada et al. 2006). Die bei MP nur gering ausgeprégte
Astrozytenproliferation soll hingegen protektiv wirken, da Astrozyten iiber die MAO-B
und COMT (Catecholamin-O-Methyl-Transferase) DA abbauen, ROS und RNS
eliminieren und so den in der SN erhohten oxidativen Stress reduzieren (Teismann &

Schulz 2004).

1.8 Risikofaktoren neurodegenerativer Erkrankungen

Verschiedene Risikofaktoren, eine neurodegenerative Erkrankung zu entwickeln, sind
bekannt. Die hdufigsten sind das Alter und genetische Polymorphismen (Strittmatter et
al. 1993, Van Den Eeden et al. 2003, Mandel et al. 2007, von Bernhardi et al. 2010).
Zudem werden u. a. Geschlecht, Sozialstatus, Rauchen, OS, Hirntraumata, Infektionen,
Diabetes mellitus, andere metabolische Storungen und die Exposition gegeniiber

Chemikalien diskutiert (Stern 1991, Brown et al. 2005).

1.8.1 Risikofaktoren der Alzheimer Demenz

Die neben dem Alter am besten dokumentierten Risikofaktoren der sporadischen AD
sind eine familidre Belastung (Fratiglioni et al. 1993, Raber et al. 2004) und das Down
Syndrom (Brown et al. 2005). Als potentielle Risikofaktoren werden auch metabolische
Faktoren, insbesondere ein erhohter Cholesterinspiegel und Storungen des
Insulinstoffwechsels, diskutiert (Tseng et al. 2004). Zudem dokumentieren einige

epidemiologische Studien Umweltfaktoren, z. B. bestimmte Pestizide und die zerebrale
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Belastung mit Metallen (z. B. Aluminium, Zink, Eisen), als Risikofaktoren der AD
(Brown et al. 2005, Mandel et al. 2008).

Gene mit Assoziation zur bzw. einem erhohten Risiko fiir das Auftreten einer
Erkrankung gelten als Suszeptibilititsgene. Bei der sporadischen AD scheinen mehr als
20 Gene iiber die Beeinflussung des APP- und AB-Stoffwechsels, der Tau-Funktion,
von Signal- und Transportprozessen als Suszeptibilititsgene zu wirken (Bertram &
Tanzi 2008).

Das Apolipoprotein E, g4-Allel (ApoE4) ist der bedeutendste genetische Risikofaktor
der AD (Saunders et al. 1993, Strittmatter et al. 1993). Das ApoE, das im menschlichen
Stoffwechsel als Transportprotein fiir Lipide im Blut wirkt, wird im ZNS vorwiegend
von Astrozyten synthetisiert und ist dort auch an der Synaptogenese sowie an
Wachstums- und Regenerationsprozessen beteiligt (Mahley 1988, Strittmatter et al.
1993). Die drei Isoformen des ApoE (ApoE2 bis ApoE4) werden durch die drei Allele
€2, €3 und &4 desselben Gens kodiert.

Das e4-Allel ist ein normaler Polymorphismus des Proteins, der das Risiko, an den spét
beginnenden Formen der sporadischen und familidren AD zu erkranken, stark erhoht
(Saunders et al. 1993, Strittmatter et al. 1993, Raber et al. 2004). Zudem senkt es das
Erkrankungsalter. Dabei ist sein Einfluss von der Anzahl der ¢4-Allele abhéngig und am
starksten bei Homozygotie ausgeprigt (Corder et al. 1993, Locke et al. 1995).

Das €2-Allel hingegen scheint vor der AD zu schiitzen (Corder et al. 1994, Locke et al.
1995, Selkoe 1999).

Im ZNS wird ApoE bei chronischem Stress oder Verletzungen vermehrt auch durch
Neurone exprimiert. Dieses ApoE kann dann auf zelluldrer Ebene iiber die Schidigung
des Zytoskeletts, der Mitochondrien und des Glukosemetabolismus die Zellintegritit
beeintrachtigen (Zhong & Weisgraber 2009, Huang 2010). Des Weiteren inhibiert es die
Synaptogenese und die hippocampale Neurogenese, was die in Assoziation mit dem &4-
Allel beobachteten Defizite in Gedédchtnis und Lernen erkldren konnte (Huang 2010).
Pathogenetisch scheint zudem die Interaktion des ApoE mit AP eine wichtige Rolle zu
spielen. Bei der AD wird ApoE4 im Bereich der extrazelluldren AB-Plaques, der
intrazelluldren NFT und der amyloidogen verdnderten Gefdlle gefunden. ApoE4 ist
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dabei mit einer erhohten Dichte der Verdnderungen assoziiert, die von der Anzahl der

€4 Allele abhiingig zu sein scheint (Namba & Ikeda 1991, Tiraboschi et al. 2004).

1.8.2 Risikofaktoren des Morbus Parkinson

Das Risiko, am idiopathischen MP zu erkranken, wird sehr hdufig mit dem Einfluss von
Umweltfaktoren in Zusammenhang gebracht. Dabei konnten vor allem Faktoren mit
langer Wirklatenz eine wichtige Rolle spielen.

Das MPTP-Modell zeigt die Potenz, den MP durch bestimmte Umweltfaktoren
auszulosen. MPTP, ein Nebenprodukt der unsachgemidBlen Herstellung von
synthetischem Heroin, rief in den 1980er Jahren bei einigen Suchtkranken ein akutes
schweres Parkinson-Syndrom hervor. Nach seiner selektiven Aufnahme in dopaminerge
und andere katecholaminerge Neurone des Gehirns wird MPTP in den Mitochondrien
durch die MAO zu seinem aktiven Metaboliten MPP" (1-Methyl-4-Phenylpyridin)
umgewandelt und inhibiert Komplex I der Atmungskette. Nach der Aufnahme in
dopaminerge Vesikel durch den VMAT?2 (vesicular monoamine transporter 2) setzt es
DA frei (Lotharius & Brundin 2002). MPTP steigert so OS. Zudem fiihrt es zu einer
erheblichen Aktivierung der Mikroglia und 16st in der SN einen progredienten
Zelluntergang aus (Logroscino 2005), was sich klinisch in den typischen Parkinson

Symptomen duBert.

Als besondere Risikofaktoren fiir den MP werden einige Pestizide, Herbizide (z. B.
Rotenon, Paraquat), Infektionen, Metalle (z. B. Mangan, Eisen) und bestimmte
Medikamente (Neuroleptika, Antidepressiva) angesehen (Brown et al. 2005, Logroscino
2005, Mandel et al. 2008). AuBBerdem scheinen Personen, die in der Landwirtschaft
arbeiten, haufiger zu erkranken (Gorell et al. 1998, Priyadarshi et al. 2001, Chade et al.
2006), z. T. wird ein nahezu dreifach erhohtes Risiko angegeben (Gorell et al. 1998).
Dieser Zusammenhang wird jedoch nicht in allen Untersuchungen bestitigt (Firestone

et al. 2010).

Aufgrund einiger epidemiologischer Studien wird ein protektiver Effekt von

Kaffeekonsum und Rauchen auf die Entwicklung des MP diskutiert (Logroscino 2005).
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1.9 Genetik der Alzheimer Demenz und des Morbus Parkinson

1.9.1 Genetische Faktoren der Alzheimer Demenz

Krankheitsauslosend bei der FAD sind Mutationen in drei Genen, dem APP (Amyloid
(A4) precursor Protein) (Goate 2006) sowie den Genen fiir Présenilin 1 (PS1)
(Sherrington et al. 1995) und Présenilin 2 (PS2) (Levy-Lahad et al. 1995, Rogaev et al.
1995), die eine gesteigerte Produktion des AB-Peptids zur Folge haben.

Aktuell sind 32 pathogene Mutationen im APP-Gen, 185 Mutationen im PS1-Gen und
13 Mutationen im PS2-Gen bekannt (AD & FDMD 2012).

Das Gen des APP, welches das Vorlduferprotein des AP-Peptids ist, liegt auf
Chromosom 21. Die Mutationen im APP verursachen mit weniger als 0,1 % den
geringsten Anteil der FAD (Selkoe 2000, Bettens et al. 2010).

Die bekannten Punktmutationen im APP-Gen, die sich entweder in der AP kodierenden
Region befinden oder die Schnittstellen der a-, B- oder y-Sekretasen flankieren, steigern
die APB-Synthese erheblich (Hardy & Selkoe 2002, Finckh 2006) und gehen
moglicherweise mit einer Verschiebung zum A4, einher (Schellenberg 1995).
Mutationen innerhalb der AB-Sequenz fordern die amyloidogenen Eigenschaften des
AB-Peptids (Haass 2004).

Mutationen in der Promoterregion erhdhen die APP-Expression (Theuns et al. 2006).
Die autosomal dominant vererbten Duplikationen des APP-Gens bedingen eine Form
der EOAD, die haufig mit einer erheblichen Amyloidangiopathie einhergeht (Rovelet-
Lecrux et al. 2006, Sleegers et al. 2006).

Bei der Trisomie 21 (Down-Syndrom) fithrt die erhohte Gendosis zu einer
Uberexpression des APP und einer verstirkten AP4-Produktion. Dies #ufert sich
pathophysiologisch in der Ablagerung diffuser APsr-Plaques bereits im ersten und
zweiten Lebensjahrzehnt, in der friihen Bildung neuritischer Plaques und NFT sowie
mit inflammatorischen Prozessen im Gehirn; klinisch mit kognitiven Defiziten und
einer dementiellen Entwicklung, die zum Teil bereits im vierten Lebensjahrzehnt

beginnen (Selkoe 2000).
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Die PS sind Transmembranproteine (TMP), die mit dem Nicastrin, PEN-2 (presenilin
enhancer 2) und APH-1 (anterior pharynx defective 1) den y-Sekretase-Komplex bilden.
Ahnlich dem APP werden sie in nahezu allen Zellen exprimiert und vermitteln neben
der Prozessierung des APP auch die Spaltung des Notch-Rezeptors (Bettens et al.
2010). Es sind Punktmutationen, Insertionen und Deletionen der PS bekannt, die die
Funktion der y-Sekretase beeintridchtigen. Dies resultiert in einem erhohten AB4y/APao-
Verhiltnis entweder durch eine gesteigerte APs,-Produktion oder durch eine reduzierte

AP4o-Synthese (Bettens et al. 2010).

1.9.2 Genetische Faktoren des Morbus Parkinson

In der Pathogenese des idiopathischen MP wird zunehmend eine Assoziation zu
genetischen Faktoren vermutet. Verdnderungen in der Expression von Genen, die bei
der Signaltransduktion, inflammatorischen Prozessen, dem dopaminergen und
energetischen Metabolismus, der Zytoskelettorganisation und der Proteinmodifikation
mitwirken, sind bekannt. Haufig scheint die Expression von Proteinen mit Funktionen
im zelluldren Transport, insbesondere dem Vesikeltransport, und bei der synaptischen

Ubertragung verindert zu sein (Mandel et al. 2007).

Bislang sind 15 Genloci (PARK 1-15, engl. Parkinson disease, autosomal recessive)
und 11 mit dem familidren MP assoziierte Gene bekannt, die autosomal dominant oder
rezessiv vererbt werden. Thre klinische Signifikanz ist jedoch wumstritten. In
Zwillingsstudien konnte nur eine geringe Konkordanz fiir die Entwicklung eines MP
mit typischem Beginn nach dem 50. Lebensjahr bei Verdnderungen in diesen Genen
gezeigt werden. Genetische Faktoren sollen bei einem frithen Krankheitsbeginn eine
entsprechend groflere Bedeutung haben (Siderowf & Stern 2003).

Die Funktionen der einzelnen Gene und ihre Bedeutung fiir die Atiologie der
Erkrankung sind bisher nicht vollstindig verstanden. Einzelne der kodierten Proteine
scheinen zwar funktionell zu interagieren und konnten bestimmte pathogenetische Pfade
verbinden. Die Genmutationen erklédren die Pathophysiologie des MP aber nicht
ganzlich. Neben der Beteiligung an der Genese der familidren Formen wird auch das
potentielle Mitwirken von Mutationen dieser Gene an der Entwicklung des

idiopathischen MP diskutiert. (Hatano et al. 2009).
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Eine Auswahl der mit dem hereditiren MP assoziierten Gene wird im Folgenden

beschrieben.

PARKI1, das a-Synuklein-Gen auf Chromosom 4, wird autosomal dominant vererbt.
Drei Mutationen, die mit einem frithen Krankheitsbeginn, einer raschen Progression,
kognitiven und vegetativen Storungen einhergehen, sind bekannt. Es sind 12 Familien
mit einer Alanin53Threonin Substitution (Polymeropoulos et al. 1997), eine Familie mit
einer Glutamin46Lysin (E46K) Mutation (Zarranz et al. 2004) und eine Familie mit
einer Alanin30Prolin Substitution (Kruger et al. 1998) beschrieben. Zudem wurde eine
autosomal dominant vererbte Triplikation entdeckt, die als PARK4 bezeichnet wird und
klinisch ein idiopathisches Parkinson-Syndrom hervorruft (Singleton et al. 2003). Die
Triplikation zeigt, dass neben strukturellen Verdnderungen auch die gesteigerte

Synthese von unverdndertem a-Synuklein den MP auslosen kann.

Mutationen im PARK?2, dem Parkin-Gen auf Chromosom 6, werden autosomal rezessiv
vererbt (Kitada et al. 1998) und fithren zu einem Funktionsverlust oder zur
verminderten Expression des Enzyms (Gille & Reichmann 2005). Sie bedingen bei etwa
50 % der familidren und 15 bis 20 % der sporadischen Erkrankungen einen frithen
Beginn vor dem 50. Lebensjahr. Dies scheint von der Haufigkeit der Allele abzuhéngen.
Bei Heterozygotie ist eine asymptomatische Trigerschaft oder ein Beginn nach dem 50.
Lebensjahr mit milder Symptomatik moglich (Fahn & Sulzer 2004).

Parkin fungiert als Ubiquitin E3-Ligase, die Ubiquitin an Proteine bindet, um diese fiir
den Abbau durch das UPS zu kennzeichnen. Mutiertes Parkin verliert diese Funktion
(Zhang et al. 2000). Zudem gibt es Hinweise auf antioxidative Effekte des intakten
Proteins (Eriksen et al. 2005). Substrate des Parkins sind u. a. a-Synuklein und
Synphilin-1 (Hatano et al. 2009).

PARK®6, das PINKI1-Gen ([PTEN]-induced putative kinase-1) auf Chromosom 1,
kodiert fiir eine ubiquitir exprimierte, u. a. in Mitochondrien lokalisierte, Proteinkinase.
Die autosomal rezessiven Mutationen verursachen klinisch ein idiopathisches

Parkinson-Syndrom mit frithem Beginn (Zhang et al. 2000, Valente et al. 2004).
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Intaktes PINKI1 scheint vor mitochondrialer Dysfunktion und stressinduzierter

Apoptose zu schiitzen, es soll mit DJ-1 und Parkin interagieren (Mayeux et al. 1992).

Deletions- und Missense-Mutationen im PARK7, dem DJ-1 Gen, mit autosomal
rezessiver Vererbung verursachen etwa 1 bis 2 % der Erkrankungen mit sehr frithem
Krankheitsbeginn, langsamer Progression und gutem Ansprechen auf L-Dopa (Bonifati
et al. 2003). DJ-1 ist vorwiegend in der Glia lokalisiert. Es scheint physiologisch
Mitochondrien vor OS zu schiitzen und mit zytosolischer RNA (Ribonukleinsdure), dem
Parkin und nukledren Transkriptionsfaktoren zu interagieren (Hatano et al. 2009). In der
Funktion als Chaperon kann es die Proteinfaltung kontrollieren und die Aggregation

ungefalteter Proteinketten verhindern (Gille & Reichmann 2005).

Mutationen in PARKS, dem LRRK2-Gen (Leucine-rich repeat kinase-2, Dardarin) auf
Chromosom 12, scheinen familiére und sporadische Formen des MP mit spiatem Beginn
und gutem Ansprechen auf L-Dopa zu verursachen (Paisan-Ruiz et al. 2004, Di Fonzo
et al. 2005). Intaktes LRRK?2 besitzt eine Kinase-Aktivitét, interagiert mit Zytoskelett-
und Transportproteinen, es scheint im zelluldren Transportsystem und bei Signalwegen

zu fungieren (Hatano et al. 2009).

1.10 Aufgaben- und Zielstellung

Perspektivisch wird aufgrund der steigenden Lebenserwartung in der westlichen Welt
der Anteil der Bevolkerung, der eine neurodegenerative Erkrankung entwickelt, deutlich
zunehmen (Jellinger KA 2005, Bickel 2008, Thies & Bleiler 2011). Die AD und der MP
sind die haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen (Jellinger KA 2005). Sie fiihren
zu schwerer korperlicher oder kognitiver Behinderung, zu Pflegebediirftigkeit und meist
tiber Komplikationen zum Tod der Betroffenen. Ihr langer Verlauf stellt nicht nur fiir
die Betroffenen und Angehdrigen sondern auch fiir das Gesundheitssystem eine enorme
Belastung dar.

Die Krankheitsprogression, die Ausbildung der klinischen Vollbilder und damit die
Komplikationsraten, die Notwendigkeit von Pflege und stationdren Behandlungen
konnten durch eine frithe, effektive, z. B. medikamentdse, Therapie reduziert werden

und den Patienten zu mehr Lebensqualitdt verhelfen. Beim MP sind verschiedene auch
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iiber Jahre effektive Therapiestrategien vorhanden. Diese haben aber z. T. spit
auftretende, erhebliche Nebenwirkungen oder konnen im Verlauf der Erkrankung ihre
Wirkung verlieren (Poewe 2009). Bei der AD sind die medikamentdsen Optionen bisher
limitiert (Ballard et al. 2011).

Da die itiologischen Mechanismen der meisten neurodegenerativen Krankheiten bisher
im Einzelnen nicht bekannt sind und zudem phénotypische Uberschneidungen, z. B. der
AD oder des MP mit der LBD, auftreten, sind trotz vorhandener diagnostischer
Leitlinien die Moglichkeiten einer eindeutigen Diagnosestellung eingeschrankt. Haufig
ist dies erst postmortal moglich (Kretzschmar & Neumann 2000, Jellinger KA 2001).
Um eine Therapie beim Auftreten der ersten klinischen Symptome, in der
Prodromalphase oder sogar noch eher beginnen zu kdnnen, also eine Voraussage der
Erkrankungen zu ermdglichen, ist aber eine sensitive und validierte Friihdiagnostik

notig.

Die Messung von bestimmten biochemischen oder molekularen Grofen, sogenannten
Biomarkern, dient der Abschidtzung des Erkrankungsrisikos, der Diagnosestellung und
Abgrenzung gegeniiber Differentialdiagnosen, der Bestimmung des Schweregrades
einer Krankheit und der Ermittlung der therapeutischen Effektivitét. Bislang gibt es fiir
Erkrankungen mit komplexem Hintergrund, wie sie die AD und der MP sind, nur
wenige Biomarker. Dies ist durch die Heterogenitit der klinischen Bilder und durch ihre
multifaktorielle Atiologie zu erkliren (Scharnagl et al. 2008, Nicotera & Hampel 2011,
Mattsson 2011).

Immer hiufiger werden genetische Faktoren, nicht nur bei den familidren sondern auch
bei den sporadischen Formen, in Zusammenhang mit der Pathogenese der AD und des
MP gebracht (Griinblatt et al. 2007). Verdnderungen der Expression von Genen mit
Assoziation zu den Erkrankungen konnten als Biomarker dienen und iiber ihre
Bestimmung aus dem Blut oder Liquor cerebrospinalis diagnostisch verwendet werden.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war also die Bestimmung der Expressionsprofile von
Genen mit moglicher Assoziation zur AD, zum MP bzw. zu beiden Erkrankungen im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe, um mogliche Gene, die als Biomarker der

Erkrankungen fungieren konnten, herauszufiltern.
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Dafiir wurden mittels Real-Time Polymerasekettenreaktion 44 Gene untersucht. Zuvor
war eine Analyse der Expressionsprofile von 44760 Genen bei Patienten mit der AD,
dem MP und gesunden Probanden in verschiedenen Hirnregionen mit dem Affymetrix
Gene Chip® Microarray durchgefiihrt und bei diesen Genen krankheitsassoziiert
Verdnderungen detektiert worden (Griinblatt et al. 2007).

Pathogenetisch weisen die AD und der MP einige Gemeinsamkeiten auf. Zu diesen
gehoren u. a. die Fehlfaltung bestimmter Proteine, OS als auch der Einfluss genetischer
Faktoren (Facheris et al. 2004, Schulz & Falkenburger 2004, Haass & Selkoe 2007).
Bisher scheint es kaum Studien zu geben, die die Expression an beiden Erkrankungen
potentiell beteiligter Gene im Vergleich untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden
insbesondere die Genexpressionsprofile vergleichend untersucht, um Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten der beiden neurodegenerativen Erkrankungen aufzudecken, die

Riickschliisse auf ihre Pathogenese geben konnten.

Beim MP ist die Affektion der Stammganglien fiir die motorischen Symptome
verantwortlich. Die Demenz bei der AD wird durch die schwere Beeintrachtigung
hippocampaler Neurone verursacht. Allerdings sind bei beiden Erkrankungen auch das
limbische System sowie kortikale Hirnareale betroffen (Thal & Braak 2005, Braak &
Del Tredici 2006). Beim MP sind die Expressionsstudien jedoch zumeist auf die SN
und das Striatum beschrédnkt (Griinblatt et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde
also des Weiteren die Genexpression in vier verschiedenen, im Verlauf der
Erkrankungen betroffenen Hirnregionen untersucht, um zu klidren, ob regionale

Besonderheiten in der Genexpression bestehen.

Die AD und der MP besitzen eine asymptomatische Phase, in der ohne klinische
Symptome bereits pathologische Prozesse ablaufen. Diese prisymptomatische Phase
kann Jahre andauern. Die klinische Manifestation der Erkrankungen tritt erst bei
Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes ein (Braak et al. 2003a, Braak et al.
2004, Thal & Braak 2005, Braak et al. 2006). Danach verlaufen beide Erkrankungen
weiter chronisch progredient. Um eine moglichst frithe und validierte Diagnose stellen

zu konnen, ist die Kenntnis moglicher krankheitsspezifischer Biomarker und ihres
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Verhaltens im Verlauf der Erkrankungen ndtig. Insbesondere das Auffinden von
Markern, die bereits in den frithesten Krankheitsstadien verdndert sind, ist dabei
essentiell. Die Untersuchung stadienabhingiger Veranderungen in der Expression der
Gene bei der AD und dem MP, um zeitliche Verldaufe aufzeigen und moglicherweise
friih einsetzbare diagnostische Marker bestimmen zu konnen, war entsprechend ein

weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite und Laborbedarf

Reaktionsgefille, Pipettenspitzen, Handschuhe und weiterer Laborbedarf wurde bei den

Firmen Eppendorf, Sarstedt und Kimberly-Clark bestellt.

Folie (fluoreszenzdurchlissig)
Gelelektrophoresekammer
iCycler thermocycler

Kiivetten (UVetten)

Micropipettierplatten (96 Well-skirted Reaction Plate)

Multipipette

Photometer

Pipetten (1-10 pl; 10-100 ul; 100-1000 pl)
Thermomixer comfort

Tischzentrifuge (Vortex MicroSpin FV-2400)
UV-Tisch (Fluolink)

Waage, Mettler PM300

Zentrifuge (1000U/min)

2.1.2 Chemikalien

DEPC-H,0 (DEPC, Diethylpyrocarbonat)
Ethidiumbromid

Fluorescein Calibration Dye (Kat.-Nr.170-8780)
Isopropanol

1Q™ Supermix (Kat.-Nr. 170-8862)

1Q™ SYBR® Green Supermix (Kat.-Nr. 170-8882)
LTK-008 Desinfektionsspray

6xOrange Loading Dye Solution (Kat.-Nr. R0631)
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Sarstedt, Niimbrecht
Peqlab, Erlangen
Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Peqlab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
BioSan, Riga
MWG-Biotech, Ebersberg
Mettler-Toledo, Giessen

Heinse+Ziller, Wiirzburg

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
biodelta, Lohne

Fermentas, St. Leon-Rot
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O’RangeRuler™ 50bP DNA Ladder (Kat.-Nr. SM0613)

RNase freies Wasser
SAKEM Agarose-Pulver
TAE-Puffer (Tris-Acetate-EDTA)

Terralin liquid Desinfektionsspray

Uracil-DNA Glykosylase (Kat.-Nr. EN0361)

2.1.3 Kits

iScript™cDNA Synthesis Kit (Kat.-Nr. 170-8891)

MinElute Gel Extraction Kit (Kat.-Nr. 28604)

QuantiTect™ Probe PCR Kit (Kat.-Nr. 204343)
QuantiTect™ SYBR Green PCR Kit (Kat.-Nr. 204143)

2.1.4 Programme

Fermentas, St. Leon-Rot
QIAGEN, Hilden

Biozym, Hessisch-Oldendorf
Sigma-Aldrich, Steinheim
Schiilke und Mayr,
Norderstedt

Fermentas, St. Leon-Rot

Bio-Rad, Miinchen
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

geNorm Universitit Gent, Gent (Belgien)

1Q™ Optical System Software 3.1
IrfanView 4.10
Microsoft Excel, Microsoft Word

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (Dtl.)
Irfan Skiljan, Wien (Osterreich)
Microsoft Corporation, Redmond (USA)

StatView SAS Institute Inc., Cary (USA)

2.1.5 Probenmaterial

Die Expression der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 44 Gene wurde anhand aus

dem Hirngewebe extrahierter RNA bestimmt. Dazu wurde post mortem Gewebe der

Regionen Gyrus frontalis medialis (Gfm), Gyrus temporalis medialis (Gtm),

Hippocampus und Kleinhirn von 31 Personen verwendet.

Die Proben der untersuchten Personen stammten von der Netherlands Brain Bank

(Amsterdam, Niederlande) und vom Brain-Net Deutschland. Samtliche Arbeitsschritte

sind durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der Universitit Wiirzburg

genehmigt worden.
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Die Stichprobenmenge umfasste 13 Patienten mit AD, 9 Patienten mit MP sowie 9
gesunde Personen. Die Personen waren zum Zeitpunkt ihres Todes zwischen 48 und 94
Jahre alt.

Die Alzheimer und Parkinson Patienten wurden zudem nach Krankheitsstadien in
jeweils zwei Untergruppen eingeteilt, die die frithen und die spiten Stadien
repriasentieren. Die Zuordnung der Alzheimer Patienten erfolgte entsprechend der
histopathologischen Kriterien nach Braak (Braak & Braak 1995, Braak et al. 1999, Thal
& Braak 2005) in die Stadien III/IV (n = 5) und V/VI (n = 8). Die Zuteilung der
Parkinson Gruppe nach der klinischen Hoehn & Yahr Klassifikation (Hoehn & Yahr
1967) erfolgte in die Stadien 2/3 (Mittel der Stadien 1 bis 4, n = 6) und in die Stadien
5/6 (Mittel der Stadien 5 und 6, n = 3). Die Falldaten sind in Tabelle 2.1-1 aufgelistet.

Tabelle 2.1-1: Falldaten

Fall- Diagnose | Stadium der Alter Geschlecht | PMI Todesursache

Nummer Krankheit (Stunden)

RZ199 MP 3/4 (H&Y) 73 F 19 MP, Niereninsuffizienz

RZ218 MP 3/4 (H&Y) 87 F 48 Nicht angegeben

RZ47 MP 3/4 (H&Y) 75 M 24 MP, Pneumonie

083/01 MP 3 (H&Y) 70 M 22 Herzversagen

S97/130 | MP 1 (H&Y) 83 F 3,75 MP, Kachexie

S99/152 MP 1 (H&Y) 79 F 5,33 MP, Nierenversagen mit
kardialer Dekompensation,

Mean 2/3 77,8 M/F=0,5 20,35

(+/-SD) (6,3) (16,02)

RZ238 MP 5/6 (H&Y) 79 F 17 MP, Herzversagen

092/00 MP 5 (H&Y) 65 M 69 MP, Herzversagen

093/00 MP 5 (H&Y) 78 F 29 MP, Herzversagen

Mean 5/6 74 M/F=0,5 38

(+/-SD) (7,8) (26,6)

241/99 AD 1II (B) 75 F 20 Herzversagen

RZ109 AD [I/IV (B) 89 F 24 Nicht angegeben

RZ155 AD 1II (B) 85 F 24 Pneumonie
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Tabelle 2.1-1: Falldaten

Fall- Diagnose | Stadium der Alter Geschlecht | PMI Todesursache

Nummer Krankheit (Stunden)

RZ181 AD IV (B) 94 M 24 Sepsis

S97/287 | AD 1V (B) 75 F 3,42 Demenz, Kachexie,
Pneumonie

Mean II/IV (B) 83,6 M/F=0,25 19,08

(+/- SD) 8,4) (8,9)

007/00 AD V (B) 85 F 17 Herz-, Lungenversagen

173/00 AD V (B) 63 M 24 AD, Lungenversagen

S99/223 AD V (B) 79 M 3,75 Demenz, Dehydratation,
Parkinson-Syndrom

S00/183 | AD VI (B) 70 F 4,5 AD, Atemstillstand

S98/018 | AD VI (B) 75 F 3,83 Kachexie,
kardiale Dekompensation

S99/317 | AD VI (B) 76 F 3,67 AD, Herzstillstand

RZ170 AD V (B) 94 F 24 Nicht angegeben

RZ171 AD V/VI (B) 73 F 24 Herzversagen

Mean V/VI 76,9 M/F=0,33 13,09

(+/- SD) 9,4) (10,1)

138/00 Kontrolle 75 M Toxisches Herzversagen

139/00 Kontrolle 85 M Linksherzversagen

RZ133 Kontrolle 85 M Herzversagen

RZ140 Kontrolle 88 M Akute Niereninsuffizienz

RZ92 Kontrolle 72 M Kammerflimmern

RZ145 Kontrolle 86 F Niereninsuffizienz

S97/382 Kontrolle 48 M Euthanasie, Diabetes
mellitus Typ I mit
sekundidrem Organversagen

S98/091 Kontrolle 87 M Herzstillstand

S98/200 | Kontrolle 74 F Intestinale Nekrose dd bei
Thrombose dd Aneurysma,
instabile Angina pectoris

Mean 77,8 M/F=3,5 19,76

(+/- SD) (12,8) (12,97)

AD: Alzheimer Demenz, B: Braak-Stadium, F: weiblich, H&Y: Hoehn & Yahr Klassifikation, M: ménnlich, Mean:
Mittelwert, MP: Morbus Parkinson, PMI: Post mortem Intervall (Intervall bis zur Gewebeentnahme), SD:

Standardabweichung.
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2.1.6 Primer

Ein Teil der als Primer verwendeten Oligonukleotide der analysierten Gene wurde bei
der Firma Invitrogen bestellt, die Sequenzen wurden mit dem Internetprogramm

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) geplant. Fiir die

Auswahl war die Sequenzspezifitdt der Primer wichtig, die Primerlénge sollte 19 bis 25
Basenpaare (bp), der GC-Gehalt iiber 50 % und die spezifische Schmelztemperatur
zwischen 55-60 °C betragen. Primer-Assays zur Analyse der weiteren Gene
(QuantiTect® Primer Assays) wurden bei der Firma QIAGEN bestellt.

Tabelle 2.1-2 listet die verwendeten Primer der Firma Invitrogen auf. Tabelle 2.1-3
listet die verwendeten Primer der Firma QIAGEN auf. Tabelle 2.1-4 gibt eine Ubersicht

uber die verwendeten Primer fur die Haushalts-Gene.

Tabelle 2.1-2: Primer der Firma Invitrogen

Gen Gen Accession- Vorwirtsprimer Riickwértsprimer | Produkt

(Primer) (Symbol) Nummer Sequenz 5°—3’ Sequenz 3°—5’ Grofle (bp)

Transferrin TF NM_001063 | GAGGCCACTAA TCAGGTTATTG 190
GTGCCAGAG GGAGCCAAG

Catalase CAT NM 001752 | GCCTGGGACCC GAATCTCCGCA | 203
AATTATCTT CTTCTCCAG

Solute carrier SLC1A7 BC000651 ACCCAACGACTT | CACACACGGAG | 266

family 1 (glial high CCACTCAC AACATTTGG

affinity glutamate

transporter),

member 7

Human myelin MBP M13577 CCGTAGTCCACT | CAACTCCGCAG | 384

basic Protein TCTTCAAG GCATTAG

Ferritin, Heavy FTHI1 NM 002032 | CTGGAGCTCTAC | CACACTCCATT 232

polypeptide 1 GCCTCCTA GCATTCAGC

Diazepam binding DBI NM_020548 | GAGCTGAAAGG | TTAGAGCCGTA | 226

inhibitor (GABA GACTTCCAA TGGTGAGCA

receptor modulator,

acyl-CoA binding

protein)

Heme oxygenase HMOX1 NM 002133 | GCCAGGTGACC GGAAGTAGACA | 120

(decycling) 1 CGAGACG GGGGCGAAGAC

Caspase 1, CASP1 MS87507 GTGCAGGACAA CGCTGTACCCC 250

Interleukin-1 beta CCCAGCTAT AGATTTTGT

convertase

Kruppel-like KLF12 NM 016285 | CAGTCGGTGCCT | AAGGTCACATT 179

factor 12 GTTGTCTA TGGCAGGTC

Channel Kinase 2 CHAK2 AF350881 GCACTCGCACTT | CGGCACGCCTT 130
CATCCTGTC GTCTTGAG
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Tabelle 2.1-2: Primer der Firma Invitrogen

Gen Gen Accession- Vorwirtsprimer Riickwértsprimer | Produkt

(Primer) (Symbol) Nummer Sequenz 5°—3’ Sequenz 3°—5’ Grofye (bp)

Chediak-Higashi LYST Ug4744 ATTCCGAGGTTT | GATCCTGGCTT 194

Syndrome protein CTGTGGTG CTGTTCAGC

short isoforme -

lysosomal

trafficking

regulator

5-Hydroxy- HTR4 AJ131724 GGTTTCGGTGCT | GCAGATGGCGT | 166

tryptamine GGTGATG AATACCTATCC

(Serotonin)

receptor 4

Olfactory receptor, [ OR10H3 NM 013938 | ATGCCTGGTCAG | CAGATGATGTC | 144

family 10, AAC TTGCTC

subfamily H,

member 3

Amyloid beta (A4) | APP BC004369 GATGCGGAGGA | TCTGTGGCTTCT | 203

precursor protein GGATGAC TCGTAGG

Sorting Nexin 2 SNX2 NM_003100 | AGAAGACTCAT | AGACCAAGGCT | 326
CATCCACTG TCAACAC

Tubulin, beta 2A TUBB NM_001069 | CACCTTCATCGG | TTCCACATCATT | 375
CAACAG ACATCAACAG

Neugrin, neurite NGRN AF225423 CATGGAGCAGA | TCTTCGGATCA 100

outgrowth TACGGTATTTAC | CATCATCAGTG

associated C

Component of COG2 NM_007357 | TCCTCACCATTG | CCACACTGCCG | 228

oligomeric golgi CCGCCTTC TTCCAATCTTC

complex 2

Oligophrenin 1 OPHNI1 NM 002547 | AATTAACATCGC | TGAAGACAGGT | 220
TGAATCC GTAAGTG

Synapsin I1 SYN2 AW139618 CATACTGCTGTC | GTCATACCTGT | 223
ATAGTG GTTACTG

Cytochrome b5 CYB5A NM 001914 | GCTACTGAGAA | AATTTGAGCGC | 436

type A CTTTGAGG AGAAAGG

(microsomal)

Monoamine MAOA BT006651 TAAGGAATGAG | CTTCACTTGGTC | 554

oxidase A CATGTTGATTAC | TCCGAGGA
G

Monoamine MAOB M69177 ACCCAGAATCGT | TATGATTTGCC 101

oxidase B ATCTTGAGA CTTTACATGGT

Nuclear factor of NFKBI1 M58603 TGGGTATACTTC | CACCAAGAGTC | 98

kappa light ATGTGACAAAG | CAGGATTATAG

polypeptide gene A C

enhancer in

B-cells 1

Histone cluster 1, HISTIH3E | NM_003532 | GGTGCGAGAAA | GGGCAAGCTGG | 173

H3e TAGCTCAGG ATGTCTTTA

Histone cluster 1, HISTIH4C | NM_003542 [ ACTTGCAAACAC | ATACAAACTTG | 172

H4c, member G CCTTCCAC GCGGACCTG
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Tabelle 2.1-3: Primer der Firma QIAGEN

Gen (Primer) Gensymbol Accession-Nummer Katalog Nummer

Insulin receptor substrate 4 IRS4 NM_003604 QT00209125

Beta-site APP-cleaving BACEl1 NM 012104 QT00084777

enzyme 1

Glutathione S-transferase GSTM1 NM_000561 QT00046417

mu 1

Glutamate receptor, GRINLIA NM_015532 QT00065107

ionotropic, N-methyl D-

aspartate-like 1A

Glutamate receptor, GRIK4 NM 014619 QT00099897

ionotropic, kainate 4

Glutamate receptor, GRIA4 NM_000829 QT00072240

ionotropic, AMPA 4

Solute carrier family 1 (glial SLC1A2 NM_ 004171 QTO00083559

high affinity glutamate

transporter), member 2

Cannabinoid-receptor 2 CNR2 NM_ 001841 QT00012376

(Macrophage)

Cholinergic receptor, CHRNAG6 NM_004198 QT00017458

nicotinic, alpha 6

Glial fibrillary acidic protein GFAP NM_002055 QT00081151

Synaptotagmin I SYT1 AV731490 QT00037597
NM_005639

Amyloid beta (A4) precursor APBA3 All41541 QTO00075278

protein-binding, family A,

member 3

Solute carrier family 1 (glial SLC1A3 NM 004172 QT00069874

high affinity glutamate

transporter), member 3

Vacuolar protein sorting 41 VPS41 NM 014396 QT00028322

homolog (S. cerevisiae)

Vacuolar protein sorting 35 VPS35 NM_018206 QT00068649

homolog (S. cerevisiae)

Insulin-degrading enzyme IDE NM_ 004969 QT00080773

Insulin-like growth factor 1 IGFIR NM_000875 QT00005831

receptor

Synaptotagmin IV SYT4 NM_020783 QT00003269
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Tabelle 2.1-4: Primer der Firma QIAGEN fiir die Haushaltsgene

Gen/Primer Gensymbol Accession-Nummer Katalog Nummer
18S ribosomal 1 RNA RRN18S1 V01270 QT00199367
Homo sapiens actin, beta ACTB NM 001101 QT00095431
Aminolevulinate, delta-, ALASI1 NM_000688 QT00073122
synthase 1

Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH NM_002046 QT00079247
dehydrogenase

Ribosomal protein L13a RPLI3A NM 012423 QT 00089915
Peptidylprolyl isomerase A PPIA NM 021130 QT00052311
(cyclophilin A)

2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion von RNA aus Hirngewebe

Die verwendete RNA stand zu Beginn der vorliegenden Arbeit bereits zur Verfiigung.

Die Extraktion der RNA aus dem Hirngewebe war zuvor von einer Mitarbeiterin des

Neurochemischen Labors der Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie

der Universitit Wiirzburg mit einem Phenol-Chloroform-Guanidinisothiocyanat-
Reagenz (peqGOLD TriFast™, PeQLabGmbH, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt
worden (Griinblatt et al. 2007, Jacob et al. 2007). Die Lagerung der RNA-Proben

erfolgte bei -70 °C.

2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und RNA-Qualitit

Durch spektrophotometrische Messung wurde im ersten Arbeitsschritt die Qualitdt und

Konzentration der RNA bestimmt. Dazu wurde die RNA mit RNAse-freiem H,O im

Verhiltnis 1:79 verdiinnt und die Absorption (A) bei einer Wellenldnge von 260 nm

gemessen.

Fiir die Konzentrationsberechnung gilt:

Ajeo = 1 entspricht 44 pg/ml RNA
Ajeo = 1 entspricht 40 pg/ml DNA.
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Zur Uberpriifung der Reinheit bzw. der Qualitit der Probe wurde zusitzlich die
Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen. Der Quotient Aye0/Asso sollte
zwischen 1,8 und 2,0 liegen als Zeichen fiir das Fehlen von DNA oder Proteinresten in

der RNA-Probe. Nur dann wurde die jeweilige RNA-Probe weiter verwendet.

2.2.3 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Fiir die Messung der Genexpression wurde in der vorliegenden Arbeit die vorhandene
RNA mit der real-time reverse transcription PCR (RT-PCR), einer speziellen Form der
Polymerasekettenreaktion (PCR), untersucht.

Bei der PCR eingesetzte Polymerasen, sogenannte DNA-Polymerasen, sind DNA-
spezifisch und konnen RNA nicht amplifizieren. Daher muss die RNA zuerst mit Hilfe
einer RNA-abhidngigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, in DNA

umgeschrieben werden. Dieser Vorgang wird als reverse Transkription bezeichnet.

Die Herstellung der cDNA (c, engl. complementary) aus der RNA erfolgte mit dem
»1Script cDNA Synthesis Kit“ der Firma Bio-Rad. Das Kit enthélt Oligo(dT)- und
random Hexamer Primer sowie die Reverse Transkriptase, eine MMLV-RT (Moloney
Murine Leukemia Virus-Reverse Transkriptase) mit einer RNAse H'-Aktivitit.

Bei der Verwendung des ,,iScript cDNA Synthesis Kit* wird zur Produktion von cDNA
nur 1 pg RNA benotigt.

Die Berechnung des einzusetzenden Volumens (Vzi)) RNA aus der Konzentration (C)

der RNA geschieht wie folgt:
Vzie RNA pl =1000 ng/C RNA ng/ul

Um einen Reaktionsansatz von 20 pl zu erhalten, wurden, wie in Tabelle 2.2-1
angegeben, der ,,iScript Reaktionsmix* mit der ,,iScript Reverse Transkriptase® und
dem berechneten Volumen RNA gemischt und die Differenz mit DEPC-Wasser
aufgefiillt. Im Anschluss wurde entsprechend dem Reaktionsprotokoll der

Reaktionsansatz inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 2.2-1: Reaktionsansatz fiir die reverse Transkription mittels ,,iScript cDNA Synthesis Kit*

Reaktionskomponenten Volumen/Reaktion (ul)
H1Script Reaktionsmix* 4

Li3cript Reverse Transkriptase 1

Nuklease freies-Wasser X

RNA (1 pg) X (berechnet, wie o. a.)
Gesamtvolumen 20

2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Die PCR, die 1983 von Kary Mullis entwickelt wurde, ist eines der sensitivsten und
flexibelsten Verfahren zum Nachweis von DNA-Abschnitten mit spezifischer Sequenz
in vitro. Thr Prinzip ist die Amplifikation von DNA in einem sich stetig wiederholenden
Zyklus aus drei Reaktionsschritten.

Fiir die Durchfiihrung einer PCR werden mehrere Komponenten im Reaktionsansatz
bendtigt. Dies ist zum einen die Original-DNA, welche die zu amplifizierende Sequenz
enthdlt und deren optimale Lidnge maximal 100 bp betragen sollte. Als Bausteine fiir
den zu synthetisierenden Strang sind Desoxyribonukleotide essentiell. Notig sind
zudem die als Primer verwendeten Oligonukleotide mit einer bekannten Sequenz, die
als Initiationsstellen den zu amplifizierenden Bereich auf der DNA eingrenzen und den
Start flir die Replikation durch die DNA-Polymerase (PM) bieten. Als PM werden oft
hitzestabile sogenannte Taq-PM des Thermus aquaticus eingesetzt. Mg**-Ionen dienen
als Kofaktor der PM und stabilisieren die Bindung der Primer an die DNA-Matrize.
Spezielle Pufferlosungen (Sublime) schaffen ein optimales chemisches Milieu fiir die
PM (Bustin 2000).

Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird durch Erhitzen des Reaktionsansatzes auf ca.
95 °C der als Matrize verwendete DNA-Doppelstrang in zwei komplementére
Einzelstringe getrennt. Das Absenken der Temperatur auf ca. 55-60 °C fiihrt zur
Hybridisierung der als Primer verwendeten Oligonukleotide an den komplementiren
DNA-Abschnitt. AnschlieBend kann bei einer Temperatur von ca. 72 °C die Extension

der DNA durch die PM erfolgen.
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Durch den repetitiven Ablauf dieses Zyklus, ca. 30-40fach, wird die DNA exponentiell
vervielfdltigt und es entstchen am Ende theoretisch 2* Amplifikationsprodukte
(Hoffmann-La Roche AG 2006).

Bei der konventionellen qualitativen PCR wird anschlieBend das Produkt auf ein
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch anhand seiner GroBe identifiziert

(Hoffmann-La Roche AG 2006).

2.2.5 Real-Time Polymerasekettenreaktion

Zur Analyse der Expression des Zielgens wurde in der vorliegenden Arbeit die real-
time reverse transcription PCR (RT-PCR) verwendet.

Die RT-PCR bietet die Moglichkeit, die vorhandene DNA-Menge wihrend der PCR-
Reaktion, also in Echtzeit, zu messen. Daher wird sie auch als quantitative oder Real-
Time quantitative PCR bezeichnet. Die Detektion der DNA erfolgt mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen am Ende jedes PCR-Zyklus, wobei das Fluoreszenzsignal
proportional zur Menge der amplifizierten DNA zunimmt. Im Gegensatz zur
konventionellen PCR ist eine gelelektrophoretische Bestimmung der Produkte nicht
notig, wodurch die Kontaminationsgefahr der Proben verringert wird.

Zur Quantifizierung der Probenmenge wird der Ct (Schwellenwertzyklus) zur Hilfe
genommen. Der Ct-Wert einer Probe ist der Schwellenwert, also der PCR-Zyklus, an
dem ihre Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt
(Bustin 2000).

Die Amplifikation der DNA wiéhrend der RT-PCR wird in drei oder auch vier Phasen
eingeteilt. In Phase 1, unterhalb des Ct, ist die Probenmenge zu gering fiir eine optimale
Amplifikation. In Phase 2 tritt eine exponentielle Amplifikation ein. Phase 1 und 2
werden hdufig als exponentielle Phase zusammengefasst. In Phase 4, der Plateauphase,
tritt durch den Verbrauch der Reaktionskomponenten, die Produkthemmung und die
temperaturbedingte Zerstérung der PM eine Stagnation der Nukleinsduresynthese ein.
In Phase 3, der linearen Phase oberhalb des Ct, findet durch ein ausgewogenes
Verhiltnis aller Reaktionskomponenten die lineare Amplifikation statt. Man spricht
auch von der log linearen Phase der RT-PCR, die etwa 30 Zyklen anhilt. Es besteht
eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus der DNA-

Ausgangsmenge und dem Ct (Pfaffl 2004a, Yuan et al. 2006).
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Abbildung 2.2.1 zeigt die DNA-Amplifikation einer RT-PCR der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 2.2-1: DNA-Amplifikation wihrend einer Real-Time PCR, wie sie in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt wurde. Die horizontale Linie (orange) markiert den Ct (Schwellenzyklus). Cycle: Zyklus, PCR:

Polymerasekettenreaktion.

2.2.6 DNA-Isolierung zur Standardherstellung

In jeder RT-PCR léuft eine Verdiinnungsreihe aus Standards neben der Ziel-DNA mit.
Der Einsatz von Standards bei einer RT-PCR dient der Berechnung der Effizienz der
PCR sowie der Ausgangskonzentration der cDNA. Uber die Standardreihe kann zudem
die Qualitit mehrerer RT-PCR Platten eines Gens kontrolliert werden (Larionov et al.
2005). Jede Nukleinsdure kann als Standard eingesetzt werden, sofern ihre
Konzentration und Liange bekannt ist (Bustin 2000).

Durch Auftragen des Ct gegen den Logarithmus der Standardkonzentration wird eine
Standardkurve erstellt. Uber die Steigung (m) der Standardkurve kann die Effizienz (E)
der PCR bestimmt werden:

Effizienz E =10"/™

Die Effizienz von 100 % (E=2) entspricht der Verdopplung der Amplifikationsprodukte
in jedem PCR-Zyklus (Pfaffl 2004b).
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Abbildung 2.2.2 bildet die Standardkurve einer in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten RT-PCR ab.
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Abbildung 2.2-2: Standardkurve einer Real-Time PCR. Durch Auftragen des Ct gegen den Logarithmus der
Ausgangskonzentration der Standards wird die Standardkurve generiert. An dieser kann anhand der Ct-Werte der
Ziel-DNA deren Ausgangskonzentration bestimmt werden. Correlation Coefficient: Korrelationskoeffizient, DNA:
Desoxyribonukleinsdure, PCR: Polymerasekettenreaktion, PCR-Efficiency: PCR-Effizienz, Slope: Steigung,
Threshold Cycle: Schwellenzyklus (Ct), Unknowns: “Unbekannte” (entspricht der Ziel-DNA).

Die Herstellung der Standards fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte RT-
PCR erfolgte nach dem ,,MinElute Gel Extraction Kit*“ Protokoll der Firma QIAGEN.
Dazu wurden zunédchst die Primer des entsprechenden Gens durch die RT-PCR
amplifiziert und mittels Gelelektrophorese in einem Agarosegel aufgetrennt.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1,5 g Gelpulver auf 100 ml TAE-Puffer
verdiinnt, dann erhitzt, mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt und zum Auskiihlen in einen
mit einem Probentaschenkamm vorbereiteten Gelschlitten gegossen. In die mit TAE-
Puffer gefiillte Elektrophoresekammer wurde ebenfalls 5 pl Ethidiumbromid gegeben
und das préparierte Agarosegel hinzugefiigt. Je 20 pl Primerproben wurden, im
Verhiltnis 1:4, mit je 5 pul Orange Loading Dye versetzt und in die Taschen des
Agarosegels gefiillt. Das Gel lief bei 120 Volt etwa 40 Minuten.

Anschliefend wurde die gesuchte Bande unter UV-Kontrolle ausgeschnitten und
gewogen und anhand des ,,MinElute Gel Extraction Kit* Protokolls weiterverarbeitet.
Das erhaltene Eluat entspricht dabei der gereinigten DNA, die in der vorliegenden
Arbeit nach spektrophotometrischer Bestimmung ihrer Konzentration schrittweise von
10° (ng/pl) auf 107 (ng/pl) verdiinnt und in Form von Duplets oder Triplets als

Standardreihe verwendet wurde.

54



Material und Methoden

Aus der Konzentration (C) kann auch die Kopienzahl der DNA bestimmt werden:

(C g/ul/ [Linge PCR-Produkt in bp x 660]) x 6.022x10*

2.2.7 Reaktionsansitze der Real-Time Polymerasekettenreaktion

Zur Quantifizierung des Zielgens wurden Fluoreszenzfarbstoffe, SYBR-Green- oder
TagMan-Sonden, eingesetzt. Die quantitative RT-PCR mit TagMan-Sonden wurde mit
dem ,,iQ™ Supermix“, bei Verwendung von SYBR-Green Fluoreszenzfarbstoff mit
dem ,,iQ™ SYBR®™ Green Supermix*“ durchgefiihrt.

Die Amplifikation des Genproduktes mittels RT-PCR erfolgte mit dem ,,QuantiTect™
SYBR Green PCR Kit*, die der Haushalts-Gene mit dem ,,QuantiTect™ Probe PCR
Master Mix“. Es wurde ein Reaktionsvolumen von 25 pl entsprechend der in Tabelle
2.2-2 und 2.2-3 angegebenen Reaktionsansitze pipettiert. Die verwendete DNA-Menge
betrug fiir die Primer-Assays 1 pl DNA pro Reaktionsansatz, fiir die selbst hergestellten
Primer ebenfalls 1 pl DNA, in einigen Ansitzen war eine Menge von 3 pul DNA nétig.
Die cDNA wurde dafiir im ersten Schritt in die Reaktionsplatte pipettiert, der Ansatz
aus den restlichen Komponenten gemischt und anschlieBend zur cDNA pipettiert. Fiir
jede Probe wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Bei Verwendung von SYBR-
Green Fluoreszenzfarbstoff wurde im Anschluss an die Amplifikation eine
Schmelzkurvenanalyse zum Nachweis des spezifischen Genproduktes durchgefiihrt, bei
der Anwendung von TagMan-Sonden war diese nicht n6tig. Fiir die Primer galten die in

Tabelle 2.2-4 aufgefiihrten Amplifikationsparameter.

Tabelle 2.2-2: Reaktionsansiitze der Real-Time PCR fiir Primer-Assays

Reaktionskomponenten Volumen/Ansatz | Reaktionskomponenten Volumen/Ansatz
(ub) (ub)

QuantiTect™ SYBR Green PCR QuantiTect™ Probe PCR Master

. 12,5 . 12,5
Master Mix Mix
Primer Assay 2,5 10xQuantiTect Assay Mix 2,5
Fluorescein 0,25 Optional: UNG 0,52
RNAse freies Wasser 8,75 RNAse freies Wasser 7-9
cDNA-Matrize 1 cDNA-Matrize 1
Assay X Haushalts-Gen X
Gesamtvolumen 25 Gesamtvolumen 25

55



Material und Methoden

Tabelle 2.2-3: Reaktionsansiitze der Real-Time PCR fiir selbst hergestellte Primer

Reaktionskomponenten Volumen/Ansatz | Reaktionskomponenten Volumen/Ansatz
(u) (u)
iQ™ SYBR® Green Supermix 12,5 1Q™ Supermix 12,5
Primer F 0,5 Primer F 0,5
Primer R 0,5 Primer R 0,5
- - Sonde 1
RNAse freies Wasser 8,5-10,5 RNAse freies Wasser 7,5-9,5
cDNA-Matrize 1-3 cDNA-Matrize 1-3
SYBR-Green X TagSonde X
Gesamtvolumen 25 Gesamtvolumen 25
Tabelle 2.2-4: Real-Time PCR Amplifikationsparameter der verwendeten Primer
Primername Denaturierung Annealing Extension Schmelz- ZyKklen
punkt
Temp Dauer Temp Dauer Temp/Dauer Temp
(°C) (sec) (°C) (sec) (°C/sec) (°C)
NM_001752 95 15 62 45 84/10 88 40-45
BC000651 95 15 55,2 45 83 85,5 45
NM_001063 95 15 60 45 86,5 40
NM_003542 95 15 64 45 83,5 35-40
NM_ 020548 95 15 63 45 83 30-40
NM_002032 95 15 64 45 84,5 30
M87507 95 15 63 45 85,5 40
NM_016285 95 15 64 45 86 38
NM_003532 95 15 63 45 85/10 89 40
NM_001841 94 15 55 30 72/30 81 45

PCR: Polymerasekettenreaktion, sec: Sekunden, Temp:

Temperatur.
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Tabelle 2.2-4: Real-Time PCR Amplifikationsparameter der verwendeten Primer

Primername Denaturierung Annealing Extension Schmelz- ZyKlen
punkt
Temp Dauer Temp Dauer Temp/Dauer Temp
cO) (sec) cO) (sec) (°C/sec) °O)

NM_004198 94 15 55 30 72/30 45
AJ131724 95 20 67 55 81/10 85,5 40-45
NM_013938 95 20 58 55 88 40-45
AF350881 95 20 61 55 84 40
BC004369 95 20 61 45 86 35
NM_003100 95 20 52 45 81/10 84,5 38
NM_001069 95 20 61 55 87/10 91 43-45
AF225423 95 20 63 45 85,1 40-45
NM_004172 94 15 55 30 72/30 45
NM_020783 94 15 55 30 72/30 45
NM_001914 95 20 60 55 84/5 89 45
NM_002547 95 20 60 55 83,5 35-45
AW139618 95 20 60 55 85,5 38
NM_002133 95 20 60 55 85/10 87,5 40
M13577 95 20 66 55 89 45
NM_002055 94 15 55 30 72/30 85-86 45
Al141541 94 15 55 30 72/30 45
NM_004171 94 15 55 30 72/30 45
BT006651 95 20 57,5 30 91,4 45
M69177 95 20 57,5 30 83,7 45
M58603 95 20 63 30 82,2 45
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Tabelle 2.2-4: Real-Time PCR Amplifikationsparameter der verwendeten Primer

Primername Denaturierung Annealing Extension Schmelz- ZyKlen
punkt

Temp Dauer Temp Dauer Temp/Dauer Temp

cO) (sec) O (sec) (°C/sec) °O)
Ug4744 95 15 64 45 85,5 40
NM_003604 94 15 55 30 72/30 82-83 45
NM_000561 94 15 55 30 72/30 45
AV731490 / 94 15 55 30 72/30 81 45
NM_005639
NM_014619 94 15 60 30 72/30 87 45
NM_000829 94 15 55 30 72/30 87 45
NM_015532 94 15 55 30 72/30 79-80 45
NM_014396 94 15 60 30 72/30 45
NM_018206 94 15 55 30 72/30 45
NM_004969 94 15 55 30 72/30 45
NM_0 07357 95 20 61 55 83,5 38-45
NM 001101 94 15 56 30 76/30 40
NM_012104 94 15 60 30 72/30 45
NM_000875 94 15 55 30 72/30 45
NM_000688 94 15 56 30 76/30 40
NM_002046 94 15 56 30 76/30 40
NM 012423 94 15 56 30 76/30 35
V01270 94 15 56 30 76/30 36
NM_021130 94 15 56 30 76/30 40
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2.2.8 Quantifizierung des Real-Time PCR-Produktes

Die Quantifizierung des DNA-Produkts einer RT-PCR kann durch unterschiedliche
Methoden erfolgen. Bei der absoluten Quantifizierung wird anhand der Standardkurve
die genaue Anzahl der in einer Probe vorhandenen DNA berechnet. Bei der relativen
Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf interne Referenzgene, die

sogenannten Haushaltsgene (engl. Housekeeping gene), bezogen (Pfaffl 2004b).

2.2.8.1 Absolute Quantifizierung

Die Bestimmung der genauen Anzahl an DNA-Kopien im Reaktionsansatz wird iiber
die Ermittlung der Standardkurve gefiihrt. Nach der Amplifizierung der Standards
durch die RT-PCR erfolgt durch den iCycler die Berechnung der Standardkurve und
der Effizienz der RT-PCR. Uber die Ct-Werte der Ziel-DNA kann an der
Standardkurve die absolute Menge der Ziel-DNA berechnet werden.

Standardkurven sind in hohem Mafe reproduzierbar und erlauben so die Generierung
sensitiver und spezifischer Daten. Dies ist allerdings von der Qualitit der Standards
abhingig. Ein Nachteil der absoluten Quantifizierung mit Reverse Transkriptase-
Produkten als Standards ist deren Abhidngigkeit von der Qualitit der reversen

Transkription (Pfaffl 2004a).

2.2.8.2 Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung, wie sie in der vorliegenden Arbeit erfolgt ist, wird
die Expression des Zielgens auf eine interne Kontrolle, meist ein Haushaltsgen,
bezogen und so Anderungen in der Expression nachgewiesen. Es erfolgt keine
Bestimmung von absoluten Mengen oder Konzentrationen (Pfaffl 2004a, Pfaffl 2004b).
Ein Vorteil dieser Methode gegeniiber der absoluten Quantifizierung liegt in der
Minimierung der Varianz der Expressionsergebnisse, da alle Storungen (z. B. bei der
Probenextraktion, Effizienzunterschiede bei der reversen Transkription) sowohl die
Zielgene als auch die Haushaltsgene betreffen.

Haushaltsgene werden ubiquitir exprimiert, sie kodieren fiir grundlegende
Zellfunktionen, ihre Expression ist unabhidngig von Zelltyp oder Zellstadium und wird

nicht durch besondere Zustinde wie Krankheit, Stress oder Medikamenteneinnahme

59



Material und Methoden

beeinflusst. Geringe Expressionsunterschiede gibt es allerdings auch bei ihnen, daher
sollten immer mindestens zwei Gene in eine Untersuchung eingehen (Vandesompele et
al. 2002).

Zur Bestimmung der relativen cDNA-Menge muss eine Normalisierung der
Expressionswerte der Zielgene gegen die der Haushaltsgene durchgefiihrt werden
(Wiedemann et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde dafiir das geNorm-
Programm verwendet (Vandesompele et al. 2002). Fiir jedes Haushaltsgen miissen
dafiir zunéchst die Ct-Werte aller Proben bestimmt und mit Hilfe der Effizienz der RT-
PCR in relative Expressionswerte (Wgr) umgerechnet werden (Wiedemann et al. 2004).

Die Formel zur Berechnung der relativen Expression lautet:

WR — E(minCt mittel - Ct mittel)

Anschliefend werden die Wr-Werte in das geNorm-Programm importiert und das in
der Expression stabilste und instabilste Haushaltsgen bestimmt. Als Maf} der Stabilitdt
eines Gens dient der M-Wert. Dabei zeigt der hdchste M-Wert das instabilste Gen an,
das aus der weiteren Berechnung herausgenommen wird. geNorm berechnet auch die
optimale Anzahl der fiir die Normalisierung ndtigen Haushaltsgene und den
Normalisierungsfaktor (NF) fiir jede Probe (Wiedemann et al. 2004).

Die Normalisierung der Zielgene, mit der man die Expressionswerte des Zielgens (GVI,

Gen von Interesse) im Verhéltnis zum Referenzgen erhilt, erfolgt tiber die Formel:

E(GV1 normatisierty = WrGv/NF v

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs Haushaltsgene (RRN18s, ACTB, PPIA,
RPL13A, GAPDH, ALASI) untersucht. Die vier stabilsten RRN18S1, ACTB, PPIA

und RPL13A gingen in die weitere Berechnung ein.

Abschliefend wurde aus den mittels Normalisierung berechneten Expressionswerten
aller Proben der statistisch signifikant verdnderten Gene flir die einzelnen zu
untersuchenden Gruppen der Mittelwert gebildet und jeweils zum Gesamtmittelwert der
Kontrollgruppe (KG) ins Verhiltnis gesetzt. Der Gesamtmittelwert der KG diente dabei

als 100 %-Wert. So konnte eine Aussage liber die x-fache prozentuale Expression des
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untersuchten Gens in der Patientengruppe im Vergleich zur gesunden Gruppe getroffen

werden.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der RT-PCR-Messungen erfolgte mit dem
Programm StatView SAS Institute Inc. Version 5.0. Als statistische Verfahren wurden
die Varianzanalyse ANOVA (engl. Analysis of Variance, Varianzanalyse) sowie der
Post-Hoc Scheffe Test eingesetzt, um die relative Expression der Proben aus der AD
Gruppe, der MP Gruppe und der KG fiir jede der vier untersuchten Hirnregionen und
jedes Gen zu berechnen. Zudem wurden die AD und der MP auf
Expressionsunterschiede untereinander verglichen. Als Signifikanzniveau wurde
p<0,05 festgelegt, p<0,01 galt als hoch signifikant, p</=0,1 wurde als Tendenz
gewertet. Gene mit signifikanter Expressionsianderung wurden weiter beziiglich ihres
Expressionsverhaltens in den einzelnen Krankheitsstadien jeder der Patientengruppen

untersucht. Auch hier galt als Signifikanzniveau p<0,05.
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3 Ergebnisse

Basierend auf der Analyse von 44760 Genen bei Patienten mit AD, MP und gesunden
Personen in verschiedenen Hirnregionen mit dem Affymetrix Gene Chip® Microarray
(Affymetrix Human Genome U133 A+B set Gene Chip®) wurde in der vorliegenden
Arbeit weiterfilhrend die Expression der 44 Gene untersucht, bei denen mit dem
Microarray krankheitsabhingige Anderungen der Expressionsprofile detektiert worden
waren (Griinblatt et al. 2007).

Die Tabellen 2.1-2 und 2.1-3 listen alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene
auf. Tabelle 7.1-1 im Anhang listet alle Gene auf, die in der Patientengruppe eine
statistisch signifikante Anderung ihrer Expression gegeniiber der in der KG in
mindestens einer untersuchten Hirnregion aufwiesen.

Die Stichprobenmenge der vorliegenden Arbeit umfasste 31 Proben von Patienten mit
der AD, dem MP und gesunden Personen aus den vier Hirnregionen Gyrus frontalis
medialis (Gfm), Gyrus temporalis medialis (Gtm), Hippocampus und Kleinhirn, die
postmortal gewonnen worden waren.

Im Folgenden werden die Ergebnisse ausgesuchter Gene mit signifikanter Anderung der
Expression der Patientengruppen gegeniiber der KG erldutert. Die Expressionsédnderung
wird im Text in Prozentzahlen angegeben, (+/-) kennzeichnet den -einfachen
Standardfehler (SEM) des jeweiligen Ergebnisses. In den Graphiken werden die
normalisierten Mittelwerte der mittels RT-PCR untersuchten cDNA-Proben dargestellt.
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3.1 Genexpression von BACE1 (Beta-site amyloid precursor protein cleaving

Enzyme 1)

Die Analyse von BACEI in der AD Gruppe (n = 9) ergab im Hippocampus eine
statistisch signifikante Abnahme der Expression um 89 % (+/- 8 %, p = 0,03) im
Vergleich zur KG (n = 6). Im Gfm (n = 6), Gtm (n = 7) und im Kleinhirn (n = 10)
zeigten sich bei der AD keine statistisch signifikanten Anderungen zum
Expressionsverhalten der KG. Nach der Berechnung der Krankheitsstadien III/IV und
V/VI nach Braak wurde weder im Hippocampus noch in den anderen drei untersuchten
Hirnarealen eine Expressionséinderung gemessen.

Abbildung 3.1.1 zeigt die Expression des BACE1-Gens in der AD Gruppe im Vergleich

zur KG im Hippocampus.
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Abbildung 3.1-1: Expression des BACE1-Gens im Hippocampus bei der AD im Vergleich zur Kontrollgruppe
in einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten AD Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium III/IV nach
Braak (III/IV), Stadium V/VI nach Braak (V/VI). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

In der MP Gruppe (n = 7) wurde im Hippocampus im Vergleich zur KG (n = 7) eine
Abnahme der Genexpression um 72 % (+/- 16 %, p = 0,1) gemessen. Diese war

geringer als in der AD Gruppe ausgepragt und zeigte zwar eine Tendenz an, war aber
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statistisch nicht signifikant. In den einzelnen Krankheitsstadien war die
Expressionsidnderung der Patientengruppe zur KG ohne statistische Signifikanz.

In den iibrigen drei untersuchten Hirnregionen ergab sich weder eine Anderung der
Expression von BACEl in der gesamten MP Gruppe noch in den einzelnen
Krankheitsstadien gegeniiber der KG.

Abbildung 3.1.2 zeigt die Expression des BACE1-Gens in der MP Gruppe im Vergleich

zur KG im Hippocampus.
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Abbildung 3.1-2: Expression des BACE1-Gens im Hippocampus bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3
Hoehn&Yahr (2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

3.2 Genexpression des Glutamattransporters SLC1A3 (solute carrier family 1,

glial high affinity glutamate transporter, member 3)

Die Analyse des SLC1A3-Gens zeigte in der gesamten AD Gruppe (n = 9) im Kleinhirn
eine statistisch signifikante 643%ige (+/- 281 %) Steigerung der Expression (p = 0,01)
im Vergleich zur KG (n = 4). In den Stadien V/VI nach Braak (n = 6) ergab sich eine
ebenfalls signifikante Zunahme der Genexpression um 786 % (+/- 305 %, p = 0,02),
wéhrend in den Krankheitsstadien II/III nach Braak der gemessene Expressionsanstieg

nicht signifikant war.
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Abbildung 3.2.1 zeigt die Expression des SLC1A3-Gens in der AD Gruppe im
Vergleich zur KG im Kleinhirn.

Kleinhirn A Kleinhirn B

W=

PR =3
3 2
w4 74 O aD
= 4 =
= M 2D - B Control
E . B Control 73_3_
B =
52 32
- H . N

[l

SLCIAS Contrel TV VT

Abbildung 3.2-1: Expression des SLC1A3-Gens im Kleinhirn bei der AD im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten AD Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium III/IV nach
Braak (ITI/1V), Stadium V/VI nach Braak (V/VI). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

In der MP Gruppe (n = 5) ergab sich ebenfalls im Kleinhirn eine zur KG (n = 4)
statistisch signifikant um 546 % (+/- 276 %, p = 0,03) gesteigerte Expression. In den
Stadien 2/3 nach H&Y (n = 4) wurde bereits eine nicht signifikante Hochregulierung
um 454 % (+/- 261 %, p = 0,1) gemessen. In den Krankheitsstadien 5/6 nach H&Y
nahm die Expression zwar weiter zu, es fand sich eine Steigerung um 920 % (p = 0,06).
Aufgrund der Stichprobenmenge (n = 1) ist dieses Ergebnis jedoch nicht zu verwerten.
Abbildung 3.2.2 zeigt die Expression des SLC1A3-Gens in der MP Gruppe im
Vergleich zur KG im Kleinhirn.
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Abbildung 3.2-2: Expression des SLC1A3-Gens im Kleinhirn bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.), n (Patientenzahl).
Stadium 2/3 Hoehn&Yahr (2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

Im Hippocampus war die Expression von SLC1A3 in der AD Gruppe (n = 10) im
Vergleich zur KG (n = 6) statistisch signifikant um 82 % (+/- 14 %, p = 0,04) reduziert.
In den Stadien III/IV nach Braak (n = 4) war die Genexpression um 100 % (+/- 0,04 %,
p = 0,1) ebenfalls herunterreguliert, jedoch ohne statistische Signifikanz. In den hoheren
Stadien fand sich ebenfalls keine signifikante Expressionsdnderung in der
Patientengruppe zur Kontrollgruppe.

Abbildung 3.2.3 stellt die Expression von SLC1A3 in der AD Gruppe im Vergleich zur
KG im Hippocampus dar.
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Abbildung 3.2-3: Expression des SLC1A3-Gens im Hippocampus bei der AD im Vergleich zur Kontrollgruppe
in einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten AD Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium III/IV nach
Braak (III/IV), Stadium V/VI nach Braak (V/VI). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

In der MP Gruppe (n = 6) war im Hippocampus die Expression des SLC1A3-Gens um
84 % (+/- 10 %, p = 0,07) herunterreguliert, zwar statistisch nicht signifikant. Die
Expressionsdnderung ist aber als Tendenz zu werten. In den einzelnen
Krankheitsstadien fand sich ebenfalls keine statistisch signifikante Expressionsdnderung
in der Patientengruppe. Die Daten sind nicht graphisch abgebildet.

Im Gfm und im Gtm wurde bei beiden Erkrankungen weder in den gesamten
Patientengruppen noch in den einzelnen Krankheitsstadien eine signifikante
Expressionsidnderung des SLC1A3-Gens im Vergleich zur KG gemessen.

Abbildung 3.2.4 zeigt die Expression des SLC1A3-Gens in jeder untersuchten
Hirnregion bei der AD, dem MP und der KG.
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Abbildung 3.2-4: Expression des SLC1A3-Gens in allen untersuchten Hirnregionen bei der AD, dem MP und
der Kontrollgruppe in einem Balkendiagramm. Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit
der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms
mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test
durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe
(Control), Parkinson Gruppe (MP), Mittelwerte (Zellmittelw.), Gfm (Gyrus frontalis medialis), Gtm (Gyrus
temporalis medialis). Fehlerbalken +/- 1 SEM.

3.3  Genexpression des Glutamatrezeptors GRINL1A (glutamate receptor,
ionotropic, N-methyl D-aspartate-like 1A)

Bei der Analyse des GRINL1A-Gens wurde im Kleinhirn bei beiden Erkrankungen eine
Zunahme der Expression im Vergleich zu der KG (n = 4) gemessen. In der AD Gruppe
(n = 9) war diese statistisch hochsignifikant um 50 % (+/- 26 %, p = 0,006); in der MP
Gruppe (n = 6) um 57 % (+/- 34 %, p = 0,09), als Tendenz jedoch nicht statistisch
signifikant, hochreguliert.

Die AD Gruppe zeigte zudem eine signifikante Expressionssteigerung in den Stadien
II/TV nach Braak (n = 4) um 61 % (+/- 29 %, p = 0,02). In den Stadien V/VI nach
Braak (n = 5) war diese mit 43 % (+/- 24 %, p = 0,08) geringer ausgeprigt und nicht
signifikant. In der MP Gruppe war die Expression in den einzelnen Krankheitsstadien
nicht signifikant zur KG verdndert. Abbildung 3.3.1 zeigt die Expression von
GRINL1A in der AD Gruppe und der KG im Kleinhirn. Abbildung 3.3.2 stellt die
Expression des GRINL1A-Gens beim MP im Vergleich zur KG im Kleinhirn dar.

68



Ergebnisse

Kleinhirn A Kleinhirn B
23 23
: *
'\'\-\ - ** _L_
= T
2 4 4 4 T
= =
=173 =
= =
= 15 A = 151
= M s |2 L AD
= 123 1 - E ; = M Conteol
C Lofiro :
= =
= 1 = ]
= 075 - =
03 05 1
nas
0 0 . -
GEINLIA Centrol v WVI

Abbildung 3.3-1: Expression des GRINL1A-Gens im Kleinhirn bei der AD im Vergleich zur Kontrollgruppe
in einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten AD Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
festgelegt (*p<0,05 signifikant, **p<0,01 hoch signifikant). Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control),
Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium III/IV nach Braak (III/IV), Stadium V/VI nach Braak (V/VI). Fehlerbalken: +/-
1SEM.
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Abbildung 3.3-2: Expression des GRINL1A-Gens im Kleinhirn bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Parkinson Gruppe (PD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.), n (Patientenzahl).
Stadium 2/3 Hoehn&Yahr (2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Im Hippocampus, im Gfm und im Gtm wurde weder in der gesamten AD Gruppe noch
in der MP Gruppe eine statistisch signifikante Anderung im Expressionsverhalten des
GRINL1A-Gens im Vergleich zur KG gemessen.

In den Krankheitsstadien ergab sich allerdings im Gtm in der MP Gruppe einerseits ein
statistisch hochsignifikanter Expressionsunterschied von den niedrigen zu den hohen
Krankheitsstadien (p = 0,006) nach H&Y. Zudem fand sich in den Stadien 5/6 nach
H&Y (n = 3) eine zur KG (n = 6) statistisch signifikant um 73 % (+/- 12 %, p = 0,03)
herunterregulierte Expression, wihrend in den Stadien 2/3 nach H&Y (n = 4) zunéichst
keine zur KG statistisch signifikante Anderung der Expression des GRINL1A-Gens
gemessen wurde.

Abbildung 3.3.3 stellt die Expression des GRINL1A-Gens beim MP im Vergleich zur
KG im Gtm dar. Abbildung 3.3.4 zeigt die Expression des GRINL1A-Gens in jeder
untersuchten Hirnregion bei der AD, dem MP und der KG.
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Abbildung 3.3-3: Expression des GRINL1A-Gens im Gtm bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in einem
Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien. Abgebildet
sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-
Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik
wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt
(*). Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3 Hoehn&Yahr (2/3),
Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.3-4: Expression des GRINL1A-Gens in allen untersuchten Hirnregionen bei der AD, dem MP
und der Kontrollgruppe. Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time
Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den
Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt,
das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt (*p<0,05 signifikant). Alzheimer Gruppe (AD), Gfm (Gyrus
frontalis medialis), Gtm (Gyrus temporalis medialis), Kontrollgruppe (Control), Parkinson Gruppe (MP), Mittelwerte
(Zellmittelw.). Fehlerbalken +/- 1 SEM.

3.4 Genexpression von vacuolar protein sorting Protein 35 und 41

Die Expression der Gene VPS35 und VPS41 zeigte ein dhnliches Verhalten bei der AD
und dem MP im Kleinhirn, im Hippocampus und im Gtm.

Im Kleinhirn der AD Gruppe (n = 10) wurde eine zur KG (n = 4) statistisch signifikante
Zunahme der Expression beider Gene gemessen. Das VPS35-Gen war dabei um 161 %
(+/- 119 %, p = 0,049), das VPS41-Gen um 273 % (+/- 137 %, p = 0,03) herauf
reguliert. Im Kleinhirn der AD Gruppe wurde zudem in den Krankheitsstadien III/TV
nach Braak bei beiden Genen ein Expressionsanstieg im Vergleich zur KG gemessen.
Dieser betrug bei dem VPS35-Gen 230 % (+/- 138 %, p = 0,09), bei dem VPS41-Gen
sogar 342 % (+/- 165 %, p = 0,08). Es wurde jeweils eine statistische Tendenz, aber
keine Signifikanz erreicht. Abbildung 3.4.1 zeigt die Expression des VPS35-Gens und
des VPS41-Gens in der AD Gruppe im Vergleich zur KG im Kleinhirn.
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In der MP Gruppe (n = 6) ergab sich fiir das VPS35-Gen im Kleinhirn ebenfalls eine
Zunahme der Expression, die zwar um 266 % (+/- 189 %, p = 0,09) anstieg, jedoch
ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Das VPS41-Gen zeigte fiir alle Untersuchten
der MP Gruppe im Kleinhirn keinen Expressionsunterschied zur KG. In den Stadien 5/6
nach H&Y wurde in der MP Gruppe zwar eine um 365 % (p = 0,04) statistisch
signifikant zur KG gesteigerte Expression des VPS41-Gens detektiert. Aufgrund der
Probenzahl (n=1) ist dieses Ergebnis allerdings nicht zu verwerten.

Abbildung 3.4.2 stellt die Expression beider Gene in der MP Gruppe verglichen mit der
KG im Kleinhirn dar.
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Abbildung 3.4-1: Expression des VPS35-Gens und des VPS41-Gens im Kleinhirn bei der AD im Vergleich zur
Kontrollgruppe in einem Balkendiagramm. A: Expression von VPS35, B: Expression von VPS41. Abgebildet sind
die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression
der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit
ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (¥) festgelegt.
Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.4-2: Expression des VPS35-Gens und des VPS41-Gens im Kleinhirn bei MP im Vergleich zur
Kontrollgruppe in einem Balkendiagramm. A: Expression von VPS35, B: Expression von VPS41. Abgebildet sind
die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression
der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit
ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (¥) festgelegt.
Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.

Im Hippocampus war die Expression des VPS35-Gens bei der AD sowie die des
VPS41-Gens bei der AD und dem MP im Vergleich zur KG (n = 6) herunterreguliert.
Bei VPS41 war diese Reduktion in der AD Gruppe (n = 11) um 76 % (+/- 12 %, p =
0,02) als auch in der MP Gruppe (n = 8) um 85 % (+/- 9 %, p = 0,03) statistisch
signifikant. Die Expression des VPS35-Gens nahm in der AD Gruppe (n = 11) um 74 %
(+/- 17 %, p = 0,07) statistisch nicht signifikant ab. In der MP Gruppe (n = 8) war das
Verhalten des VPS35-Gens zur KG stabil.

Auch in einzelnen Krankheitsstadien wurde eine Abnahme der Expression des VPS41-
Gens bei beiden Erkrankungen gemessen. In der AD Gruppe (n = 8) betrug diese in den
Stadien V/VI nach Braak 74 % (+/- 13%, p = 0,1), beim MP (n = 6) in den Stadien 2/3
nach H&Y 89 % (+/- 9 %, p = 0,1), jeweils ohne statistische Signifikanz. In den {ibrigen
Krankheitsstadien war die Expression des VPS41-Gens zur KG stabil. Abbildung 3.4.3
zeigt die Expression des VPS35-Gens und des VPS41-Gens in der AD Gruppe im
Vergleich zur KG im Hippocampus. Abbildung 3.4.4 stellt das Verhalten des VPS41-
Gens in der MP Gruppe im Vergleich zur KG im Hippocampus dar.
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Abbildung 3.4-3: Expression des VPS35-Gens und des VPS41-Gens im Hippocampus bei der AD im Vergleich
zur Kontrollgruppe in einem Balkendiagramm. A: Expression von VPS35, B: Expression von VPS41. Abgebildet
sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-
Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik
wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (*)
festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.4-4: Expression des VPS41-Gens im Hippocampus bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3
Hoehn&Yahr (2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Im Gfm und Gtm zeigten beide Gene bei der AD und dem MP keine Anderung ihrer
Expression im Vergleich mit der KG. Bei der AD zeigten beide Gene in diesen
Hirnregionen auch in den einzelnen Krankheitsstadien ein stabiles Verhalten.

Beim MP hingegen nahm im Gtm in den Stadien 2/3 nach H&Y (n = 4) die Expression
beider Gene zu, des VPS35-Gens nicht signifikant um 123 % (+/- 62 %, p = 0,09), des
VPS41-Gens statistisch signifikant um 64 % (+/- 17 %, p = 0,01). In den Stadien 5/6
nach H&Y (n = 3) fand sich ein zu den Krankheitsstadien 2/3 nach H&Y statistisch
signifikanter Abfall der Expression beider Gene (VPS35 p = 0,04; VPS41 p = 0,0007).
Im Vergleich mit der KG (n = 5) wurde bei beiden Genen allerdings keine signifikante
Expressionsinderung gemessen. Dennoch ist die um etwa 50 % (+/- 22 %, p = 0,06) zur
KG erniedrigte Expression des VPS41-Gens in den Stadien 5/6 nach H&Y als Tendenz
zu werten. Abbildung 3.4.5 zeigt die Expression des VPS41-Gens in der MP Gruppe im
Vergleich mit der KG im Gtm. Abbildung 3.4.6 stellt die Expression des VPS35-Gens
in der MP Gruppe im Vergleich zur KG im Gtm dar. Die Abbildungen 3.4.7 und 3.4.8
zeigen die Expression des VPS35-Gens und des VPS41-Gens in allen Hirnregionen bei
der AD, dem MP und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.4-5: Expression des VPS41-Gens im Gtm bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in einem
Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien. Abgebildet
sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-
Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik
wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (*)
festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3 Hoehn&Yahr
(2/3), Stadium 5/6 Hoehn& Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.4-6: Expression des VPS35-Gens im Gtm bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in einem
Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien. Abgebildet
sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-
Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik
wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (*)
festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3 Hoehn&Yahr
(2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.4-7: Expression des VPS35-Gens in allen untersuchten Hirnregionen bei der AD, dem MP und
der Kontrollgruppe. Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time
Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den
Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt,
das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt (*p<0,05 signifikant). Alzheimer Gruppe (AD), Gfm (Gyrus
frontalis medialis), Gtm (Gyrus temporalis medialis), Kontrollgruppe (Control), Parkinson Gruppe (MP), Mittelwerte
(Zellmittelw.). Fehlerbalken +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.4-8: Expression des VPS41-Gens in allen untersuchten Hirnregionen bei der AD, dem MP und
der Kontrollgruppe. Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time
Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den
Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt,
das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt (*p<0,05 signifikant). Alzheimer Gruppe (AD), Gfm (Gyrus
frontalis medialis), Gtm (Gyrus temporalis medialis), Kontrollgruppe (Control), Parkinson Gruppe (MP), Mittelwerte
(Zellmittelw.). Fehlerbalken +/- 1 SEM.

3.5  Genexpression des olfaktorischen Rezeptors OR10H3 (Olfactory Receptor,
Family 10, Subfamily H, Member 3)

Im Hippocampus wurde eine Abnahme der Expression des olfaktorischen Rezeptor
(OR)-Gens im Vergleich zur KG (n = 6) bei der AD und dem MP gemessen.

In der MP Gruppe (n = 8) war die Expression statistisch signifikant um 73 % (+/- 10 %,
p = 0,04) reduziert. In den Krankheitsstadien 2/3 nach H&Y (n = 6) war sie statistisch
nicht signifikant um 76 % (+/- 10 %, p = 0,1) im Vergleich zur KG erniedrigt. In den
Stadien 5/6 nach H&Y (n = 2) fand sich keine Anderung der Expression des OR10H3-
Gens im Vergleich zur KG. Abbildung 3.5.1 zeigt das Expressionsverhalten des OR-
Gens beim MP im Vergleich zur KG im Hippocampus.

In der AD Gruppe (n = 9) war die Expression des OR10H3-Gens im Hippocampus
ebenfalls statistisch signifikant um 72 % (+/- 10 %, p = 0,03) reduziert. In den einzelnen

Krankheitsstadien war das Expressionsverhalten des Gens statistisch unverdndert zur
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KG. Abbildung 3.5.2 stellt das Expressionsverhalten des OR-Gens bei der AD im
Vergleich zur KG im Hippocampus dar.
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Abbildung 3.5-1: Expression des OR10H3-Gens im Hippocampus bei MP im Vergleich zur Kontrollgruppe in
einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten MP Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOV A und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Parkinson Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium 2/3
Hoehn&Yahr (2/3), Stadium 5/6 Hoehn&Yahr (5/6). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Abbildung 3.5-2: Expression des OR10H3-Gens im Hippocampus bei der AD im Vergleich zur Kontrollgruppe
in einem Balkendiagramm. A: Expression in der gesamten AD Gruppe. B: Expression in den Krankheitsstadien.
Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time Polymerasekettenreaktion ermittelte
cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die
Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt, das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05
(*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (MP), Kontrollgruppe (Control), Mittelwerte (Zellmittelw.). Stadium III/IV nach
Braak (III/IV), Stadium V/VI nach Braak (V/VI). Fehlerbalken: +/- 1 SEM.
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Im Gtm wurde in der gesamten MP Gruppe eine tendenzielle Abnahme der Expression
des OR10H3-Gens um 51 % (+/- 22 %, p = 0,1) gemessen. In den Krankheitsstadien
verhielt sich die Expression des Gens zur KG unverindert. In der AD Gruppe war die
Expression des OR10H3-Gens zur KG unverédndert.

Auch in den iibrigen untersuchten Hirnregionen fanden sich bei beiden Erkrankungen
keine statistisch signifikanten Expressionsdnderungen des OR10H3-Gens im Vergleich
zur KG.

Abbildung 3.5.3 gibt eine Ubersicht iiber das Verhalten des OR10H3-Gens in der

Gruppe der AD und des MP im Vergleich zur KG in allen untersuchten Hirnregionen.
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Abbildung 3.5-3: Expression des OR10H3-Gens in allen untersuchten Hirnregionen bei der AD, dem MP und
der Kontrollgruppe. Abgebildet sind die Mittelwerte jeder Gruppe, nachdem die mit der Real-Time
Polymerasekettenreaktion ermittelte cDNA-Expression der Proben anhand des geNorm-Programms mit den
Haushaltsgenen normalisiert wurde. Die Statistik wurde mit ANOVA und dem Post-Hoc Scheffe Test durchgefiihrt,
das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 (*) festgelegt. Alzheimer Gruppe (AD), Gfm (Gyrus frontalis medialis),
Gtm (Gyrus temporalis medialis), Kontrollgruppe (Control), Parkinson Gruppe (MP), Mittelwerte (Zellmittelw.).
Fehlerbalken +/- 1 SEM.
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4 Diskussion

Bei der AD und dem MP ist vielfach die Beteiligung dhnlicher Prozesse, z. B. OS oder
Exzitotoxizitdt, an der Pathogenese der Neurodegeneration auffillig (Schulz &
Falkenburger 2004, Koutsilieri & Riederer 2007, Caudle & Zhang 2009). Obwohl die
Atiologie beider Erkrankungen bisher nicht vollstindig bekannt ist, ist daher zu
vermuten, dass sie auch dtiologische Gemeinsamkeiten aufweisen konnten.

Um potentiell gemeinsame pathogenetische oder &tiologische Faktoren beider
Erkrankungen zu bestitigen und weiter einzugrenzen, wurde in der vorliegenden Arbeit
in unterschiedlichen Hirnregionen das Expressionsverhalten von Genen mit moglicher
Assoziation zur AD, zum MP oder zu beiden Erkrankungen untersucht. Diese Gene
besitzen Funktionen im Neurotransmittersystem, im Eisen-Stoffwechsel, im oxidativen
System, bei der Signaltransduktion, der Zelldifferenzierung und der Neurogenese, der
Zytoskelettorganisation, dem Proteinstoffwechsel, speziell von AP, bei zelluliren
Transportvorgéngen, bei der Apoptose und im Riechsystem.

Von den analysierten Genen zeigten 12 statistisch signifikante Anderungen ihrer
Expression. Das Expressionsverhalten dieser Gene wurde daraufhin bei der AD und
dem MP vergleichend sowie beziiglich des zeitlichen Verlaufs in Abhingigkeit von der
Krankheitsprogression untersucht. Dabei war auffillig, dass signifikante Anderungen
meist im Hippocampus und im Kleinhirn auftraten, wihrend im Gtm und Gfm das
Verhalten der Gene vorwiegend stabil war. In den Hirnarealen fand sich héufig eine
gleichsinnige Verdnderung der Expression bei beiden Erkrankungen. Im Hippocampus
war sie fast ausschlieBlich herunterreguliert, im Kleinhirn wurde meist eine Steigerung
gemessen. Lediglich das Gen der Channel Kinase 2 (CHAK2) wies eine
krankheitsspezifische Anderung mit einer isolierten Hochregulierung der Expression im
Kleinhirn beim MP auf. Das Gen des olfaktorischen Rezeptors OR10H3 zeigte eine
statistisch signifikante Abnahme der Expression im Hippocampus zwar nur beim MP,
allerdings fand sich dort auch eine tendenzielle Reduktion bei der AD. Beim BACEI-
Gen wurde zwar eine statistisch signifikant reduzierte Expression im Hippocampus nur
bei der AD gemessen, aber auch dort fand sich beim MP eine tendenzielle Abnahme.

Im Folgenden wird die Expression ausgesuchter Gene bei der AD und dem MP

vergleichend und potentielle kausale Zusammenhénge dieser Verdnderungen diskutiert.
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4.1 Genexpression von BACE1 (Beta-site amyloid precursor protein cleaving

Enzyme 1)

BACEI (Asp2, Memapsin2) ist das als B-Sekretase fungierende Enzym (Hussain et al.
1999, Sinha et al. 1999, Vassar et al. 1999, Yan et al. 1999, Lin et al. 2000), das den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Prozessierung des APP zum Ap-Peptid
vermittelt (Seubert et al. 1993, Selkoe 1999).

BACEI ist ein aus 501 AS bestehendes Typ 1 TMP aus der Familie der Pepsin-
dhnlichen Proteasen und gehort zur Klasse der Aspartylproteasen (Haass 2004). Sein
Gen liegt auf Chromosom 1123.3 (Bennett et al. 2000).

Nach der Synthese des Priproenzyms im endoplasmatischen Retikulum (ER) entsteht
durch posttranslationale Modifikationen im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) nach
Abspaltung der Amino-terminalen Sequenz (NTF, AS 1-21) und des Propeptids (AS 22-
45) das etwa 70 kDa schwere mature Enzym, dessen Carboxy-terminales Fragment
(CTF) im Zytoplasma liegt (Bennett et al. 2000, Vassar 2001). Das nach intraluminal in
die zelluldren Kompartimente reichende aktive Zentrum enthilt zwei Aspartyl-Reste der
AS-Sequenzen DTGS (AS 93-96) und DSGT (AS 289-292). Mutationen in einem
dieser Bereiche flihren zur Inaktivitit des Enzyms (Hussain et al. 1999, Bennett et al.
2000).

Vom TGN wird die B-Sekretase an die Plasmamembran transportiert und dort von
Endosomen internalisiert, die das Enzym auf die zelluldiren Kompartimente verteilen.
Aufgrund seines pH-Optimums von pH 4,5 ist BACE1 vorwiegend in den sauren
Organellen des sekretorischen Systems, den Endosomen und dem TGN aktiv, an der
Zelloberfldche und im ER wegen des dort herrschenden pH 7 kaum aktiv. Der BACE1-
Abbau erfolgt iiber das Endosomen-Lysosomen-System (ELS) oder das UPS (Stockley
& O'Neill 2008).

Der Hauptteil der ubiquitdr lokalisierten BACEI-mRNA (Boten-RNA) wird im
Pankreas und im Gehirn, speziell in den Neuronen der Hirnrinde, im Hippocampus und
im Kleinhirn in glialen Zellen hingegen kaum, exprimiert. In den Neuronen ist BACEI
hauptséchlich in den prasynaptischen Nervenendigungen lokalisiert (Willem et al.
2009). Die Aktivitdt des Enzyms ist in Neuronen am hochsten, im Pankreas aufgrund
einer Splice-Variante, die keine P-Sekretase-Aktivitdt besitzt, nur gering ausgeprigt

(Kang et al. 1987, Vassar et al. 1999).
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Experimentelle Daten und die Kenntnis der BACE1-Substrate weisen auf eine Funktion
des Enzyms bei physiologischen Prozessen im Nervensystem hin. BACEI-knockout
Maiuse zeigen als Hinweis auf diese physiologische Rolle neben zwar reduzierter
Neurodegeneration und AB-Konzentrationen auch Verhaltensauffalligkeiten, die sich u.
a. in Lernstdrungen, Merkfahigkeitsdefiziten und in einer gesteigerten Schreckhaftigkeit
duBern (Stockley & O'Neill 2008). BACEI scheint neben der APP-Prozessierung an der
Myelinisierung peripherer Nerven, moglicherweise iiber sein Substrat Neuregulin-1,
beteiligt zu sein (Willem et al. 2006). Weitere Substrate des BACE1 sind APLPI,
APLP2 (Amyloid precursor like protein) und der an inflammatorischen Prozessen
beteiligte Interleukin 1-Rezeptor Typ II (Stockley & O'™Neill 2008). Abbildung 4.1.1
gibt eine Ubersicht iiber die APP-Prozessierung durch BACE].
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Abbildung 4.1-1: Die APP-Prozessierung, die auf zwei Wegen durch drei Enzyme, die a-, 3-, y-Sekretasen erfolgt.
BACE1 vermittelt den 1. Schritt der amyloidogenen Proteolyse (Amyloidogenic pathway). Dabei entsteht das
verkiirzte, 16sliche NTF des APP (BAPPs), das nach extrazelluldr oder in das Vesikellumen sezerniert wird. Zudem
wird das NTF des AP und das die AB-Peptidsequenz enthaltende 99 AS-Reste lange CTF (C99) gebildet. Im nicht
amyloidogenen Abbau (Anti-Amyloidogenic pathway) wird im 1. Schritt durch die a-Sekretase durch Schneiden des
APP in der AB-Sequenz die 16sliche, sezernierte Ektodoméne des APP (aAPPs) und das membranstindige 83 AS-
Reste kurze CTF (C83) gebildet. Unabhidngig von den vorausgegangen Prozessen schneidet die y-Sekretase im 2.
Schritt im jeweiligen CTF. Aus dem C83 entsteht so das p3-Peptid. Im amyloidogenen Weg entsteht aus dem C99 in
Abhéngigkeit von der y-Schnittstelle der y-Sekretase in der TMD das 38-42 AS lange AB-Peptid (Esch et al. 1990,
Selkoe 1999, Sastre et al. 2001). Zusétzlich zu AP und p3 wird an der e-Schnittstelle in der TMD das 16sliche
Fragment AICD, das nach intrazelluldr abgegeben wird, gebildet (McLean et al. 1999, Zhou et al. 2007). AICD: APP
intrazellulire Doméne, APP: Amyloid B (A4) precursor Protein, AS: Aminosdure, CTF: Carboxy-terminales

Fragment, NTF: Amino-terminales Fragment, TMD: Transmembrandoméne, (Willem et al. 2009).
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Die BACEI-Aktivitit und -Proteinmenge bei der AD wurde in einer Vielzahl von post
mortem Studien untersucht, die meist eine Zunahme der Enzymaktivitit zeigen. Zur
Proteinmenge werden kontroverse Ergebnisse verzeichnet, hdufig finden sich aber
gesteigerte Konzentrationen (Holsinger et al. 2002, Yang et al. 2003, Dominguez et al.
2004, Hebert et al. 2008). Erhohte BACE1-Aktivitit und -Konzentrationen werden im
Hippocampus, in der temporalen (Yang et al. 2003, Dominguez et al. 2004) und der
frontalen Hirnrinde (Holsinger et al. 2002) detektiert. Eine positive Korrelation der
Enzymaktivitdt mit der Anzahl der AB-Plaques wird bei der AD berichtet (Dominguez
et al. 2004).

Zudem scheint eine Verbindung zwischen der Sekretasen-Aktivitidt und dem ApoE zu
bestehen. Studien zur AD detektieren u. a. neben einer erhohten BACE1-Aktivitét eine
verminderte Aktivitdt der a-Sekretase, deren Ausmal bei den Alzheimer Patienten und
Nicht-Dementen (ND) von der Koexpression des ApoE4 abhingig zu sein scheint
(Tyler et al. 2002). Weitere Untersuchungen berichten eine direkte Abhéngigkeit der
erhohten BACE1-Aktivitit vom e4-Allel im ApoE. Dabei werden auch verminderte
BACEI-Konzentrationen gemessen, deren Ausmall mit dem Schweregrad der
neuropathologischen Verdnderungen der AD korrelieren (Stockley et al. 2006, Stockley
& O'Neill 2007).

Analysen der BACE1-Genexpression bei der AD zeigen, wie die Untersuchungen zur
Proteinmenge, kontroverse Ergebnisse. Einige Studien, die das BACE1-Gen anhand der
mRNA untersuchen, messen keine signifikante Anderung seiner Expression (Holsinger
et al. 2002, Preece et al. 2003, Matsui et al. 2007, Hebert et al. 2008). Die Proben von
Holsinger et al. stammen dabei aus dem Frontallappen, wihrend die iibrigen Autoren
keine Angaben zu den untersuchten Hirnregionen machen. In wenigen Studien wird
eine Zunahme der Expression des BACE1-Gens bei der AD, u. a. im Hippocampus und
temporalen Kortex, diskutiert (Li et al. 2004, Harada et al. 2006).

Ursdchlich fiir die gemessenen Expressionsunterschiede konnten mdoglicherweise
regionale Unterschiede im Metabolismus des BACE1-Gens sein. Hinweise dafiir geben
Gatta et al., die sowohl bei Patienten mit AD als auch bei ND eine im Hippocampus im
Vergleich zum Kleinhirn zweifach gesteigerte BACEI1-Expression messen, die
krankheitsunabhédngig zu sein scheint (Gatta et al. 2002). Sun et al. zeigen

Verdanderungen der regionalen Genexpression des BACE1-Gens nur bei der AD, die
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sich in der CAl-Region des Hippocampus in einer Zunahme, in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien im entorhinalen und transentorhinalen Kortex in einer Reduktion der
Genexpression dulern (Sun et al. 2002).

Im Hinblick auf die genannten Studien scheint bei der AD eine erhohte Aktivitdt des
Schrittmacherenzyms der Ap-Synthese zu bestehen, die die pathologische
Akkumulation von AP bedingen konnte. Gestiitzt wird diese Annahme durch die
scheinbar positive Korrelation der BACE1-Aktivitit mit der Menge der AB-Plaques
(Dominguez et al. 2004). Eine meist positive Korrelation der gesteigerten BACEI1-
Aktivitdit mit der Proteinmenge ldsst anhand der hiufig unverdnderten mRNA-
Expression bei der AD zunichst annehmen, dass die physiologische Regulation der
Enzymmenge und -funktion nicht {iber die Genexpression, sondern durch
posttranskriptionale oder posttranslationale Modifikationen, den Transport oder die
Lokalisation von BACE1, metabolische Faktoren oder das zelluldre Milieu (z. B. pH-
Anderungen) geschehen kénnte. Allerdings geben einige Studien zur AD Hinweise auf
eine krankheitsassoziierte, moglicherweise regional und im zeitlichen Verlauf
unterschiedliche Anderung der Expression des BACE1-Gens (Sun et al. 2002, Stockley
et al. 2006), die auch fiir die Aktivititszunahme und erhohte BACEI-
Enzymkonzentrationen verantwortlich sein konnte. Moglicherweise besteht zudem ein
Zusammenspiel mit zelluldren oder anderen Faktoren. Ein erhdhter Cholesterinspiegel
scheint z. B. die a-Sekretase zu hemmen und konnte damit iiber eine Konkurrenz zum
Substrat APP die BACEIl-Aktivitit steigern (Dominguez et al. 2004). Beim
Fortschreiten der AD ist eine Beeintrachtigung der BACE1-Expression zu diskutieren,
die im Krankheitsverlauf in einer abnehmenden Proteinproduktion resultieren kdnnte
(Sun et al. 2002, Stockley et al. 2006).

Allerdings sind die kausalen Faktoren fiir die Beobachtungen der Enzymkinetik und des
Proteinstoffwechsels von BACE1 bei der AD bisher nicht vollstandig bekannt.

Die vorliegende Arbeit bestétigt eine Affektion und zeigt zudem regionale Unterschiede
der BACEIl-Expression bei der AD. Kontrovers zu anderen Studien wird eine
signifikante Herunterregulierung der Genexpression im Hippocampus gemessen. In den
iibrigen untersuchten Hirnarealen bleibt die Expression des Gens im Vergleich zur KG

stabil.
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Im Hinblick auf die meist beobachtete Zunahme der BACEIl-Aktivitit und
Konzentration bei der AD ist als Ursache der hier erhobenen Daten zum einen eine
Reduktion der Genexpression im Sinne eines negativen Feedbacks zu diskutieren.
Dieser Mechanismus konnte bei der AD dem Ziel dienen, eine gesteigerte BACEI-
Aktivitdt und die damit einhergehende pathologische Produktion und Akkumulation des
AB-Peptids einzudimmen und somit das Fortschreiten der degenerativen Prozesse zu
minimieren.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine eindeutig positive Korrelation der verédnderten
Genexpression zur Progredienz der AD nachgewiesen wird, ist andererseits auch zu
diskutieren, dass die gemessene Herunterregulierung der BACEI1-Expression eine
direkte Folge der Neurodegeneration und der mit ihr einhergehenden Storung zelluldrer
Ablédufe sein konnte. Die Daten von Sun et al., die eine Beeintrdchtigung der BACE1-
Genexpression in Abhédngigkeit vom Fortschreiten der Erkrankung zeigen (Sun et al.
2002), wiirden diese Hypothese stiitzen. Zur Bestitigung der hier erhobenen Daten und
ithrer kausalen Zusammenhénge sind weiterfiihrende Analysen der BACE1-Expression
in Korrelation zur Proteinmenge und dem Verlauf der ADnétig, insbesondere auch um
die anhand der vorliegenden Daten anzunehmende Potenz von BACEI als Biomarker
fiir die Diagnostik und den klinischen Verlauf der AD zu bestimmen.

Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit unverdnderten Genexpression im Gtm,
einer bei der AD schwer betroffenen Hirnregion, sind moglicherweise durch regionale
Expressionsunterschiede des BACE1-Gens bedingt, die bereits beim Gesunden bestehen
(Gatta et al. 2002) und zu einer regional unterschiedlich starken Affektion des BACE1-
Genmetabolismus auch unter pathologischen Bedingungen fiihren kdnnten. Dies miisste
jedoch in weiteren Expressionsstudien kontrolliert werden.

Das stabile Expressionsverhalten von BACE1 im Kleinhirn in der vorliegenden Arbeit
bei der AD ist am ehesten durch die regionale Verteilung der Alzheimer typischen
pathologischen Verdnderungen zu erkldaren. AB-Ablagerungen finden sich dort erst in
den Endstadien der Erkrankung zudem in geringerer Auspridgung als in den iibrigen
Hirnarealen (Thal & Braak 2005), so dass eine Verdnderung zelluldrer Prozesse und des

BACE1-Metabolismus im Kleinhirn erst sehr spit zu erwarten wire.
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In der MP Gruppe ist in der vorliegenden Arbeit im Hippocampus tendenziell ebenfalls
eine verminderte Expression des BACE1-Gens auffillig. Studien zur Assoziation des
BACEI1-Genmetabolismus zum MP scheinen bislang nicht vorzuliegen. Beim MP ist
das Risiko, eine Demenz zu entwickeln, deutlich erhoht (Reichmann & Sommer 2001,
Emre 2003, Klockgether 2004, Riedel et al. 2008). Die Atiologie der Demenz ist bisher
zwar nicht bekannt, ein Zusammenhang zur Neurodegeneration wird jedoch
angenommen. Als kausale Faktoren werden zum einen die zerebralen a-Synuklein-
Ablagerungen in den LB zum anderen das Auftreten Alzheimer-typischer Lisionen
diskutiert (Brooks 2009). Bei MP-Patienten mit Demenz (MPD) werden neben
kortikalen ~Ap-Ablagerungen (Brooks 2009) auch Verdnderungen der Apas-
Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis, die denen der AD gleichen, gefunden (Hu
et al. 2010). Entsprechend scheint eine Beteiligung von BACE1 an dem Prozess der
Demenzentwicklung bei MP denkbar und konnte die in der vorliegenden Arbeit zur AD
gleichsinnig verdnderte Genexpression von BACEI1 erkldren. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sollten dahingehend in weiteren Analysen beim MP, speziell bei
MPD, kontrolliert, mit dem AusmaB einer Demenz und ggf. mit der BACEI-
Enzymaktivitit korreliert werden, um die Bedeutung von BACE1 auch als mdglichen

diagnostischen Biomarker einer dementiellen Entwicklung beim MP zu bestimmen.

4.2  Genexpression des Glutamattransporters SLC1A3 (solute carrier family 1,

glial high affinity glutamate transporter, member 3)

Die AS Glutamat (Glu) als einer der wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter im
ZNS ist an Lernen, Kognition und Gedéchtnis, insbesondere der Langzeitpotenzierung
(LTP, engl. Long-term potentiation), auf zelluldrer Ebene an der Synaptogenese, der
synaptischen Plastizitit und der Zelldifferenzierung beteiligt (Wang & Qin 2010).

Glu ist im ZNS ubiquitdr vorhanden. Ein Grofteil des Neurotransmitters dient dem
neuronalen Stoffwechsel, ein geringer Teil dem glialen Glu-Metabolismus und der
GABA-(y-Aminobuttersidure) Synthese (Plaitakis & Shashidharan 2000).

Glu im ZNS wird in glutamatergen Synapsen gespeichert. Extrazelluldr befinden sich
nur geringste Konzentrationen, die flir die physiologische Transmitter-Rezeptor-
Stimulation und zur Vermeidung toxischer Effekte des Glu essentiell sind (Danbolt

2001). Daher ist die Freisetzung und die Aufnahme von Glu im synaptischen Spalt
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streng reguliert (Kanai & Hediger 2004). Die Glu-Signale vermitteln die
konzentrationsabhdngig aktivierten Glutamatrezeptoren (GR), die Wiederaufnahme von

Glu in die Synapse oder Gliazelle wird durch die Glutamattransporter (GT) realisiert.

Die schiddigenden Effekte, die exzitatorische AS wie Glu durch die iibermifige
Stimulation von GR auf Neurone vermitteln und damit Neurodegeneration hervorrufen
konnen, wurden 1969 von Olney als Exzitotoxizitit bezeichnet (Olney & Sharpe 1969).

Exzitotoxizitit durch erhdhte Glu-Konzentrationen bzw. durch Uberaktivierung der GR
geht mit der Stérung der neuronalen bzw. zelluliren Ca**-Homdostase, der Dysfunktion
von Mitochondrien und anderer Zellorganellen, der vermehrten ROS- und RNS-
Produktion, einem eingeschrinkten Energiestoffwechsel und Zytoskelettverdnderungen
einher. In der Folge kann iiber unterschiedliche Wege, z. B. durch die Ca*"-abhingige
Aktivierung von Enzymkaskaden oder die Freisetzung proapoptotischer Proteine durch
die Mitochondrien, der Zelltod eingeleitet werden (Olney 1969, Martin et al. 1998). Fiir
die Aufrechterhaltung der niedrigen extrazelluliren Glu-Konzentration sind daher die

GT essentiell.

Die SLCI1- bzw. EAAT-Familie (EAAT, excitatory amino acid transporter) der
transmembrandren GT umfasst fiinf hochaffine GT (SLC1A3/EAATI1/GLAST;
SLC1A2/EAAT2/GLT-1; EAAT3/EAAC; EAAT4) sowie zwei neutrale AS-
Transporter (ASCT1-2, glutamate/neutral amino acid transporter) im menschlichen ZNS
(Kanai & Hediger 2004). Auf Chromosom 5pll-pl3 liegt das Gen des 542 AS
umfassenden EAATI1 (Takai et al. 1995, Stoffel et al. 1996), das Gen des 574 AS
langen EAAT2 liegt auf Chromosom 11p13-p12. Physiologisch werden EAATI,
EAAT2 und ASCT2 in Glia, EAAT3 bis EAATS in Neuronen, ASCT1 in Neuronen
und Glia exprimiert (Gegelashvili et al. 2006). EAAT1 ist im adulten Gehirn
iiberwiegend im Kleinhirn und periventrikuldr, EAAT2 im Frontalhirn und geringer im
Hippocampus, EAAT4 im Kleinhirn lokalisiert (Bristol & Rothstein 1996, Kim et al.
2003).

ASCT1 und ASCT?2 bewirken die Na'-abhiingige Aufnahme neutraler AS, z. B. Alanin,
Serin, Zystein, Threonin, Glutamin (Gegelashvili et al. 2006). Die glialen GT EAATI
und EAAT?2 vermitteln den Hauptteil der Na'- und K -abhiingigen Aufnahme von Glu
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und Aspartat (Asp) aus dem synaptischen Spalt (Rothstein et al. 1996). Eine Splice-
Variante des EAATI im ER multipler Hirnareale besitzt keine Transportfunktion fiir
Glu, scheint aber iiber die Reduktion der Expression und Funktion von EAAT1 Einfluss

auf die Glu-Homoostase zu nehmen (Vallejo-Illarramendi et al. 2005).

Die héufigsten akuten Ursachen von Exzitotoxizitdt sind zerebrale Ischimien (Beal
1992, Hazell 2007) oder traumatische Hirnverletzungen (Yi & Hazell 2006, Beschorner
et al. 2007). Zudem sind neurodegenerative Erkrankungen wie die ALS (Rothstein et al.
1992, Bogaert et al. 2010), die Chorea Huntington (Young et al. 1988), die AD (Masliah
et al. 2000, Hynd et al. 2004, Koutsilieri & Riederer 2007, Walton & Dodd 2007) oder
der MP (Gille & Reichmann 2005, Caudle & Zhang 2009, Blandini 2010) mit
Exzitotoxizitét assoziiert.

Beim MP konnte moglicherweise durch eine gestorte Interaktion dopaminerger und
glutamaterger Projektionen in den Basalganglien Exzitotoxizitdt entstechen und so
Neurodegeneration mit hervorrufen (Koutsilieri & Riederer 2007, Caudle & Zhang
2009, Blandini 2010). Unter anderem bestdtigt das MPTP-Modell exzitotoxische
Prozesse in der Pathogenese des MP (Meredith et al. 2009).

Bei der AD scheinen das APP, AP und das Tau-Protein iiber die Beeinflussung der GT
und GR Exzitotoxizitét zu beglinstigen. AP inhibiert in vitro die gliale Glu-Aufnahme
durch die GT und steigert die Freisetzung von Glu (Koh et al. 1990, Mattson et al.
1992). Die pathologischen Proteine AP und Tau scheinen die GR NMDAR (N-Methyl-
D-Aspartat-Rezeptoren) zu aktivieren, die wiederum die Produktion von AP und Tau
steigern konnen (Koutsilieri & Riederer 2007). Exzitotoxizitdt selbst triggert die
Produktion von abnormem Tau und der NFT (Thai 2002). APP hat physiologisch
moglicherweise eine regulatorische, aktivierende Funktion auf GT (Li et al. 1997). Im
amyloidogenen Stoffwechsel produziertes APP hingegen scheint die glialen GT zu
inhibieren und so Exzitotoxizitit zu fordern (Masliah et al. 2000).

Ob bei der AD oder dem MP Exzitotoxizitit ein kausaler pathogenetischer Faktor ist

oder sekundir auftritt, ist nicht bekannt.

Verschiedene Studien belegen einen Zusammenhang zwischen einer verdnderten

Expression bzw. Funktion der GT, erhdhten extrazelluliren Glu-Mengen und
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exzitotoxischer neuronaler Schiadigung. Die experimentelle Blockade bzw. das
Ausschalten der glialen GT EAAT1 und EAAT2 verursacht einen Anstieg der
extrazelluliren Glu-Konzentrationen und sowohl akut als auch chronisch
Neurodegeneration (Rothstein et al. 1992, Rothstein et al. 1993, Rothstein et al. 1996,
Tanaka et al. 1997).

Anderungen im Glu-Transport und der GT-Expression werden bei neurodegenerativen
Erkrankungen neben der ALS (Rothstein et al. 1992, Shaw 1994, Bristol & Rothstein
1996), bei der AD (Jacob et al. 2007) und dem MP (Kashani et al. 2007) beschrieben.
Die Untersuchungen des Glu-Transports als Zeichen der GT-Aktivitdt beziehen sich
meist auf den Nachweis der Na'-abhingigen ,,Bindung* von Glu oder Asp bzw. der
Aufnahme exzitatorischer AS an den GT.

Bei Parkinson Patienten mit oder ohne Demenz scheint die Ursache der exzitotoxischen
Prozesse nicht in einem verdnderten Glu-Transport durch die GT zu bestehen (Cross et
al. 1987, Meredith et al. 2009). Daten zur EAAT-Genexpression beim MP scheinen
bisher nicht vorzuliegen.

Bei der AD gibt es sogar Hinweise auf eine systemische Beeinflussung des
glutamatergen Transportsystems. Dies zeigt sich u. a. in einer verminderten Expression
und Aktivitit des EAATI in Thrombozyten und Fibroblasten, die iiber eine potentiell
altersabhingige, physiologische Reduktion beim Gesunden hinausgeht (Zoia et al. 2004,
Zoia et al. 2005). Studien zur zerebralen glutamatergen Signaltransduktion bei der AD
zeigen im parietalen, frontalen und temporalen Kortex eine Abnahme der ,,Glu-
Bindung®, also der Glu-Aufnahme durch die GT, um bis zu 60% (Cross et al. 1987,
Hardy et al. 1987, Cowburn et al. 1988, Chalmers et al. 1990, Scott et al. 1995).
Allerdings werden kontrovers dazu ebenso unverdnderte GT-Aktivititen beschrieben
(Beckstrom et al. 1999). Die reduzierte GT-Aktivitdt kann nicht durch einen Untergang
der Glia verursacht sein, da die AD mit einer reaktiven Gliose einhergeht. Vielmehr
wird eine Assoziation zur progredienten neuronalen Degeneration insbesondere zum
Verlust der exzitatorischen Synapsen angenommen (Cross et al. 1987, Cowburn et al.
1988). Zudem ist eine durch die degenerativen Vorgéinge ausgeloste Funktionsstérung
der Glia selbst, die zu einer beeintrachtigten Transporterfunktion oder einer
eingeschrinkten GT-DNA-Synthese mit der Folge einer verminderten Glu-Speicherung

fiihren konnte, zu diskutieren.
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Im Verlauf der AD scheinen Verdnderungen der GT-Proteinsynthese aufzutreten.
Studien belegen bisher jedoch keine eindeutigen Zusammenhidnge zur glialen GT-
Expression auf der Genebene (Li et al. 1997, Scott et al. 2002, Thai 2002). Lediglich
eine der analysierten Studie zeigt eine minimal aber statistisch nicht signifikant
gesteigerte gliale Expression des EAAT2 im frontalen Kortex und Hippocampus von
Alzheimer Patienten, die aufgrund einer vermindert gemessenen Proteinmenge als
kompensatorisch zum Ausgleich von Stérungen des GT-Stoffwechsels, z. B. der
beeintrachtigten Proteinsynthese, diskutiert wird (Li et al. 1997).

Bei der AD besteht scheinbar eine rdumliche Assoziation EAAT?2 haltiger Glia zu den
AB-Plaques (Li et al. 1997). Zum anderen scheinen unter den pathologischen
Bedingungen der AD auch Neurone die glialen GT EAATI und EAAT2 zu
exprimieren, was als pathologische Steigerung der GT-Expression zum Ausgleich einer
glialen Glu-Minderspeicherung und zur Erhaltung der Glu-Homdostase im synaptischen
Spalt diskutiert wird. Diese neuronal synthetisierten GT sind dabei fast ausschlieBlich in
Neuronen mit Tau-Pathologie und dort in der Ndhe des abnormen Tau-Proteins
lokalisiert (Scott et al. 2002, Thai 2002). Die rdumliche Assoziation der GT nahe den
pathologischen Proteinen Tau oder AP konnte auf einen Zusammenhang zwischen der
verdnderten GT-Synthese und der Neurodegeneration hinweisen. EAAT2 werden aber
auch in Neuronen von Patienten mit AD ohne Alzheimer typische Lisionen gefunden,
was moglicherweise auf einen sehr frilhen Beginn exzitotoxischer Prozesse, die das

Auftreten der pathologischen AD-Ablagerungen auslosen konnten, deutet (Thai 2002).

Die vorliegende Arbeit zeigt eine Affektion der GT-Produktion auf der Genebene
sowohl bei der AD als auch beim MP. Sie weist damit insbesondere bei der AD auf
einen Zusammenhang von der verdnderten glutamatergen Signaltransduktion zur GT-
Produktion hin.

Bei beiden Erkrankungen, bei der AD statistisch signifikant, ist im Hippocampus die
Expression des glialen GT EAAT1 herunterreguliert, was die bei der AD in anderen
Studien verzeichnete Abnahme der GT-Aktivitét erkldren konnte.

Die bei beiden Erkrankungen auftretende Gliosereaktion erkldrt die vorliegenden
Ergebnisse nicht. Vielmehr ist ein Zusammenhang zu den neurodegenerativen

Prozessen anzunehmen. Die GT-Expressionsdnderung konnte nach den erhobenen
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Daten speziell ein Resultat der degenerativen Vorgidnge sein, die im Hippocampus
insbesondere bei der AD aber auch beim MP bereits vor der klinischen Manifestation
der Krankheiten auftreten (Braak et al. 1999, Braak & Del Tredici 2006). Diese
Annahme wird gestiitzt durch eine in der vorliegenden Arbeit bei der AD im
Hippocampus bereits in den niedrigen Krankheitsstadien nach Braak reduzierte
EAATI-Expression. Gliale GT sind aufgrund ihrer Funktion nahe den glutamatergen
Synapsen lokalisiert (Kim et al. 2010). Durch den Neuronenverlust beim MP und
insbesondere bei der AD konnte zum einen die sinkende synaptische Dichte zu einer
verminderten glutamatergen Signaltransduktion fithren und die hier gemessene
Abnahme der glialen GT-Expression begriinden. Zum anderen sind mit der
Neurodegeneration einhergehende Stérungen benachbarter zelluldrer Prozesse, die auch
die Glia betreffen konnten, als Ursache der verdnderten GT-Expression zu diskutieren.
Danach wiéren die in der vorliegenden Arbeit detektierten Verdnderungen des GT-
Genmetabolismus bei beiden Erkrankungen als sekundires Ereignis in Folge der
pathologischen Prozesse zu werten, das durch eine konsekutiv gestorte Glu-Homdostase
Exzitotoxizitit steigern und die Progredienz der Neurodegeneration weiter fordern
konnte.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse, die insbesondere bei der AD auf eine mogliche
Beeintriachtigung der GT-Expression bereits in niedrigen Krankheitsstadien hinweisen,
wire auch denkbar, dass die Abnahme der GT-Expression ein frithes Ereignis der
Erkrankungen sein konnte, das iiber die resultierende Exzitotoxizitdt neurodegenerative
Prozesse einleitet oder beglinstigt. Exzitotoxizitdt konnte dann auch als ein priméres
bzw. kausales Ereignis in der Pathogenese der Erkrankungen angenommen werden.
Besonders bemerkenswert in der vorliegenden Arbeit ist die signifikante Zunahme der
Expression des vorwiegend zerebelldren EAAT1 im Kleinhirn bei der AD und dem MP,
die zumindest bei der AD eindeutig positiv mit der Schwere der Erkrankung korreliert.
Bei der AD werden im Endstadium im Kleinhirn AB-Ablagerungen gefunden, beim MP
ist das Kleinhirn nicht involviert (Thal et al. 2002, Braak et al. 2004, Alafuzoff et al.
2009). Bei beiden Erkrankungen konnte die Zunahme der EAATI-Expression im
Kleinhirn einem kompensatorischen glialen Mechanismus zum Ausgleich gestorter GT-

Funktionen in anderen Hirnarealen, also zur Aufrechterhaltung der Glu-Homdoostase
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und zur Minderung der Exzitotoxizitdt im Gewebe entsprechen, der protektiv wirken
und dort lange erhalten bleiben konnte.

Das dhnlich verdnderte Verhalten der GT-Genexpression bei der AD und dem MP in
der vorliegenden Arbeit kann zumindest bestdtigen, dass Exzitotoxizitdt einen
pathogenetischen Mechanismus verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen
darstellt. Ob die Verdnderungen Folge der Neurodegeneration sind oder diese

verursachen, kann allerdings nicht sicher differenziert werden.

4.3  Genexpression des Glutamatrezeptors GRINL1A (glutamate receptor,
ionotropic, N-methyl D-aspartate-like 1A)

Neben den GT scheinen auch die GR an exzitotoxischen Vorgédngen bei der AD und
dem MP beteiligt zu sein. Es besteht eine gesteigerte GR-Aktivierung im nigrostriatalen
System von Patienten mit MP, AD und gemischter Pathologie, die zumindest beim MP
vom Ausmal} des DA-Defizits und des DAT-Verlustes (DA-Transporter) abhéngig zu
sein scheint. Aufgrund dieser Kenntnisse wird eine physiologische Rolle des DA als
Negativregulator der Glu-Freisetzung diskutiert (Weihmuller et al. 1992, Ulas et al.
1994, Caudle & Zhang 2009, Dong et al. 2009, Meredith et al. 2009). Beim MP konnte
Exzitotoxizitdt durch eine gestorte Interaktion dopaminerger und glutamaterger
Projektionen der Basalganglien bereits frith ausgelost werden und Neurodegeneration
begiinstigen (Caudle & Zhang 2009). Bei der AD scheint Ap die NMDAR vermittelte
LTP im Hippocampus zu inhibieren (Yamin 2009). Die Schidigung der NMDAR
konnte fiir die kognitiven Defizite bei der AD ursédchlich sein.

Fir die Bedeutung einer beeintrichtigten GR-Funktion in der Pathogenese dieser
Erkrankungen spricht die Verbesserung der klinischen Symptomatik durch die
Anwendung von NMDAR-Antagonisten. Bei der AD resultiert eine Besserung oder
Stabilisierung der kognitiven Funktionen (Harris et al. 1996, Lauderback et al. 1999,
Miguel-Hidalgo et al. 2002), beim MP eine Linderung der motorischen Symptome
(Dong et al. 2009).

Zur Familie der GR gehoren die ionotropen NMDAR (N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptoren), die AMPAR (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionséure-
Rezeptoren), die Kainat-Rezeptoren und die metabotropen GR (mGluR).
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Die in postsynaptischen Membranen lokalisierten NMDAR sind Heterotetramere und
besitzen an ihren Untereinheiten NR1 und NR2, die die Funktion und Verteilung der
Rezeptoren im Gehirn regulieren, Bindungsstellen fiir weitere Liganden (z. B. Glyzin,
Aspartat, Polyamine, Zink). NMDAR sind an der Bildung des Gedachtnisses und am
Lernen essentiell beteiligt (Plaitakis & Shashidharan 2000). Die langsame
Signaltransduktion der Kationenkanéle, die fiir Na', K" und Ca? permeabel sind,
ermdglicht ihre Funktionen bei der neuronalen Entwicklung und der synaptischen
Plastizitit, speziell der LTP fiir Geddchtnisvorgdnge und Lernprozesse (Plaitakis &
Shashidharan 2000).

Die postsynaptischen AMPAR mit den vier Untereinheiten GluR1 bis GluR4 werden
physiologisch nur durch Glu aktiviert. Sie vermitteln schnelle exzitatorische
Transmissionen. Kainat-Rezeptoren sind pri- und postsynaptisch lokalisiert und nahezu
impermeabel fiir Ca®" (Lau & Tymianski 2010). Die metabotropen GR fithren meist
iiber die G-Protein gekoppelte Freisetzung von intrazellulirem Ca®" zur Aktivierung der

Zielzelle (Wang & Qin 2010).

Der Metabolismus der GR scheint bei der AD und dem MP veréndert zu sein. Bei der
AD ist die Datenlage zur Genexpression, der NMDAR-Konzentration und -Aktivitat
nicht eindeutig. Im temporalen und frontalen Kortex wird hdufig eine Reduktion der GR
beschrieben (Greenamyre et al. 1985, Chalmers et al. 1990, Guan 2008). Allerdings
wird auch eine unverdnderte Rezeptorexpression und -aktivitdt (Cowburn et al. 1988,
Porter et al. 1993) oder eine Aktivititssteigerung (Lee et al. 2002) berichtet. Obwohl
bisher nicht geklért ist, ob Verdnderungen der NMDAR-Expression zur Unter- oder
Uberaktivitierung der Rezeptoren fiihren (Lee et al. 2002, Guan 2008), wird diskutiert,
dass eine Aktivititssteigerung der GR iiber die Vermittlung von Exzitotoxizitit zur
Synapsenschidigung und Neurodegeneration fiithren konnte (Lee et al. 2002). Zum
anderen konnte der Verlust von GR im Hinblick auf ihre physiologische Funktion mit
der fortschreitenden Demenz bei der AD assoziiert sein. Auch in Bezug auf die
regionale Verteilung der NMDAR in Abhédngigkeit von ihren Untereinheiten sind die
Daten bei der AD nicht einheitlich. Es werden reduzierte oder unverdnderte
Konzentrationen der NR1-Untereinheit im Hippocampus sowie eine Zunahme dieser im

frontalen und temporalen Kortex gemessen. Im Kleinhirn scheint die Expression beider
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NMDAR-Untereinheiten unverdndert zu sein (Bi & Sze 2002, Guan 2008). Diese
regionalen Unterschiede sind moglicherweise von der Funktion der Untereinheiten
abhéngig.

Beim MP wird eine Zunahme der NMDAR-Konzentrationen und -Aktivitit beschrieben
(Weihmuller et al. 1992, Ulas et al. 1994).

Die in Studien berichtete unverdnderte Expression der NMDAR bei der AD kann in der
vorliegenden Arbeit im Hippocampus, Gfm und Gtm bestitigt werden. Auch beim MP,
bei dem diese Hirnareale im Verlauf betroffen sind, findet sich dort keine Anderung der
Genexpression der GR bei allen Untersuchten. Die Ursache der in anderen Studien
beobachteten, veranderten GR-Aktivitit bei der AD und dem MP scheint anhand dieser
Daten nicht von der Genexpression abzuhdngen sondern in einer Affektion der
Proteinsynthese z. B. durch posttranskriptionale Modifikationen zu bestehen. In der
vorliegenden Arbeit wird in den Endstadien des MP allerdings eine signifikante
Reduktion der GR-Expression im Gtm im Vergleich zu den ND sowie ein signifikanter
Expressionsabfall zu den niedrigen Krankheitsstadien gemessen. Die vom
Neuronenverlust begleiteten Parkinson-typischen Verdnderungen befallen in einer
spezifischen Sequenz wihrend der Erkrankung zunehmend kortikale Hirnareale (Braak
et al. 2004). Im Hinblick auf die hier gemessene Abnahme der GR-Expression in den
spiten Stadien des MP konnte also abhdngig vom AusmaB und der Schwere der
neuronalen Verdnderungen im Gehirn doch eine Beeinflussung der GR-Synthese auf
Genebene auftreten, die bereits gestorte striatale glutamaterge und dopaminerge
Interaktionen (Caudle & Zhang 2009) sogar noch verstirken konnte.

In der vorliegenden Arbeit wird weiterhin eine signifikante Zunahme der NMDAR-
Expression bei der AD im Kleinhirn gemessen. Da bei der AD vielfach eine
Aktivititsabnahme der NMDAR beschrieben wird, konnte die hier detektierte
Expressionszunahme ein kompensatorischer Versuch sein, die physiologische
Rezeptorfunktion durch die lokal erhéhte Produktion aufrecht zu erhalten. Dafiir spricht,
dass bereits in den niedrigen Krankheitsstadien der AD, in denen das Kleinhirn nicht
betroffen ist, die Expression des Rezeptorgens signifikant erhoht ist. Bei
fortgeschrittener Erkrankung, wenn die neuropathologischen Prozesse auch auf

zerebelldre Areale libergreifen (Thal & Braak 2005), ist die Expressionssteigerung dann
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nicht mehr so ausgeprdgt. Diese Daten weisen auch bei der AD auf eine mdogliche
Beeintrachtigung der GR-Expression in Abhdngigkeit vom AusmalBl der neuronalen
Degeneration hin, die eventuelle kompensatorische Mechanismen der glutamatergen
Signaltransduktion minimiert.

Beim MP findet sich im Kleinhirn, das von der Neurodegeneration nicht betroffen ist
(Braak et al. 2004), eine tendenziell ebenfalls gesteigerte Expression des GR-Gens.
Davon ausgehend, dass die gesteigerte Expression mit einer erhohten Aktivitdat des GR
einhergeht, stiitzen die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten die in der Literatur
vertretene ~ Annahme  vorhandener  kompensatorischer =~ Mechanismen  zur
Aufrechterhaltung der exzitatorischen Signalweiterleitung, die beim MP aufgrund des
dopaminergen Defizits striatirer Neurone beeintrichtigt ist (Koutsilieri & Riederer
2007, Caudle & Zhang 2009).

Eine Bestimmung der Untereinheiten ist in dieser Arbeit nicht erfolgt. Moglicherweise
besteht aber ein Zusammenhang zwischen der bei beiden Erkrankungen beobachteten
regional unterschiedlichen Affektion der Genexpression zur Lokalisation der
Untereinheiten der GR und ihrer Funktion im Gehirn. Um dies zu bestétigen sind jedoch
detailliertere Untersuchungen nétig.

Die kausalen Faktoren, die auf den Genmetabolismus der GR bei der AD und dem MP
Einfluss nehmen, miissen noch identifiziert werden. Die Daten der vorliegenden Arbeit
weisen aber bei beiden Erkrankungen auf eine mogliche Affektion der GR-Expression

als Resultat der Neurodegeneration hin.

4.4 Genexpression der vacuolar protein sorting Proteine VPS35 und VPS41

Der Abbau abnormer und alter Proteine oder anderer Bestandteile der Zelle erfolgt
durch zwei Systeme. Zum einen ist dies das UPS zum anderen das Endosomen-(Auto-
phagozytose)-Lysosomen-System (ELS), an dessen Ende meist das Lysosom steht.

Uber das ELS werden exogene Substanzen durch Endo-, Pino- oder Phagozytose
aufgenommen, z. T. in prilysosomale Sortierungskompartimente verteilt, zu denen
,frithe® (Sortierungs-, Recyclingendosomen) und ,,spate” (multivesikuldre Korperchen,
priavakuoldre Kompartimente) Endosomen gehdren, am Ende dem Lysosom zugefiihrt

und abgebaut (Hoffman-Sommer & Rytka 2007, Boland et al. 2008).
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Zelleigene Substanzen werden iiber Autophagozytose (Autophagie) auf drei Wegen
abgebaut. Die Chaperon vermittelte Autophagie (CMA, engl. chaperone mediated
autophagy) eliminiert Proteine mit einem KFERQ-&hnlichen Motif, z. B. APP und a-
Synuklein, tliber das Lysosom (Nixon 2007, Shacka et al. 2008). Bei der
Mikroautophagozytose umschliet das Lysosom die abzubauende Substanz direkt.
Durch Makroautophagozytose werden fiir das UPS zu groBle Zellbestandteile zunéchst
in ein Autophagosom (AV, autophagozytirer Vesikel) aufgenommen, das die
nachfolgenden Fusionen mit den Kompartimenten des ELS einleitet (Boland et al. 2008,
Shacka et al. 2008), und abgebaut. Da in gesunden Neuronen kaum Autophagosomen
gefunden werden, wurde zundchst angenommen, dass dort nur wenig Autophagozytose
ablauft. Dies scheint jedoch durch eine hohe neuronale Autophagozytoseaktivitidt mit
rascher Elimination der abbauenden Kompartimente bedingt zu sein, die selbst bei
Zunahme autophagozytirer Prozesse, z. B. bei zellulirem Stress, effektiv bleibt (Boland
et al. 2008). Die Lysosomen selbst sind nicht nur fiir die Detoxifizierung der Zelle
verantwortlich. Sie fungieren auch bei der Regulierung der Vesikelfusion, von
Oberflachenrezeptoren, der Metabolitenspeicherung und der Kontrolle der zelluldren

Homoostase (Hoffman-Sommer & Rytka 2007).

Fiir die normale Zellfunktion spielen vielfdltige, streng regulierte Transportvorginge
und -wege, fiir deren Organisation ebenfalls das lysosomale System verantwortlich ist,
eine wichtige Rolle. Die Transportmechanismen sind bei allen Eukaryoten hoch
konserviert (Hoffman-Sommer & Rytka 2007). In Neuronen wird der Transport neu
synthetisierter Bestandteile aus dem Perikaryon im Zellkorper iiber die MT und
sogenannte Motorproteine anterograd vermittelt (De Vos et al. 2008). Da Endo- und
Autophagosomen in den Axonendigungen oder Dendriten, neuronale Lysosomen aber
vorwiegend am Perikaryon lokalisiert sind, ist der Transport abzubauender Substanzen
retrograd, z. T. iiber weite Distanzen, nétig (Nixon 2007).

An der Regulierung des lysosomalen Systems und des zelluliren Transports,
insbesondere an der Sortierung von Transportvesikeln und -giitern, sind sogenannte
Sortierungskomplexe beteiligt. Zu diesen gehoren die vakuoldren Sortierungsproteine
(VPS, engl. vacuolar protein sorting), die in Hefen und Eukaryoten exprimiert werden

(Nixon et al. 2008). Die VPS-Proteine sind wichtig fiir die Erhaltung der Zellintegritit.
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Die Deletion bestimmter VPS-Gene zieht z. B. einen Anstieg von ROS und somit von
OS in der Zelle nach sich (Flower et al. 2007).

Das humane VPS35-Protein ist zusammen mit VPS26, VPS29 sowie Sorting Nexin 1
(SNX1) und Sorting Nexin 2 (SNX2) Bestandteil des Retromer Komplexes, der am
retrograden Transport von Proteinen, an der intrazelluldren Proteinverteilung und der
Sortierung lysosomaler Hydrolasen beteiligt ist. Es wird vermutet, dass VPS35 dabei
der Erkennung des Transportgutes dient (Haft et al. 2000, Gullapalli et al. 2004, Rojas
et al. 2007).

VPS41 wird in allen menschlichen Geweben exprimiert. Es ist fiir die Sortierung
vakuoldrer Proteine, die physiologische Vakuolenmorphologie, den post Golgi
Proteintransport und den vesikuldren Transport, insbesondere fiir die Erkennung von
Vesikeln und Membranstrukturen und deren Fusion mit dem Lysosom, verantwortlich
(McVey et al. 2001). Hefen weisen bei Verdnderungen des VPS41-Gens eine gestorte
Vakuolenmorphologie und einen beeintrachtigten Transport von Vesikel- und

Lysosomenbestandteilen auf (Radisky et al. 1997).

Die Schiadigung des ELS resultiert in der Storung der zelluldren Integritit (Boland et al.
2008, De Vos et al. 2008, Nixon et al. 2008). Ein wesentlicher Prozess, der mit der
Beeintriachtigung von autophagozytiren und transportierenden Vorgingen einhergeht,
ist das Altern (Nixon et al. 2008). Zudem sind Defekte im Autophagozytose-System
Ursachen von u. a. genetisch bedingten lysosomalen Speicherkrankheiten wie den
Mucopolysaccharidosen oder den Sphingolipidosen. Sie sollen auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie der AD, dem MP oder der Chorea Huntington
eine Rolle spielen (Hoffman-Sommer & Rytka 2007).

Bei der AD als auch beim MP scheinen insbesondere Mechanismen, an denen die VPS-
Proteine beteiligt sind, geschidigt zu sein. Hinweisend auf eine Affektion bzw. Storung
des ELS bei der AD werden in verdnderten Neuronen und dystrophen Neuriten
vermehrt Autophagosomen gefunden. Dies konnte zum einen auf die Induktion von
Autophagie zum anderen auf einen beeintrachtigten Abbau autophagozytirer
Kompartimente durch das Lysosom deuten. Als kausale Mechanismen einer
moglicherweise verminderten Elimination von AV werden neuronale Schidigungen, die

zu Storungen des retrograden Transports und zur Akkumulation der Vesikel in Axonen
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oder Dendriten fiihren, oder strukturelle Verdnderungen der Autophagosomen selbst
diskutiert (Boland et al. 2008). Die bekannten frithen Storungen des axonalen
Transports bei der AD mit neuritischer Dystrophie konnten nicht nur durch die Tau-
Pathologie sondern auch durch Schidigungen der Transportvesikel selbst verursacht
sein (Stokin et al. 2005, De Vos et al. 2008).

Das ApoE, das die Einschleusung von APP in die Zelle erhoht, und die Mutationen im
PS1-, PS2- und im APP-Gen bei der FAD, die von einem verdnderten Transport der
Sekretasen oder APP-haltiger Kompartimente begleitet sind, beeinflussen iiber
Prozesse, an denen das ELS beteiligt ist, die Amyloidogenese (Nixon 2007).

Beim MP gibt es Hinweise auf Storungen im neuronalen Transport und im Abbau des
o-Synukleins. Das Protein selbst scheint, z. B. durch Mutationen oder Uberexpression,
die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen zu hemmen, die eigene als auch die
Aufnahme anderer Zellbestandteile ins Lysosom und den eigenen axonalen Transport zu
mindern. Die Akkumulation und Ablagerung des nicht abgebauten a-Synukleins in den

pathologischen LB kann die Folge daraus sein (De Vos et al. 2008, Nixon et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden aus der Familie der VPS-Proteine die Gene von
VPS35 und VPS41 untersucht und eine Beeinflussung dieser Komponenten des
Transportsystems bereits auf Genebene bei der AD und dem MP nachgewiesen.

Im Kleinhirn nimmt die Expression beider Gene bei der AD statistisch signifikant sowie
die von VPS35 beim MP tendenziell zu. Im Hippocampus ist die Expression von
VPS41 bei beiden Erkrankungen statistisch signifikant reduziert, VPS35 zeigt lediglich
bei der AD eine tendenzielle Abnahme seiner Expression. Im Gtm ist die Expression
beider Gene beim MP in den niedrigen Krankheitsstadien nach H&Y zunéchst erhoht,
von VPS41 statistisch signifikant, wihrend in den spéten verglichen mit den frithen
Krankheitsstadien beide Gene einen signifikanten Expressionsabfall zeigen.

Aufgrund der bei beiden Erkrankungen meist gleichsinnig verdnderten Expression der
VPS-Gene ist zu diskutieren, dass diese Anderung ein Resultat von fortschreitenden
degenerativen Prozessen im Gehirn ist und keine krankheitsspezifische Affektion des
Genmetabolismus besteht. Dafiir spricht auch die verminderte Expression von VPS35
und VPS41 im Hippocampus, der bei beiden Erkrankungen eher frith und insbesondere

bei der AD schwer betroffen ist. Im temporalen Kortex des MP, der auch im Verlauf der
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Erkrankung von den pathologischen Verdnderungen befallen wird (Braak et al. 2003a,
Braak et al. 2004), weist der in den hohen Krankheitsstadien signifikante Abfall der
Expression beider Gene ebenfalls auf eine Abhidngigkeit des Genmetabolismus von der
fortschreitenden Neurodegeneration hin. Es ist jedoch bemerkenswert, dass im
temporalen Kortex bei der AD, obwohl dieser wahrend der Erkrankung stark geschadigt
wird, in der vorliegenden Arbeit keine Expressionsédnderung beider Gene im Vergleich
zu den ND gemessen wird.

Das Kleinhirn ist histopathologisch bei der AD nur in den Endstadien und beim MP
nicht betroffen (Braak et al. 2004, Thal & Braak 2005). Als Ursache der im Kleinhirn
bei beiden Erkrankungen in der vorliegenden Arbeit gesteigerten VPS-Expression wére
ein kompensatorisch verdnderter Genmetabolismus zur Aufrechterhaltung der fiir die
Neuronen lebensnotwendigen Transport- und Abbauprozesse im Gehirn denkbar. Da
das Kleinhirn bei beiden Krankheiten lange weitgehend intakt bleibt, konnten dort
kompensatorische Mechanismen auch bei klinisch weit fortgeschrittener Krankheit noch
funktionieren. Beim MP wird zudem in den niedrigen Krankheitsstadien im Gtm, der zu
diesem Zeitpunkt noch gering betroffen ist, eine Steigerung der VPS-Expression
gemessen. Dies konnte moglicherweise ebenfalls einen kompensatorischen
Mechanismus zum Erhalt der neuronalen Integritdt entsprechen konnte, der in den

fortgeschrittenen Krankheitsstadien jedoch nicht aufrecht erhalten werden kann.

Die Mechanismen, die zur Verdnderung autophagozytirer Prozesse und des Transports
bei neurodegenerativen Erkrankungen fiihren, sind im Einzelnen nicht bekannt. Sie
konnten als Folge der Neurodegeneration auftreten, diese begleiten oder verursachen
(Hardy & Higgins 1992). Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten weisen bei
der AD und dem MP eher auf sekundidre Verdnderungen des Genmetabolismus als
Folge und nicht als Ursache der Neurodegeneration hin und kréftigen damit die

Annahme partiell gemeinsamer pathogenetischer Mechanismen bei beiden Krankheiten.

4.5 Genexpression des olfaktorischen Rezeptors OR10H3 (Olfactory Receptor,
Family 10, Subfamily H, Member 3)

Die Geruchsrezeptoren (OR) sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren der priméren

Riechsinneszellen innerhalb des Riechepithels der Nase. Thre Gene sind Teil der grofiten
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Genfamilie des menschlichen Genoms und mit Ausnahme von Chromosom 20 und Y
auf allen Chromosomen verteilt. Der Mensch hat etwa 360 funktionstiichtige OR-Gene,
die fiir die gleiche Zahl von Rezeptoren kodieren. Durch alternatives Splicing werden
weitere Rezeptormolekiile gebildet. Eine einzelne Riechsinneszelle produziert nur eine
Art von OR. Jeder Mensch besitzt eine individuelle Kombination der OR.

In der Riechschleimhaut sitzen die OR an der apikalen Seite der Sinneszellen, basal
befindet sich das Axon. Die Axone biindeln sich zu den Fila olfactoria, in ihrer
Gesamtheit zum Nervus olfactorius, der in der Frontobasis des Schéddels in den Bulbus
olfactorius (BO) miindet. Der BO als histogenetische ,,Ausstiilpung* der GroShirnrinde
bildet den primédren olfaktorischen Kortex. Von dort erfolgt die Signalweiterleitung tiber
den Tractus olfactorius an den sekundéren olfaktorischen Kortex (u. a. AON, Teile der
Amygdala, des transentorhinalen und entorhinalen Kortex), von diesen zu den tertidren
olfaktorischen Arealen (u. a. der orbitofrontale Kortex, Gyrus cinguli, Inselkortex,
Striatum, Hippocampus, Thalamus, Hypothalamus). Zudem scheint das Kleinhirn durch
olfaktorische Stimuli aktiviert zu werden. Es wird eine Kontrollfunktion des Kleinhirns
iiber das Einatemvolumen in Abhéngigkeit von der Duftstoffkonzentration diskutiert.
Der Hippocampus, der an Prozessen von Geddchtnis und Emotionen beteiligt ist, steht
als tertidres olfaktorisches Areal afferent mit dem orbitofrontalen Kortex, der
olfaktorische Informationen verarbeitet, in Verbindung. Das komplexe Netzwerk ist
iber diese Projektionen und iiber zum Verbindungen entorhinalen und transentorhinalen
Kortex fiir die Erkennung und Diskrimination von Duftstoffen sowie deren Einfluss auf

Verhalten, Emotionen und Gedichtnis verantwortlich (Albrecht & Wiesmann 2006).

Ein gradueller Verlust der Riechfdhigkeit mit dem Alter ist hiufig, da das Riechepithel
altersabhingig abnimmt (Rawson et al. 1998). Eine besondere Beeintrdachtigung des
Riechsystems besteht als frithes Ereignis sowohl beim MP als auch bei der AD und
kann den eigentlichen krankheitsspezifischen Symptomen um Jahre vorausgehen (Doty
et al. 1987, Devanand et al. 2000, Doty 2007). Eine Hyposmie gilt speziell beim MP als
Frithsymptom und wird bei bis zu 90% der Patienten, sowohl bei den idiopathischen als
auch den familidren Formen, gefunden (Doty 2007, Doty 2008, Haehner et al. 2009).

Die Riechfdhigkeit von Patienten mit dem idiopathischen MP und der sporadischen AD
wurde vielfach untersucht. In Studien (Ansari & Johnson 1975, Quinn et al. 1987, Doty
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et al. 1988, Doty et al. 1992, Stern et al. 1994, Hawkes et al. 1997, Daum et al. 2000,
Kobal et al. 2000, Tissingh et al. 2001) zur psychophysischen olfaktorischen Testung
mittels Duftstoffen (,,University of Pennsylvania Smell Identification Test [UPSIT]
oder ,,Sniffin-Sticks*) bei MP werden kontroverse Ergebnisse zum Zusammenhang vom
Ausmal der Hyposmie zu dem Alter und dem Geschlecht der Patienten bzw. zu der
Dauer, dem Stadium oder der Therapie der Erkrankung sowie zu den motorischen
Symptomen oder der Kognition verzeichnet. Zumeist wird keine eindeutige Verbindung
gefunden (Ansari & Johnson 1975, Quinn et al. 1987, Doty et al. 1988). Andere, so
auch elektrophysiologische Untersuchungen mittels olfaktorisch evozierter Potenziale
(OEP), belegen einen Zusammenhang zur Schwere der Erkrankung (Barz et al. 1997,
Tissingh et al. 2001).

Psychophysische und elektrophysiologische Studien zur AD zeigen, dass die Hyposmie
der dementiellen Entwicklung nicht nur deutlich vorausgehen kann (Doty et al. 1987,
Sakuma et al. 1996, Graves et al. 1999, Devanand et al. 2000) sondern moglicherweise

auch positiv mit der Schwere der Demenz korreliert (Doty et al. 1987).

Es gibt verschiedene Erkldrungsmodelle zur Ursache der Schiadigung des Riechsystems
bei der AD und dem MP. Zum einen wird ein Zusammenhang zwischen der
Degeneration des olfaktorischen Systems und der zerebralen Neurodegeneration
vermutet. Beim MP stiitzen insbesondere histopathologische Untersuchungen die
Annahme, dass eine progrediente Schadigung und Funktionsstorung der olfaktorischen
Systeme von den primdren Sinneszellen bis zu den sekundidren und tertidren
olfaktorischen Hirnarealen mit der fortschreitenden Neurodegeneration verkniipft sein
konnte. Die Untersuchungen von Braak et al. zeigen den priméren, in praklinischen
Stadien auftretenden Befall des olfaktorischen Systems, insbesondere des BO und
AON, durch die pathologischen Proteinablagerungen, der fiir das Auftreten der
Hyposmie noch vor den typischen motorischen Symptomen ursichlich sein kann (Braak
et al. 2003a, Braak & Del Tredici 2006). Die neuropathologischen Verdnderungen im
peripheren Riechsystem entsprechen denen der betroffenen Hirnregionen (Doty 2007).
Dabei scheint eine positive Korrelation vom Ausmall der LB-Pathologie im BO und
AON und dem neuronalen Zelluntergang mit der Krankheitsdauer bei Patienten mit dem

idiopathischen MP zu bestehen (Pearce et al. 1995).
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Neuropathologische Verdnderungen, d. h. dystrophe Neuriten, PHF, NFT oder LB, im
BO und Riechepithel sind auch bei der AD bekannt (Doty 2007, Doty 2008). Bei
Patienten mit der sporadischen AD gibt es allerdings kontroverse Daten, ob das Ausmal}
der histopathologischen Marker im Riechepithel der Schwere der Erkrankung
entspricht. Wéhrend einige Studien eine positive Korrelation nachweisen (Arnold et al.
2010), konnen andere diese nicht bestitigen (Duda et al. 1999). Auch das zeitliche
Auftreten der Verdanderungen ist nicht eindeutig geklart. Da eine friihe Beteiligung des
transentorhinalen und des entorhinalen Kortex als sekundére olfaktorische Areale
besteht, ist nicht sicher zu sagen, ob die Hyposmie bei der AD auf die degenerativen
Verdnderungen der peripheren Riechsinneszellen und des BO oder auf die Storung der
zentralen Signalweiterleitung zuriickzufiihren ist (Hawkes 2003).

Da alle beim MP und der AD befallenen Hirnareale durch anatomische Bahnen
miteinander verbunden sind, wird in der Literatur weiterhin diskutiert, dass fiir das
Fortschreiten der pathologischen Prozesse die axonalen Kontakte zwischen den
betroffenen Neuronen Voraussetzung sein konnten (Thal et al. 2002, Alafuzoft et al.
2009, Braak & Del Tredici 2010). Dies fiihrte u. a. zu der olfaktorischen
Vektorhypothese (engl. ,,olfactory vector hypothesis®), die annimmt, dass ein bislang
unbekanntes neurotropes Pathogen durch die Nase eintritt, iiber die neuronalen
Verbindungen fortgeleitet wird, diese schiddigt und damit das morphologische und
klinische Bild der Erkrankungen hervorruft (Doty 2008, Braak & Del Tredici 2010).
Eine entsprechende pathogene Wirkung exogener Substanzen, wie iiber die Nase
aufgenommene Viren oder Umweltgifte, auf das ZNS ist bekannt (Doty 2008, Lerner &
Bagic 2008).

Auch unspezifische Schiddigungen des peripheren Riechsystems, speziell des
Riechepithels, bzw. schwere Beeintrichtigungen des Geruchssinnes konnten
pathologische Verdnderungen im ZNS, insbesondere des olfaktorischen Systems,
auslosen. MRT-Studien zeigen entsprechend signifikant verminderte Volumina der
grauen Substanz im priafrontalen Kortex, geringeren Grades im Hippocampus, im
orbitofrontalen und parahippocampalen Kortex, in der Insel und im Kleinhirn von
Patienten mit einer Anosmie. Das Ausmal} der zerebralen Verdnderungen scheint dabei
mit der Krankheitsdauer zuzunehmen und unabhingig von der Ursache der

Riechstorung zu sein (Bitter et al. 2010). Bei Tieren werden nach einer Bulbektomie
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neben Neurodegeneration im Temporallappen und Hippocampus sogar vermehrt A-
Ablagerungen im Hippocampus gefunden, die denen der AD @hneln (Doty 2008).

OR, die in sensorischen Neuronen des Riechepithels und des BO exprimiert werden,
sind Markerproteine olfaktorischer Neurone, die zu den Neuronen des olfaktorischen
Traktes im Gehirn projizieren. Tierexperimentelle Untersuchungen zur Expression der
OR im Riechepithel und im BO bei der AD zeigen eine signifikant verminderte
Expression der Rezeptoren. Es wird diskutiert, dass bei der AD diese Abnahme der OR-
Expression im peripheren Riechsystem wegen ihrer Projektionen zu den zerebralen
olfaktorischen Neuronen durch die ablaufende Neurodegeneration verursacht sein
konnte (Zhu et al. 2009).

Ob primire Schidigungen des Riechepithels zu Beeintrachtigungen der olfaktorischen
Signalverarbeitung im ZNS fithren konnen, ob bei der AD oder dem MP die Nase ein
,Mediator* fiir Pathogene ist oder ob die Schiadigung des olfaktorischen Systems im

Rahmen der degenerativen Prozesse auftritt, ist bisher jedoch weitgehend unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des OR10H3-Gens im Gehirn von
Patienten mit der AD und dem MP sowie bei Gesunden untersucht. Alle der vier
untersuchten Hirnareale enthalten Projektionen, die an der Verarbeitung olfaktorischer
Informationen beteiligt sind. Das Riechepithel war nicht einbezogen.

Eine Beeinflussung des olfaktorischen Systems bei der AD und dem MP wird anhand
der erhobenen Daten bestétigt. Die bisher verdffentlichen Studien untersuchen meist das
,periphere* Riechsystem. In dieser Arbeit hingegen wird eine Affektion des zerebralen
olfaktorischen Systems, speziell der Regulation der OR, und zwar bereits auf der
Genebene, nachgewiesen.

Beim MP findet sich im Gtm eine tendenzielle Abnahme der Expression des OR-Gens.
Im Hippocampus wird eine signifikante Herunterregulierung gemessen, die Expression
ist dort bereits in den Krankheitsstadien 2/3 nach H&Y erniedrigt. Als Ursache der
Ergebnisse kann die fortschreitende Neurodegeneration mit der Ablagerung von LB in
den sekundiren und tertidren olfaktorischen Hirnarealen, z. B. im Hippocampus, die zu
einer Dysfunktion olfaktorischer Neuronen fiihren konnte, diskutiert werden. Aufgrund
dieser Daten konnte also neben der Dysfunktion des peripheren Riechsystems eine

zusitzliche Stérung der zerebralen olfaktorischen Informationsverarbeitung oder
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Signalweiterleitung, die mit einer verminderten Expression von OR als Zeichen der
Schadigung olfaktorischer Neurone einhergeht, als Ursache einer Hyposmie beim MP
angenommen werden.

Bei der AD wird ebenfalls eine signifikant verminderte Expression des OR-Gens im
Hippocampus gemessen. In der Literatur wird nicht nur die Beteiligung des peripheren
Riechsystems sondern auch die Degeneration zentraler Signalwege der
Geruchsverarbeitung insbesondere des Hippocampus, des transentorhinalen und
entorhinalen Kortex als Ursprung der Hyposmie bei der AD diskutiert (Hawkes 2003).
Der Hippocampus ist bei der AD erheblich von den pathologischen
Proteinablagerungen und der Neurodegeneration betroffen (Braak & Braak 1995, Thal
et al. 2002, Thal & Braak 2005). Die in der vorliegenden Arbeit detektierte
Expressionsabnahme des OR-Gens konnte als Zeichen der Schéddigung olfaktorischer
Neurone also eine Folge der fortschreitenden Neurodegeneration und mdoglicherweise
kausal fiir eine Hyposmie bei Alzheimer-Patienten verantwortlich sein. Auch Teile des
temporalen Kortex, der bei der AD stark geschidigt wird, sind an der Verarbeitung
olfaktorischer Signale beteiligt (Albrecht & Wiesmann 2006, Alafuzoff et al. 2009). In
der vorliegenden Arbeit konnte hingegen keine Beeinflussung der OR-Expression im
temporalen Kortex gemessen werden.

Hinweise darauf, ob der primire Schéddigungsort einer Riechstorung im peripheren
Riechsystem oder im Gehirn betroffener Patienten liegt, konnen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zwar weder beim MP noch bei der AD liefern. Die deutliche
Beeintriachtigung der hippocampalen OR-Expression ldsst aber schlussfolgern, dass bei
beiden Erkrankungen zerebrale Mechanismen an einer olfaktorischen Funktionsstérung
beteiligt sein konnten. Zudem ist anhand der vorliegenden Daten zu diskutieren, dass
bei beiden Erkrankungen ein Zusammenhang zwischen der Neurodegeneration und der
Schéadigung des zerebralen olfaktorischen Systems besteht. Eine anzunehmende positive
Korrelation der Expressionsdnderung des OR-Gens mit dem Fortschreiten der AD oder
des MP wird in dieser Arbeit jedoch nicht nachgewiesen. Das stadienabhingige
Verhalten der OR-Geneexpression miisste entsprechend weiter analysiert werden, um
eine derartige Assoziation zu bestitigen. Auch miisste in Folgeuntersuchungen

moglichst eine Korrelation der genetischen Daten mit der Riechfunktion der
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Untersuchten erfolgen, um die klinische Signifikanz der Daten zu bestdtigen.

Entsprechende Angaben lagen in dieser Arbeit nicht vor.

Eine von der zerebralen Neurodegeneration unabhdngige Degeneration zerebraler
olfaktorischer Neurone als Resultat einer schweren Schiddigung des peripheren
Riechsystems unspezifischer Atiologie kénnte bei Patienten mit MP, bei denen eine
Anosmie bzw. eine schwere Riechstérung hiufig vorkommt (Oertel & Reichmann
2008), oder mit AD als Ursache der beeintrachtigten OR-Genexpression ebenfalls in
Erwédgung gezogen werden. In bildgebenden Studien wird die Degeneration kortikaler
olfaktorischer Areale bei Patienten mit einer Anosmie unterschiedlicher Genese
nachgewiesen (Bitter et al. 2010). Ein derartiger Mechanismus konnte die bei beiden
Erkrankungen herunterregulierte Expression des OR-Gens im Hippocampus, der
olfaktorische Projektionen verarbeitet, moglicherweise auch erkliren. In der
vorliegenden Arbeit wird eine Anderung der Genexpression jedoch nur im
Hippocampus gemessen, wihrend eine Atrophie olfaktorischer Neuronen in der
genannten Studie auch in anderen Hirnarealen gezeigt wird. Auch liegen keine Daten
zum Vorhandensein oder Ausmal} einer Hyposmie bei den untersuchten Personen vor.
Entsprechende Zusammenhédnge miissten in gezielten Untersuchungen unter

Einbeziehung der Riechfunktion iiberpriift werden.

Das Verstindnis der Atiologie der Hyposmie oder Anosmie sollte sowohl bei der AD
als auch beim MP einen besonderen Stellenwert haben. Da sie ein Frithsymptom ist, das
den typischen klinischen Symptomen um Jahre voraus gehen kann, konnte die Kenntnis
der Genese der Hyposmie die Diagnostik der Erkrankungen, z. B. iiber genetische
Biomarker, vereinfachen und moglicherweise frithzeitig ermdglichen. Vorhandene
therapeutische Maflnahmen konnten dann bereits bei einer isolierten Riechstérung vor
dem Auftreten weiterer Symptome eingesetzt werden mit dem Ziel, die Manifestation

schwerwiegender korperlicher oder kognitiver Defizite aufzuhalten oder zu verzogern.
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung werden die Privalenz und
die Inzidenz des Morbus Parkinson (MP) und der Alzheimer Demenz (AD) in der
Zukunft erheblich zunehmen. Eine validierte Diagnostik und ein frither Therapiebeginn
sind noétig, um die schweren Beeintrichtigungen, die beide Erkrankungen fiir die
Betroffenen mit sich bringen, zu vermeiden oder zumindest zu minimieren.

Aufgrund klinischer, morphologischer und molekularbiologischer Gemeinsamkeiten der
AD und des MP werden partiell &hnliche 4&tiologische und pathogenetische
Mechanismen vermutet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, potenticlle
pathogenetische Verbindungen und mogliche diagnostische Markerproteine fiir diese
Krankheiten auf der Genebene zu identifizieren. Die Expressionsdnderung der
signifikanten Gene, z. B. der Glutamattransporter, der olfaktorischen Rezeptoren oder
der vakuolédren Sortierungsproteine, war bei beiden Erkrankungen hiufig gleichsinnig.
Anhand dieser Ergebnisse ist zum einen eine kausale Verknilipfung des verdnderten
Genmetabolismus mit der ablaufenden Neurodegeneration zu vermuten. Zum anderen
wird die Hypothese gemeinsamer pathogenetischer Mechanismen der AD und des MP
untermauert. Zusammenhinge der Genexpression zum zeitlichen Verlauf der
Erkrankungen werden in dieser Arbeit nur vereinzelt belegt, bekriftigten dann aber die
Annahme einer Assoziation zu den degenerativen Prozessen.

Die Identifizierung eines spezifischen Biomarkers fiir eine der beiden Erkrankungen
war ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Aufgrund seines Expressionsverhaltens kann das
BACE1-Gen (Beta site APP cleaving enzyme 1) als diagnostischer Biomarker fiir
Patienten mit der AD diskutiert werden. Auch bei Patienten mit MP konnten die in
dieser Arbeit gemessenen Expressionsidnderungen von BACEI auf eine potentielle
Funktion des Gens als Biomarker hinweisen, die besonders hilfreich in der Diagnostik
einer Demenzentwicklung bei Betroffenen sein konnte. Eine Bestdtigung der hier
erhobenen Daten an entsprechenden Patientenkollektiven, insbesondere beim MP mit
Demenz, mit leichter zugénglichen Proben, z. B. aus dem Liquor cerebrospinalis oder
Blut, ist allerdings n6tig, um BACE] als spezifischen Biomarker der AD oder des MP

evaluieren.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit weist aufgrund der hiufig signifikanten Expressionsdnderungen
auf eine besondere Affektion des Hippocampus sowohl bei der AD als auch beim MP
hin. Bemerkenswert ist zudem, dass im Kleinhirn, einer Hirnregion, in der bei beiden
Erkrankungen scheinbar kaum oder keine pathologischen Prozesse ablaufen, hdufige
und dann #hnliche Anderungen des Genmetabolismus gemessen wurden. Dies spricht
fiir eine Beteiligung des Kleinhirns bei beiden Krankheiten, deren Bedeutung bislang
unklar ist. Anhand der vorliegenden Daten ist jedoch eine regulatorische Funktion zum
Ausgleich krankheitsbedingter neuronaler Stérungen zu vermuten.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierten Verdnderungen des Metabolismus einzelner
Gene als auch die dabei auffilligen regionalen Besonderheiten sollten nachfolgenden
Studien als Grundlage spezifischer weiterfiihrender genetischer Analysen dienen, um
die Bedeutung der hier erhobenen Daten fiir die Pathogenese und die Diagnostik der AD

und des MP zu bestimmen.
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7 Anhang

7.1

Ubersicht - Expressionsdaten signifikanter Gene

Tabelle 7.1-1: Expressionsdaten signifikanter Gene im Kleinhirn

Gen Kleinhirn
(Symbol)
AD MP
KG
ADIII/TV ADV/VI MP2/3 MP5/6
Mean+/-SD (n) Mean+/-SD (n) Mean+/-SD
Signifikanzniveau [p] Signifikanzniveau [p] (n)
Betasite APP- 1,08+/-0,45 (10) 1,459+/-0,46 (6)
cleaving enzyme 1 [ns] [ns.] 0,962+/-1,3
1,329+/-0,14 (4) | 0,914+/-0,525 (6) 1,31+/-0,32 (5) 2,188 (1) )
(BACE1)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,608+/-0,44 (10) 1,245+/-0,52 (6)
Channel Kinase 2 [n.s.] [0,03] 0,525+/-0,39
(CHAK2) 0,814+/-0,48 (4) 0,47+/-0,38 (6) 1,2114/-0,57 (5) 1,418 (1) 5)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,285+/-0,09 (8) 0,297+/-0,198 (6)
Cytochrome b5 type A [n.s.] [n.s.] 0,32+/-0,348
(CYBS5A) 0,3214/-0,055 (4) 0,249+/-0,12 (4) 0,2214/-0,08 (5) 0,673 (1) 4)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,166+/-0,052 (10) 0,17+/-0,092 (6)
Glial fibrillary acidic [0,02] [n.s.] 0,079+/-0,061
protein (GFAP) 0,152+/-0,053 (4) | 0,176+/-0,055 (6) 0,177+/-0,1 (5) 0,138 (1) “
[n.s.] [0,06] [n.s.] [n.s.]
Glutamate receptor, 0,21+/-0,029 (9) 0,22+/-0,76 (6)
ionotropic, N-methyl [0,006] [0,09] 0,14+/-0,047
D-aspartate-like 1A 0,226+/-0,033 (4) 0,2+/-0,022 (5) 0,223+/-0,085 (5) 0,216 (1) “)
(GRINL1A) [0,02] [0,08] [n.s.] [n.s.]
0,177+-0,17 (10) 0,204+/-0,1 (6)
Monoamine oxidase A [n.s.] [0,01] 0,036+/-0,024
(MAOA) 0,173+/-0,27 (4) 0,18+/-0,09 (6) 0,186+/-0,1 (5) 0,29 (1) 4)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,022+/-0,012 (10) 0,019+/-0,01 (5)
Monoamine oxidase B [0,046] [0,07] 0,008+/-0,003
(MAOB) 0,026+/-0,016 (4) 0,02+/-0,01 (6) 0,019+/-0,01 (5) 0) “4)
[n.s.] [n.s.] [0,07]
Olfactory receptor, 0,5174/-0,61 (10) 0,37+/-0,297 (6)
family 10, subfamily [n.s.] [n.s.] 0,619+/-0,72
H, member 3 0,219+/-0,082 (4) | 0,717+/-0,74 (6) 0,4+/-0,32 (5) 0,228 (1) (@)
(OR10H3) [n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
. . 0,513+/-0,279 (9) 0,446+/-0,265 (5)
rsn(;fsecra; ey [0,01] [0,03] 0,069-+/-0,047
(SLC1A3) 0,391+-0,39 (4) | 0,611+/-0,12(5) | 0,382+/-0,26 (4) 0,704 (1) @)
[n.s.] [0,02] [0,1] [0,06]
0,011+4/-0,008 (10) 0,013+/-0,007 (6)
Synaptotagmin | [n.s.] [n.s.] 0,012+/-0,015
(SYTI) 0,016+/-0,01 (4) | 0,007+/-0,004 (6) | 0,012+/-0,008 (5) 0,013 (1) ©)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]




Tabelle 7.1-1: Expressionsdaten signifikanter Gene im Kleinhirn

Gen s
(Symbol) Kleinhirn
AD MP
KG
ADIII/TV ADV/VI MP2/3 MP5/6
Mean+/-SD (n) Mean+/-SD (n) Mean+/-SD
Signifikanzniveau [p] Signifikanzniveau [p] (n)
. 0,608+/-0,31 (10) 0,8534/-0,61 (6)
vaewolprotetn [0,049] [0,09] 02334021
(vpssgs) & 0,724+/-0,167 (4) | 0,531+/-0,374 (6) | 0,859+/-0,677 (5) 0,825 (1) @
[0,09] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
. 0,657+/-0,39 (10) 0,415+/-0,29 (5)
Z;arf;"gl'flpﬁzfﬁog [0,03] [ns.] 0,176+/-0,113
(VPS41) 0,778+/-0,3 (4) 0,575+/-0,44 (6) 0,314+/-0,21 (4) 0,819 (1) 4)
[0,08] [n.s.] [n.s] [0,04]

AD: Alzheimer Erkrankung; ADII/IV bzw. ADV/VI: Krankheitsstadium II/IV bzw. V/VI nach Braak; KG:
Kontrollgruppe; Mean: Mittelwert der Expressionsdaten der jeweils untersuchten Gruppe, MP: Morbus Parkinson;
MP2/3 bzw. MP5/6: Krankheitsstadium 2/3 bzw. 5/6 nach Hoehn & Yahr; (n): Probenzahl; n.s.: nicht signifikant; [p]
Signifikanzniveau: p<0,05 signifikant, p<0,01 hoch signifikant, p<0,1 Tendenz; SD: einfache Standardabweichung.

Graue Markierung: farbliche Kennzeichnung signifikanter Genexpressionsinderung.



Tabelle 7.1-2: Expressionsdaten signifikanter Gene im Gyrus frontalis medialis

Gen Gyrus frontalis medialis
(Symbol)
AD MP
KG
ADIII/TV ADV/VI MP2/3 MP5/6
Mean+/-SD (n) Mean+/-SD (n) Mean+/-SD
Signifikanzniveau [p] Signifikanzniveau [p] (n)
8,4E-5+/-5 4B-5 (6) 2,84E-4+/-0,001 (5)
Beta—.sne APP- [n.s.] [n.s.] | 6E-4+-
cleaving enzyme 1 3,9E-5+/-7,7E-6 | 1,06E-4+/-53E-5 | 3,9E-4+/-0,001 0,009+/-0,001 23E-4(6)
(BACEI) @ “ 3 2 ’
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,093+/-0,07 (8) 0,182+/-0,2 (7)
Channel Kinase 2 [n.s.] [n.s.] 0,12+/-0.1 (5)
(CHAK2) 0,1+/-0,098 (4) 0,086+/-0,06 (4) 0,1614/-0,016 (4) 0,209+/-0,1 (3) ’ ’
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,035+/-0,065 (8) 0,028+/-0,04 (6)
n.s. n.s.
Cytochrome b5 type A 0,07+/-0,08 (4) [ ]2,2E—4+/—2,5E—4 0,001+/-0,001 (3)[ ]0,056+/—0,049 3) 0,018+/-0,04
(CYB5A) @ 5)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Glial fibrillary acidic 0,038+/-0,069 (7) 0,129+/-0,13 (7)
protein [n.s.] [n.s.] 0,13+/-0,178
(GFAP) 0,067+-0,11 3) | 0,017+-0,012 (4) | 0,136+/-0,155 (4) | 0,119+/-0,12 (3) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Glutamate receptor, 0,004+/-0,009 (7) 0,009+/-0,013 (6)
ionotropic, N-methyl [n.s.] [n.s.] 0,014/-0,02
D-aspartate-like | A 0,008+/-0,014 (3) 4,1E-4Z;2,2E-4 0,001+/-0,001 (3) | 0,017+/-0,015 (3) )
(GRINLIA) [n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,003+/-0,007 (7) 0,021+/-0,02 (7)
Monoamine oxidase A [n.s.] [ns.] 0,02+/-0,045
(MAOA) 0,007+/-0,011 (3) 0,0+/-0,0 (4) 0,014+/-0,027 (4) | 0,031+/-0,027 (3) (5)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,067+/0,09 (8) 0,033+/-0,042 (6)
Monoamine oxidase B [n.s.] [n.s.] 0,036+/-0,074
(MAOB) 0,083+/-0,099 (4) | 0,05+-0,09 (4) | 0,008+/-0,051 (3) | 0,058+-0,074 (3) (5)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Olfactory receptor, 0,098+/-0,13 (8) 0,11+/-0,124 (6)
family 10, subfamily [n.s.] [n.s.] 0,127+/-0,177
H, member 3 0,102+/-0,16 (4) 0,094+/-0,115 (4) 0,035+/-0,02 (3) 0,185+/-0,146 (3) 6)
(OR10H3) [n.s.] [ns] [n.s.] [n.s.]
Solute carrier family 1, 0,001+/-0,001 (7) 0,003+/-0,003 (4)
member 3 [ns] [n.s.] 0,005+/-0,007
0,001+/-0,001 (3) 0,002+/-0,001 (4) 0,003+/-0,003 (3) 0,001 (1) (6)
(SLC1A3)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,001-+/-0,002 (7) 0,001+/-0,001 (6)
Synaptotagmin I [n.s.] [n.s.] 0,008+/-0,011
(SYT1) 0,001+/-0,001 (3) 0,002+/-0,002 (4) 0,001+/-0,001 (3) 0,001+/-0,001 (3) 6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Vacuolar protein 0,009+/-0,022 (7) 0,029+/-0,044 (6)
sorting 35 homolog [ns.] [n.s.] 0,003+/-0,004
(VPS39) 0,02+/0,034 (3) | 0,001+/-0,001 (4) | 0,005+/-0,007 (3) | 0,053+/-0,056 (3) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [0,08]
Vacuolar protein 0,11+/-0,05 (8) 0,09+/-0,046 (6)
sorting 41 homolog [n.s.] [n.s.] 0,1+/-0,087
0,099+/-0,06 (4) 0,1214/-0,047 (4) 0,083+/-0,031 (3) 0,098+/-0,064 (3) 5)

(VPS41)

[n.s.]

[n.s.]

[n.s.]

[n.s.]




Tabelle 7.1-3: Expressionsdaten signifikanter Gene im Gyrus temporalis medialis

Gen
(Symbol)

Gyrus temporalis medialis

AD MP
KG
ADIII/TV ADV/VI MP2/3 MP5/6
Mean+/-SD (n) Mean+/-SD (n) Mean+/-SD
Signifikanzniveau [p] Signifikanzniveau [p] (n)

Beta-site APP-

0,024+/-0,017 (7)

0,021+/-0,008 (6)

0,022+/-0,008

cleaving enzyme 1 [ns.] [ns.] 6)
(BACE) 0,017+/-0,016 (3) | 0,029+/-0,017 (4) | 0,026+/-0,003 (3) | 0,016+/-0,009 (3)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,2134/-0,331 (6) 0,222+/-0,179 (7
Channel Kinase 2 [n.s.] [0,03] ” 0,314+/-0,23
(CHAK2) 0,067+/-0,08 (3) 0,359+/-0,45 (3) 0,32+/-0,168 (4) 0,091+/-0,098 (3) ©)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,039+/-0,029 (6) 0,011+/-0,01 (6)
Cytochrome b5 type A [n.s.] [n.s.] 0,02+/-0,018
(CYBS5A) 0,045+/-0,043 (3) 0,032+/-0,007 (3) 0,017+/-0,007 (4) | 4,6E*+/-0,001 (2) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,944+/-0,914 (7) 0,558+/-0,608 (7)
Glial fibrillary acidic [n.s.] [n.s.] 0,887+/-0,676
protein (GFAP) 1,405+/-1,18 (3) 0,599+/-0,6 (4) 0,759+/-0,78 (4) 0,29+/-0,12 (3) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Glutamate receptor, 0’097-E;(:’(])59 ) 0’096-E;2’(])68 ) 0.1134/-0.04
ionotropic, N-methyl 555576 568 3) [ 0,170,057 (@) | 014570036 @) | 0.0370023) | (6)
D-aspartate-like 1A
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [0,03]
(GRINL1A) MP2/3:MP5/6 [0,006]
0,05+/-0,057 (7) 0,103+/-0,113 (7)
Monoamine oxidase A [ns.] [n.s.] 0,117+/-0,096
(MAOA) 0,034+/-0,04 (3) 0,062+/-0,07 (4) 0,168+/-0,11 (4) 0,016+/-0,015 (3) ©)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,063+/-0,033 (6) 0,085+/-0,07 (7)
Monoamine oxidase B [ns.] [ns.] 0,081+/-0,055
(MAOB) 0,057+-0,047 3) | 0,068+/-0,023 (3) | 0,088+/-0,051 (4) | 0,08+-0,11(3) ()
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Olfactory receptor, 0,3214/-0,32 (7) 0,156+/-0,146 (7)
family 10, subfamily [n.s.] [0,1] 0,316+/-0,18
H, member 3 0,3374/-0,36 (3) 0,309+/-0,34 (4) 0,096+/-0,11 (4) 0,2354/-0,17 (3) )
(OR10H3) [n.s.] [n.s] [n.s.] [n.s.]
Solute carrier family 1, 0,459+/-0,37(7) 0.35+/-0,22(7)
member 3 [ns] [n.s] 0,389+/-0,225
0,456+/-042 3) | 0462+/-0,4 (4) | 0462+-021(4) | 0,208+-0,16 (3) 5)
(SLC1A3)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,99+/-0,958 (7) 0,721+/-0,854 (7)
Synaptotagmin I [n.s.] [n.s.] 0,58+/-0,72
(SYT1) 1,19+/-1,05 (3) 0,84+/-1,01 (4) 0,972+/-0,98 (4) 0,386+/-0,667 (3) %)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,21+/-0,19 (7) 0,17+/-0,15 (7)
Vacuolar protein [n.s.] [n.s.]
sorting 35 homolog 02324026 (3) | 0,1951-0,16 (4) | 0257+/-014 (%) | 0,0555-0,035 3) | %! 15+5/‘0’016
(VPS35) [ns.] [n.s.] [n.s.] [0,09] ®)
MP2/3:MP5/6 [0,04]
0,346+/-0.2 (7) 0,259+/-0,15 (7)
Vacuolar protein [ns.] [ns.] 0.2274/-0.04
sorting 41 homolog 0,377+/-0,37 (3) | 0,322+/-0,18 (4) | 0,372+/-0,048 (4) | 0,109+/-0,087 (3) e 5)‘ ’
(VPS41) [ns.] [ns] [0,01] [0,06]

MP2/3:MP5/6 [0,0007]




Tabelle 7.1-4: Expressionsdaten signifikanter Gene im Hippocampus

Gen Hi
(Symbol) ippocampus
AD MP KG
ADIII/TV ADV/VI MP2/3 MP5/6
Mean+/-SD (n) Mean+/-SD (n) Mean+/-SD
Signifikanzniveau [p] Signifikanzniveau [p] (n)
Betasite APP- 0,004+/-0,006 (9) 0,01+/-0,009 (7)
: [0,03] [0,1] 0,036+/-0,04
cleaving enzyme 1
0,0014/-0,001 (4) 0,006+/-0,007 (5) 0,008+/-0,01 (5) 0,014+/-0,001 (2) 6)
(BACE1)
[ns.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,165+/-0,2 (11) 0,164+/-0,148 (8)
Channel Kinase 2 [n.s.] [0,03] 0,162+/-0,14
(CHAK2) 0,056+/-0,04 (4) 0,2274/-0,23 (7) 0,1814/-0,17 (6) 0,114+/-0,08 (2) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,011+/-0,025 (11) 0,02+/-0,27 (7)
Cytochrome b5 type A [0,03] [n.s.] 0,094+/-0,1
(CYBS5A) 0,0+-0,0 (4) 0,017+/-0,03 (7) 0,014+/-0,031 (5) 0,034+/-0,005 (2) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,108+/-0,163 (10) 0,0234/-0,039 (7)
Glial fibrillary acidic [n.s.] [0,04] 0,143+/-0,125
protein (GFAP) 0,019+/-0,026 (4) 0,167+/-0,19 (6) 0,029+/-0,046 (5) 0,008+/-0,01 (2) 5)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Glutamate receptor, 0,019+/-0,03 (10) 0,056+/-0,052 (8)
ionotropic, N-methyl [n.s.] [n.s.] 0,042+/-0,037
D-aspartate-like 1A 0,0014/-0,001 (4) 0,0314/-0,034 (6) 0,052+/-0,059 (6) 0,067+/-0,039 (2) 5)
(GRINL1A) [n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
0,008+/-0,01 (11) 0,053+/-0,081 (8)
Monoamine oxidase A [0,002] [n.s.] 0,048+/-0,32
(MAOA) 0,0+/-0,0 (4) 0,012+/-0,012 (7) | 0,067+/-0,09 (6) | 0,012+/-0,016 (2) )
[0,01] [0,03] [n.s.] [n.s.]
0,054+/-0,11 (10) 0,0234/-0,052 (7)
Monoamine oxidase B [n.s.] [n.s.] 0,077+/-0,11
(MAOB) 0,002+/-0,003 (4) 0,089+/-0,127 (6) 0,029+/-0,009 (5) 0,008+/-0,105 (2) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
Olfactory receptor, 0,087+/-0,048 (9) 0,085+/-0,052 (8)
family 10, subfamily [0,03] [0,04] 0,312+/-0,27
H, member 3 0,09+/-0,06 (4) 0,084+/-0,04 (5) 0,0734/-0,046 (6) 0,119+/-0,07 (2) (6)
(OR10H3) [n.s.] [n.s.] [0,1] [n.s.]
Solute carrier family 1 0,0334/-0,068 (10) 0,028+/-0,1 (6)
(glial high affinity [0,04] [0,07]
glutamate transporter), 6,3E-5+/-1,3E-4 0,055+/-0,083 (6) 0,07+/-0,03 (5) 0,053+/-0,039 (2) 0’18?/6-)0’185
member 3 4)
(SLC1A3) [n.s] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
4,77E-4+/-0,001 (11) 3,74E-4+/-0,001 (7)
. [0,03] [0,08]
(Ssy\rfrplt)o tagmin | LIE-4+/-1,064 | 000140001 (7) | 33E-4+/0001 | 48E-4+/-40E-4 0’012?6/;0’016
“) % @
[n.s.] [n.s.]. [n.s.] [n.s.]
Vacuolar protein 0,054+/-0,086 (11) 0,078+/-0,08 (8)
) [0,07] [n.s.] 0,209+/-0,24
sorting 35 homolog
(VPS35) 0,001+/-0,002 (4) 0,085+/-0,097 (7) 0,078+/-0,092 (6) 0,076+/-0,05 (2) (6)
[n.s.] [n.s.] [n.s.] [n.s.]
. 0,056+/-0,06 (11 0,035+/-0,042 (8
VaC}lolar protein 0.02] an [0.03] ®) 0.234+/-0.2
sorting 41 homolog
(VPS41) 0,044+/-0,075 (3) 0,061+/-0,058 (8) 0,026+/-0,042 (6) 0,062+/-0,042 (2) (6)
[n.s.] [0,1] [0,1] [n.s.]
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