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Vergleich von drei genetischen Suszeptibilitatsraarkzwischen Patienten mit
idiopathischem Parkinson-Syndrom und deren dire¥eEmvandten mit Hilfe

des transmission disequilibrium tests for siblings

1. ZUSAMMENFASSUNG

M. Parkinson ist eine der haufigsten neurologisdBgmankungen tberhaupt. Aufgrund der
demografischen Entwicklung mit immer héherer Leleewsrtung wird die Erkrankung noch
weiter an Bedeutung zunehmen. Dabei wird aucha#o8konomische Faktor immer
wichtiger.

Bis heute ist die Atiologie der Erkrankung unkliarden letzten Jahren zeigten sich
Hinweise, dass ein kleiner Teil der Erkrankung ngemetisch nach Mendelschem Muster
vererbt wird. Des Weiteren scheinen bei sporadesdtretendem Parkinson-Syndrom
Umweltfaktoren von Bedeutung zu sein.

Um die genetische Beteiligung bei der Pathogenes&urkrankung weiter zu erharten,
wurden in der vorliegenden Arbeit drei bereits ieaté Genveranderungen bei Patienten
erstmals mit den Geninformationen gesunder Vervear(@itern und/oder Geschwister)
mittels eines neu entwickelten statistischen Vegab, dem transmission disequilibrium test
for siblings (sib-TDT) verglichen. Dabei zeigtelsiiir einen der drei untersuchten Marker,
das Apolipoprotein Epsilon-Allel, ein signifikanteinterschied. Dies kann zum einen als
erneuter klarer Hinweis fiir eine genetische Begeilg bei der Atiologie von M. Parkinson
gesehen werden. Zum anderen unterstreicht dasiveegagebnis fur die beiden anderen
Marker aber auch die in den letzten Jahren vertiitbiten widersprtichlichen Ergebnisse
Uber den detaillierten genetischen Hintergrundit&rankung.

Die Tur bei der Forschung nach der Ursache dieg#tigen neurodegenerativen Erkrankung
ist erst aufgestol3en. Aber schlief3lich wird marcddressere Kenntnis der Beteiligung
genetischer Faktoren neue therapeutische Strategtenckeln kénnen, die am Ende
vielleicht zu einer Heilung der Erkrankung oderemer Pravention der Symptomausbildung

fuhren wird.



2. EINLEITUNG

Auch heute noch ist in den meisten Fallen die Atja der Parkinsonschen Erkrankung
ungeklart. Zahlreiche Ursachen, die zur Entsteldieger Erkrankung beitragen, wurden in
den letzten Jahren postuliert und zum Teil wiedgworfen. Gerade auf dem Gebiet der
neurogenetischen Forschung wurden in der letztérederme Fortschritte gemacht, und es
sprechen nun einige Befunde dafir, dass Veranderuing menschlichen Erbgut an der
Genese der Parkinsonschen Erkrankung beteiligt Binddiese Hypothese zu belegen,
wurden in der vorliegenden Arbeit drei Genorte,idigerschiedenen, vergangenen Studien
starke Hinweise flr eine genetische Beteiligungtesi, bei Patienten mit jungem
Erkrankungsbeginn erstmalig im Vergleich zu gesariderwandten (Eltern und/oder
Geschwister) dieser Patienten untersucht und méneispeziellen statistischen Testverfahren

ausgewertet.

2.1. Definition des Parkinson-Syndroms

Der Begriff "Parkinson-Syndrom" umfasst ein klimges Erscheinungsbild mit den
Kardinalsymptomen Akinese (bzw. Bradykinese), Rigod Ruhetremor mit einer Frequenz
von 4-6Hz [Lance JW, Schwab RS et al 1963]. Dandipelet man einen Verlust der
Haltereflexe und in unterschiedlicher Auspragungetative, psychische und zusatzliche
motorische Beeintrachtigungen.

2.2. Klassifikation der Parkinson-Syndrome

Es werden im Allgemeinen drei Gruppen von ParkirSgndromen unterschieden: das am
haufigsten vorkommende idiopathische Parkinson-8yndIPS), die sekundaren Parkinson-
Syndrome, bei denen die Schadigungsursache eigdekannt ist, und Parkinson-Syndrome
im Rahmen von anderen neurodegenerativen ErkraekufGerstenbrand F, Poewe WH
1990], [Ellenberg JH, Koller WC et al. 1995], [WaRL, Koller WC 1997].

Tabelle 1zeigt die Klassifikation der Parkinson-Syndromé dein jeweiligen Untergruppen.



Idiopathisches Parkinson-

Syndrom

Sekundare Parkinson-Syndrome

Parkinson-Syndrome inRahmen von
anderen neurodegenerativen

Erkrankungen

Morbus Parkinson

Pseudo-Parkinsonismus

zerebrale Arteriosklerose
(lakunare Infarkte; subcortikale
arteriosklerotische
Enzephalopathie,
Multiinfarktsyndrom)
Normaldruck-Hydrozephalus
Posttraumatisch

Hirntumor

Creutzfeldt Jakob Erkrankung

Medikamentos

klassische Neuroleptika
Reserpin
klassische Antiemetika (®

Rezeptor-Blocker)

Toxisch

Mangan
Kohlenmonoxid
MPTP

Zyanid
Kohlenstoff-Disulfid

Metabolisch

Morbus Wilson

Hypo- oder
Hyperparathyreoidismus
erworbene hepatozerebrale

Degeneration

Postenzephalitisch

Psychogen

Multisystem-Atrophien

» sporadische olivo-pontocerebellarg
Atrophie (SOPCA)

» striato-nigrale Degeneration (SND

e Shy-Drager-Syndrom

Progressive supranukleare Blickpares¢

(PSP)

Hallervorden Spatz Syndrom

Pallidonigrale Degeneration

Corticobasale gangliondre Degeneratipn

(CBGD)

Morbus Pick

Morbus Alzheimer

Tabelle 1 Klassifikation der Parkinson-Syndrome



2.3. Haufigkeit und Vorkommen

M. Parkinson ist eine der haufigsten neurologisdbdmankungen tUberhaupt. Weltweit liegt
die Pravalenz bei 10 bis 405 / 100.000 Einwohnégafy Z, Roman GC 1993]. Mehr als 1%
der Uber 50-jahrigen sind von der Krankheit be&aoff3% der tber 60-Jahrigen und schon
10% der Uber 80-Jahrigen [Adams RD, Victor M. 199RRhjput ML, Rajput AH 2002].

M. Parkinson ist die dritthaufigste neurologischikrBnkung, die in Ambulanzen der hoch
zivilisierten Lander auftritt. Nur KopfschmerzenduBpilepsien sind noch etwas haufiger. Bei
alteren Patienten rangiert M. Parkinson rasch steestelle mit immerhin 17% aller
Patienten Uber 65 Jahren, die sich in einer negistben Ambulanz vorstellen. Davon
abgesehen ist Parkinson hinter der Alzheimerschkeraikung der zweithaufigste
neurologische Zustand, durch den Patienten Gibédabge professionelle Pflege zu Hause
oder in Heimen bendtigen. In den USA sind 2-7%r atld’flegeheimen untergebrachten
Patienten an M. Parkinson erkrankt.

Schatzungen Uber die gesundheitstkonomische Betpder Erkrankung steigen stetig an.
Errechnete eine Untersuchung 1992 fur die USA Kostédohe von 5,6 Mrd. US-$ pro Jabhr,
so lag diese Schatzung 1997 schon bei 25 Mrd. P&-3ahr [Siderowf A, Holloway RG
2002].

Daher hat M. Parkinson eine auf3erst grof3e medihieiand soziale Bedeutung.

2.4. Diagnose

Eine eindeutige Diagnosestellung des M. Parkinsbausschlief3lich pathologisch mdglich
[Jellinger K 1987]. Dabei findet sich histologiseim selektiver Verlust der melaninhaltigen
dopaminergen Neurone in der Pars compacta der&ulashigra, insbesondere im
ventrolateralen Anteil [Fearnley JM, Lees AJ 19%13s zweite wichtige histologische
Merkmal sind die so genannten Lewy-Koérperchen [GNRG, Lees AJ 1988]. Dabei handelt
es sich um eosinophile, zytoplasmatische Einsckiuwpsr, deren Zusammensetzung immer
noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Man weil3 teeaber, dass nebersynuclein, das die
fibrillare Hauptkomponente der Lewy-Korper dargtelhter anderem folgende Proteine
enthalten sind: Neurofilamente, Ubiquitin, UCH-lP-Makroglobulin,a B-Kristallin, -
Amyloid-Precursor-Protein, Mikrotubuli-assoziierfesotein Tau, Tyrosin-Hydroxylase,

Glutathion-S-Transferase, Topomyosin, Tubulin, $yiip 1 sowie das Protein 14-3-3.
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[Review in: Pollanen MS, Dickson DW et al 1993]p{i&antini MG, Schmidt ML et al 1997],
[Wakabayashi K, Engelender S et al 2000], [Ubl &r@8D et al 2002]. Lewy-Kérper sind
auch an anderen Orten, im Hirnstamm und auch itd@arinde beschrieben worden. Sie
finden sich auch bei 10% der gesunden alteren Memsond bei anderen Erkrankungen des
zentralen Nervensystems. Sie sind also ein quanéis nicht ein qualitatives Merkmal der
Parkinson-Krankheit [Poeck K, Hacke W 1998]. Dudem Untergang der dopaminergen
Zellen in der Substantia nigra kommt es in der &alg einem Ausfall der Neurone, die auf
das Striatum projizieren, das selbst intakt blgisgid Y, Javoy-Agid F, Ruberg M 1987].
Eine klinische Manifestation der Erkrankung isteatiem nigralen Nervenzellverlust von
etwa 50% zu erwarten [Fearnley JM, Lees, AJ 199%). bei einer Verringerung des
Dopamins im striatalen Projektionsgebiet der nigmalleurone um 60-80% [Leenders KL,
Salmon EP et al 1990]. Die klinische Diagnose de®#tkinson ist mit Unsicherheiten
behaftet. In verschieden Studien wurde gezeigs desDiagnosesicherheit nur bei 56% bis
80% liegt [Martilla RJ, Rinne UK 1976], [Hughes AJaniel SE et al 1992], [Rajput AA,
Rozdilsky B et al 1991]. Dennoch hat man sich imaéipnal auf einen Diagnosealgorithmus
nach den Kriterien der United Kingdom ParkinsoriseBse Brain Bank geeinigt, der seither
mehrfach revidiert wurde [Gibb WRG, Lees AJ 1988]ard CD, Gibb WRG 1990],
[Marjama-Lyons JM, Koller WC 2001], [Hughes AJ, DalrSE et al 1992].

Danach mussen bei einem Patienten mit einer Anaamres mindestens einem Jahr das
Symptom Bradykinese vorliegen UND zusatzlich enwvdgigor ODER Ruhetremor.
Aul3erdem gilt ein gutes Ansprechen der Symptonaatfleine L-DOPA Behandlung als
deutlicher Hinweis auf einen M. Parkinson.

Andersherum sind einige klinische Symptome klassisgeise als Hinweis gegen einen
Morbus Parkinson zu sehen. Dazu gehéren insbesofidarjama-Lyons JM, Koller WC
2001]:

* Demenzielle Entwicklung innerhalb eines Jahres

* Abruptes Einsetzen der Parkinson-Symptome

» Sehr schnelles oder fehlendes Voranschreiten daptynatik

» Vertikale Blickparese nach unten

» Schwere oder friih auftretende autonome Dysfunktione

e Zeichen der Schadigung des ersten Motoneuronszedebellare Symptome

» Sehr frihe posturale Instabilitét innerhalb deteerdahres

11



2.4.1. Technische und apparative UnterstutzungiéebDiagnosestellung

Das Diagnosekriterium "Ansprechen der Parkinson@gmatik auf L-DOPA oder einen
Dopaminagonisten” ist gerade bei kurzer Krankhaiied und damit verbundener geringer
Symptomatik oft schwer heranzuziehen. Um schne# eglativ sichere Aussage lber das
Ansprechen der Symptome auf dopaminerge Stimulatiachen zu kdnnen, gibt es in
spezialisierten Zentren die Moglichkeit, mit biltigemden Verfahren wie PET (positron
emission tomography) [Leenders KL 1990] und SPESifig{e photon emission computer
tomography) [Schwarz J, Tatsch K et al 1992] diehia der postsynaptischen-D
Dopaminrezeptoren des Corpus striatum zu messenn W& einem Patienten mit Parkinson-
Symptomen im IBZM-(lodobenzamid)-SPECT eine nornizilshte der B-Dopamin-
Rezeptoren gefunden wird, so kann man mit 86%\genrscheinlichkeit ein positives
Ansprechen auf dopaminerge Therapie vorhersageict@maliien kann ein
Therapieversagen bei erniedrigterDopaminrezeptordichte mit der gleichen
Wahrscheinlichkeit prognostiziert werden.

Weniger aufwendig sind akut-pharmakologische Tegesder L-DOPA- und der
Apomorphin-Test. Dabei wird einmalig eine hohe Bogin L-DOPA oral verabreicht
[Esteguy M, Bonnet AM et al 1985], [Hughes AJ, Légs Stern GM 1991] bzw.
Apomorphin subkutan injiziert [Barker R, DuncarLdes AJ 1989], [Oertel WH, Gasser T et
al 1989], [Hughes AJ, Lees AJ et al 1990], [D'Cd3E Abbott RJ et al 1991] und die
Wirkung auf die Parkinson Symptomatik dokumentiBgr Gesamtvoraussagewert des
Apomorhin-Tests bei den Patienten dieser Studigihéa 90% bezlglich des Ansprechens
auf dopaminerge Therapie.

Zusatzlich kénnen auch klassische bildgebende YWesfawie die Computertomografie (CT)
und die Magnetresonanztomografie (MRT) zur Diagfindang beitragen. Dabei dient die
CT vor allem, einen Normaldruckhydrozephalus, v&aieuErkrankungen oder
Raumforderungen darzustellen. Dies kdonnten Ursafthvezin sekundares Parkinson-
Syndrom sein. Die MRT ist der CT in Bezug auf stou&lle Lasionen weit Giberlegen. In den
T2-gewichteten Bildern ist dabei besonders auf mtpase Areale im dorsolateralen und
posterioren Putamen zu achten bzw. auf eine schirhgderintensitat am lateralen Rand des
Putamens, der der Capsula interna anliegt [Tes&alpiardo M et al 1993], [Lang AE,
Curran T et al 1994], [Konagaya M, Konagaya Y €1395], [Schwarz J, Weis S et al 1996].

Beide Zeichen deuten auf eine Multisystematropbaneben dient die MRT der
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Identifikation von vaskuldren und nicht-vaskulat&isionen in anderen

Basalganglienregionen oder an anderen Stellenetgsaten Nervensystems.

2.5. Atiologie

Wie in den vorangestellten Kapiteln beschriebendeuist die Pathophysiologie von M.
Parkinson durch den Ausfall der dopaminergen Nea@ken in der Substantia nigra und die
dadurch gestorte Projektion auf das Striatum aciseeid geklart. Die Ursache fur den
Zelluntergang ist aber bis heute unklar. Es exmstienehrere Hypothesen zur Entstehung der
Parkinsonschen Krankheit (Ubersichten in: [Hirs€ 194], [Mizuno Y, Ikebe Sl et al

1995], [Cortopassi GA, Wang E 1995], [Ozawa T 1998hrding AE 1994]):

* Apoptose

* Endogene und exogene Neurotoxine
* Genetische Suszeptibilitat

* Immunprozesse

« Mitochondriale Beteiligung

» Oxidativer Stress

* Umweltfaktoren

» Vorzeitige Zellalterung

Dabei ist wichtig, dass die Pathomechanismen, iésed Hypothesen zugrunde liegen,
wahrscheinlich miteinander in Zusammenhang stehdrsich gegenseitig bedingen.

2.5.1. Risikofaktoren

Zahlreiche Risikofaktoren wurden mit der EntstehdagParkinsonschen Erkrankung in
Zusammenhang gebracht (Tabelle 2) [Tanner CM 2@&ifgr der bedeutendsten
Zusammenhange besteht dabei zwischen dem Altd?ateenten und dem Auftreten der
Erkrankung. Daneben spielt eine positive Famili@mamese eine Rolle. Heute weil3 man,
dass ca. 10-20% aller Parkinson-Patienten Verwandtdem gleichen Erkrankungsbild

haben. Mannliches Geschlecht ist ein weiterer p¢der Risikofaktor. Die Erkrankung ist

13



unter Mannern etwa 1,2 - 1,5 mal haufiger [Rajplt, Rajput AH 2002]. In anderen
Préavalenz-Studien zeigten die Autoren eine hohalledhl innerhalb der weil3en
Bevolkerung. Ob das auf einen Bias bei den jewailiBatienteneinschliissen in den Studien,
auf die unterschiedlichen Uberlebensraten der Bevihgsgruppen oder auf ein
tatsachliches Risiko fur Parkinson zurtickgeht, kemmcht ermittelt werden.

Auch Charaktereigenschaften eines Menschen scheinerPradisposition fur das Auftreten
der Erkrankung zu sein (Tabelle 2).

Dass Umweltfaktoren wesentlich zu der Entstehumdederankung beitragen wird schon
sehr lange diskutiert. Dabei werden als Risikofektich&ufig landwirtschaftliche oder
industrielle Toxine angefihrt.

Schlief3lich wurde auch vermutet, dass wiederhotipferletzungen und Schadel-Hirn-
Traumata mdglicherweise einen Risikofaktor fiir Mrinson bedeuten mit einer Steigerung

des Risikos je schwerer die Verletzungen waren.

Risikofaktoren fur die Entstehung von M. Parkinson

» Hohes Alter
* Positive Familienanamnese
* Mannliches Geschlecht
» Kaukasische Bevolkerung
» Personlichkeit
0 introvertiert, scheu, nervds, stark verantwortuegalsst, pedantisch
* Umweltfaktoren
o Toxine, Herbizide, Pestizide, Schwermetalle, Nahédustrieanlagen,
landliche Umgebung, Quellwasser

» Kopfverletzungen

Tabelle 2 Risikofaktoren fur M. Parkinson

2.6. Hinweise fiir genetische Beteiligung in demfdgie des Morbus Parkinson

Uber viele Jahre hinweg wurde die Beteiligung venagischen Faktoren in der Atiologie des
M. Parkinson kontrovers diskutiert. Um den Beweigudreten, dass genetische
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Suszeptibilitat eine Rolle bei dieser Erkrankuniglépgibt es grundsatzlich drei
Studienrichtungen, die eine solche Hypothese bel&genen [Wood N 1997]:
1. Zwillingsstudien
2. Familienstudien

3. Kandidatengen-Studien

2.6.1. Zwillingsstudien

Hier wurde urspriinglich berichtet, dass der gedletiBeitrag zur Atiologie des M. Parkinson
unerheblich sei, da &hnliche Konkordanzraten sowehéin- (8%) als auch zweieiigen (5%)
Zwillingen auftraten [Ward CD, Duvoisin RC et al83), [Marsden CD 1987]. Diese
Arbeiten wurden aber aufgrund ihrer Methode ketisiso dass unter Berlcksichtigung der
maoglich aufgetretenen Fehler eine erneute Analgsédten durchgefiihrt wurde. Dabei
wurde berichtet, dass die genetische Hypothesenbedgesen noch widerlegt werden kdnne
[Johnson WG, Hodge SE et al 1990]. In weiteren iStud/urde das Alter, in dem die
Zwillinge an Parkinson erkrankten mit beriicksichtigd damit zusammenhangend die Idee
des praklinischen M. Parkinson formuliert. Durch Eintwicklung von PET mit Liganden

wie 18-F-DOPA [Sawle GV, Wroe SJ et al 1992] wuedemdglich, auch in vivo die

Funktion der nigro-striatalen Bahnen im Gehirn gassen, noch bevor eine klinische
Manifestation der Erkrankung feststellbar ist. Biesultate solcher Studien [Burn DJ, Mark
MH, Playford ED et al 1992], [Holthoff VA, Vieregde et al 1994] zeigten, dass tatsachlich
einige der als klinisch unauffallig eingestufteniliwge eine reduzierte Aufnahme des
Liganden 18-F-DOPA zeigten und damit als Patienmérpraklinischem Parkinson eingestuft

werden konnten.

2.6.2. Familienstudien

Es existieren zahlreiche Arbeiten, die belegens @égsautosomal dominante und rezessiv
vererbte Formen des M. Parkinson gibt [Degl'InntidenMaurello MT et al 1989], [Golbe
LI, Di lorio G et al 1990], [Gasser T, Wszolek ZKa 1994], [Waters CH, Miller CA 1994].
Mittlerweile wurden auch genaue Genorte fir diegererbungsmodus gefunden. Einen
Uberblick tiber die seit 1997 insgesamt 11 dokureeteih Genorte und Loci gibt Tabelle 3.
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Gen/Locus Lokalisation Vererbungsmodus
PARK1 =a-synuclein 4021-23 Autosomal-dominant
PARK2 = Parkin“ 60925 Autosomal-rezessiv
PARKS 2p13 Autosomal-dominant
PARK4 = PARK1 =a-synuclein | 4921-23 Autosomal-dominant
PARKS = UCH-L1 4pla Autosomal-dominant
PARKG6 = PINK1 1p35-36 Autosomal-rezessiv
PARK7 = DJ-1 1p36 Autosomal-rezessiv
PARKS8 = LRRK2 12p11.2-q13.1 Autosomal-dominant
PARK9 = Kufor-Rakeb-Syndrom 1p36 Autosomal-rezessiv
PARK10 1p32 Kein Mendelscher Erbgang
NR4A2 = NURR1 2¢22-23 Autosomal-dominant

Tabelle 3 Gene fur die familiaren Formen des Parkinson-&ymd

2.6.2.1. PARK1 -synuclein, 4921)

FUr eine italienische Grof3familie [Golbe LI, Di ioiG et al 1990] wurde der Defekt auf das
Chromosom 4q21-23 (PARK1) lokalisiert [PolymeropmsuMH, Higgins JJ et al 1996]. In
der zuletzt genannten Arbeit wurde eine Mutatiola(#n53Threonin, A53T, siehe unten) in
dieser und in drei Familien griechischen Urspruggfsinden. Man geht davon aus, dass
diesem Phanomen ein ,founder effect” zugrunde kEeggrund der historischen Verknipfung
beider Regionen. Das Krankheitsbild bei den betregh Patienten entspricht weitgehend
demjenigen der typischen Lewy Korper assoziiertarkiRsonschen Erkrankung.
Hervorzuheben ist jedoch das friihe Alter von dwbhgtlich 46 Jahren, mit dem die
Patienten erkrankten. Sporadischer M. Parkinsagt e@ien durchschnittlichen
Krankheitsbeginn mit 59,7 Jahren [Di Rocco A, MalinSP et al 1996]. AuR3erdem fallt auf,
dass die Erkrankung innerhalb dieser Familie eger schnellen progressiven Verlauf bis
zum Tod hatte und dass ein relativ grof3er Anteilod¢roffenen Angehdrigen eine
gleichzeitig vorliegende Demenz zeigte [Golbe Lil J&@io G et al 1996]. Die Mutation in
diesen Familien besteht in einem Einzelbasenaugtiars Position 209 des Gens fir das

Proteina-synuclein mit einem resultierenden Austausch damdsaure Alanin durch
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Threonin an der Position 53 des Proteins (Ala53TPw)ymeropoulos MH, Lavedan C et al
1997]. Diese Mutation fiihrt mdglicherweise zu eiAggregation des Proteimssynuclein.

Das Protein spielt eine erhebliche Rolle fir syisape Plastizitat im menschlichen Gehirn
[George JM, Jin H et al 1995]. Daruber hinaus sgigtsynuclein-transgene Drosophila
Fliegen und experimentelle Modelle an Mausen pisjve motorische Dysfunktion und

einen Verlust dopaminerger Neurone [Feany MB, Beld&/ 2000], [Masliah E,

Rockenstein E et al 200@}-synuclein und dessen Mutationen kann somit ertielzlur
Pathogenese der Lewy Koérper assoziierten ParkiokensErkrankung beitragen [Spillantini
MG, Schmidt ML et al 1997], [Lee S, KIm Y et al Z]0

Neben diesem Aminosaureaustausch wurde in einésale2n Familie eine weitere Mutation
gefunden, namlich Ala30Pro [Kriger R, Kuhn W e1898]. Interessanterweise zeigte sich
klinisch bei diesen betroffenen Patienten ein dparadisch auftretenden Parkinson-Syndrom
nahezu identisches Bild. Mittlerweile wurden auditere Parkinson Familien mit
wahrscheinlich dominantem Erbgang auf den PARK1h@runtersucht (Ubersicht in

[Gasser T 1998]). In keiner dieser Familien wurgeMutation gefunden, so dass
zusammengefasst festgestellt werden kann, das$/eitaion ima-synuclein Gen in nur
seltenen Fallen die Ursache eines familiaren MkiRson ist, aber in den oben beschriebenen
Fallen sehr vieles dafir spricht, dass eine wasbetKomponente der Pathogenese die

Mutation ima-synuclein Gen darstellt.

2.6.2.2. PARK2 (Parkin, 6g25)

Auch ein Gen flr eine autosomal-rezessiv vererbtenfles Parkinson-Syndroms wurde
kartiert [Matsumine H, Saito M et al 1997] und iteriert [Kitada T, Asakawa S et al 1998].
Diese Form des Parkinson-Syndroms, die oft beirai®. oder 3. Lebensjahrzehnt zur
Erkrankung fuhrt, insgesamt jedoch eine enormea#iansbreite des Erkrankungsalters zeigt,
unterscheidet sich neuropathologisch vom idiopattea Parkinson-Syndrom durch das
Fehlen der charakteristischen Lewy-Kdrper [Morikdndo T et al 1998]. In den

funktionellen Bildgebungen war die Aufnahme von Boypn-Tracern bihemispharisch

sowohl im Putamen als auch im Nucleus caudatusiudert [Portman AT, Giladi N et al
2001], [Khan NL, Brooks DJ et al 2002a], wahrerzhdseim nicht-familiar auftretenden M.
Parkinson die verringerte Aufnahme des Dopamirtglninilateral und vorwiegend im

Putamen manifestiert [Leenders KL, Palmer AJ &986], [Leenders KL, Salmon EP et al
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1990]. Das ursachliche Gen dieser Form von Parki&mdrom liegt auf dem langen Arm
von Chromosom 6 und wurde ,Parkin“ genannt, dasefirdProdukt ist eine E3-Ubiquitin-
Ligase [Shimura H, Hattori N et al 2000]. Ubiquitiird, wie a-synuclein, in Lewy-Korpern
gefunden [Schlossmacher MG, Frosch MP et al 2002zlich konnte gezeigt werden, dass
eine besondere Form dessynuclein (PARK 1, siehe oben) das Substrat fiarkmp“ ist
[Shimura H, Schlossmacher MG et al 2001]. Somitdewine Verbindung dieser beiden
Parkinson-Gene Uber das Ubiquitin-System hergéeditlere Untersuchungen zeigen
darUber hinaus, dass das autosomal-rezessive lg\Rarkinson-Syndrom eine relativ haufige
Ursache der Parkinson-Krankheit mit frihem Erkrargaalter darstellt [Abbas N, Licking,
CB et al 1999].

2.6.2.3. PARK3 (2p13)

Durch die Untersuchung von sechs deutschstammigemliEn mit autosomal-dominant
vererbtem Parkinson-Syndrom konnte ein weitererd@@eis auf Chromosom 2p13 kartiert
werden [Gasser T, Muller-Myhsok B et al 1998]. Bienahme eines Suszeptibilitdtslocus in
dieser Region wurde unterstitzt durch die Beobachéines gemeinsamen Haplotyps in
zwei der untersuchten Familien innerhalb der gektipp Region. Zwar konnte bisher ein
genealogischer Zusammenhang zwischen diesen Famitibt gesichert werden, doch
stammen sie aus einer relativ eng umschriebenegrgginischen Region in Norddeutschland
bzw. Stddanemark, so dass eine gemeinsame Grindatidh (,founder effect)
wahrscheinlich ist. Aufgrund von Haplotyp-Untersungen wurde fur diesen Genort eine
Penetranz von wahrscheinlich unter 40% angenom#ughgrund dieser Beobachtung ist eine
Bedeutung des Genortes auch fur Patienten mititzerth Parkinson-Syndrom ohne klare
Mendel'sche Vererbung oder sogar fur das sporagliBahkinson-Syndrom denkbar. Der
klinische Phanotyp in diesen Familien ist demjenides sporadischen idiopathischen
Parkinson-Syndroms sehr ahnlich. Genauere Analgsefsene in der oben genannten
Region konnten bisher keine kausalen Mutationehwaisen [West AB, Zimprich A et al
2001].
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2.6.2.4. PARK4 -synuclein, 4921)

Ein weiterer Genort wurde in einer im mittleren \téesder USA lebenden Familie
(Spellman-Muenter-Familie) mit autosomal-dominaeterbtem Parkinson-Syndrom auf dem
kurzen Arm von Chromosom 4 Kkartiert [Farrer M, Gmidardy K et al 1999]. Zusatzlich zu
einer schweren, rasch progredienten Parkinson-Symgitk mit sehr friihem
Erkrankungsbeginn (im Mittel 33,6 Jahre) zeigenRi¢roffenen dieser Familie weitere
klinische Auffalligkeiten, wie z.B. eine ausgep®&gemenzielle Entwicklung, autonome
Dysfunktionen, friher Gewichtsverlust, Myokloniemduepileptische Anfélle [Muenter MD,
Forno LS et al 1998].

Vor kurzem wurde gezeigt, dass die Lokalisation@ens in dieser Familie auf den kurzen
Arm von Chromosom 4 auf einem Typisierungsfehleubt. Erneute
Kopplungsuntersuchungen zeigten, dass die Erkrankundema-synuclein-Gen auf dem
langen Arm von Chromosom 4 ko-segregiert. Weitaneetsuchungen konnten nachweisen,
dass es sich bei der hier krankheitsverursacheddgstion um eine Triplikation eines
zweimegabasenlangen Fragments handelt, welchesslasiclein-Gen enthalt [Singleton
AB, Farrer M et al 2003].

2.6.2.5. PARK5 (UCH-L1, 4p)

Telometrisch von dem im vorigen Abschnitt genanrtecus PARK4 auf dem kurzen Arm
von Chromosom 4 liegt das Gen fir die C-terminadbeguitinhydrolase L1 (UCH-L1). UCH-
L1 ist eines der am haufigsten vorkommenden Pret@mnmenschlichen Gehirn [Wilkinson
KD et al 1989], [Wilkinson KD Deshpande S, et aB2Pmit bis zu 2% der gesamten Protein-
Masse. Mittels immunhistochemischer Methoden wil@#-L1 auch als Bestandteil der
Lewy-Koérperchen nachgewiesen [Lowe J, McDermott il d990]. Da dieses Enzym in der
Ubiquitin-vermittelten Proteindegradation eine Rdpielt, wurde das Gen als
.Kandidatengen® untersucht. Bei zwei Betroffenemeeikleinen deutschstammigen Familie
(alle anderen Mitglieder der Familie starben vogiBa dieser Untersuchung) wurde eine
Mutation an Position 93 dieses Gens gefunden,&rrem Austausch der Aminosaure
Isoleucin zu Methionin an dieser Stelle fuhrt (B&%et) [Leroy E, Boyer R et al 1998]. Diese

Mutation bewirkt eine reduzierte enzymatische Alkditvder Ubiquitinhydrolase in vitro. Die
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Funktion dieses Enzyms in vivo unter normalen Bgdingen und seine Funktion in dem
molekularen Zusammenhang, der zu nigraler Zelldexgeion fuhrt, ist aber noch unklar.

In weiteren Familien konnte diese Mutation jedo@hhnachgewiesen werden [Maraganore
DM, Farrer MJ et al 1999], [Wintermeyer P, KriigeeRal 2000], [Mellick GD, Silburn PA
2000], [Lincoln S, Vaughan J 1999]. StattdesseddanMViaraganore et al. einen
Polymorphismus in diesem Gen, der einen AustauscPgimidinbase Cytosin zur
Purinbase Adenin an Position 54 im Exon 3 des @dns (C54A), was einen
Aminosaureaustausch Serin durch Tyrosin im Codobelérkt (S18Y) [Maraganore DM,
Farrer MJ et al 1999]. Da dieser PolymorphismugdiEsen Patienten signifikant seltener zu
finden war, lautete die Schlussfolgerung der Unteliang, dass der Aminoséaureaustausch
einen protektiven Effekt in Bezug auf die Entstelnder Erkrankung haben kénnte [Liu Y,
Fallon L et al 2002]. Der beobachtete Effekt wasdrelers grol3 bei Parkinson Patienten mit
fruihem Erkrankungsalter. Die Moglichkeit, dass Bagym tatséchlich eine pathogenetische
Rolle spielt, wird untermauert durch die Entdeckuhess ein vererbter neurologischer
Phanotyp in Mausen durch eine Mutation im entsggerdkn Gen dieser Tiere hervorgerufen
wird [Saigoh K, Wang Y-L et al 1999].

Es gibt aber auch hier Veroffentlichungen, die eliekheorie widersprechen. In einer Studie
mit 114 Parkinson-Patienten in Frankreich zum Beldnnte keine Assoziation mit dem

S18Y-Polymorphismus nachgewiesen werden [LevecqueStee A et al 2001].

2.6.2.6. PARK6 (PINK1, 1p35-36)

Im Jahr 2001 wurde in einer grof3en italienischemik@, der Marsala-Familie, eine
Assoziation der Parkinsonschen Erkrankung mit Closom 1 veréffentlicht [Valente EM,
Bentivoglio AR et al 2001]. Diese Form der Parkimsthen Erkrankung hat einen frihen
Erkrankungsbeginn und wird autosomal-rezessiv ber&is auf eine sehr langsame
Progredienz &hnelt diese Form klinisch dem spocadasiftretenden M. Parkinson.
Insbesondere zeigt sich ein gutes Ansprechen &dpa [Valente EM, Brancati F et al
2002]. In der funktionellen Bildgebung zeigen sidrallelen zu der ,Parkin“-Variante mit
symmetrisch bihemispharischer Minderaufnahme vopdban in Putamen und Nucleus
caudatus [KhanNL, Valente EM et al 2002b]. Bislailgt es keine postmortalen,
neuropathologischen Daten. Seit der Entdeckungevuwrdnehreren kleineren europaischen

Familien eine Assoziation der Erkrankung mit PARK&hgewiesen.
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Vor kurzem konnte das ursachliche Gen, PINK1, ifierdrt werden [Valente EM et al 2004]

2.6.2.7. PARK7 (DJ-1, 1p36)

Eine Verbindung der Parkinsonschen Erkrankung méra anderen Genort auf Chromosom
1p36 wurde erstmals bei einer genetisch isolieB@npopulation im Stidwesten der
Niederlande identifiziert und zeigte eine ,earlysetf-Form mit autosomal-rezessivem
Erbgang [Van Duijn CM, Dekker MC et al 2001]. KuizZeit spater wurde dies bei einer
italienischen Familie bestétigt [Bonifati V, Breede GJ et al 2002]. Klinisch zeigt sich die
genannte Form mit einer langsamen Progredienz ytap®matik und sehr variablem
Schweregrad. Zusétzlich zu Parkinson-Symptomeriaegjch bei Mitgliedern der
hollandischen Patienten und bei einem Betroffensnder italienischen Gruppe
psychiatrische Zusatzerkrankungen [Van Duijn CMkkez MC et al 2001], [Dekker MC,
Bonifati V et al 2003].

Auch bei diesem Genlocus zeigt sich in den funidilem bildgebenden Darstellungen des
Gehirns eine symmetrische Minderaufnahme von DopamiPutamen und Nucleus
caudatus, wie schon bei den ,Parkin“- und PARK@assrten Formen von Parkinson
beschrieben [Dekker MC, Bonifati V et al 2003].

Gerade kurzlich wurde nun eine erste Veroffentlimhberausgegeben, die eine homozygote
Deletion im DJ-1 Gen in der hollandischen Famike&ge und eine homozygote L166P-
Mutation in der italienischen Familie [Bonifati Rizzu P et al 2003]. Die Funktion des DJ-1
Gens ist nach wie vor unbekannt, aber es gibt Heeyelass es eine Rolle bei der Zellantwort
auf oxidativen Stress spielen konnte. Das durchMiigation veréanderte Protein kénnte so

helfen, groReren oxidativen Schaden an der Zellermeiden.

2.6.2.8. PARKS (LRRK2, 12p11.2-q13.1)

In der Samigahara Familie aus Japan wurde im L0# @ie Verbindung eines autosomal-
dominant vererbten Parkinson-Syndroms mit Chromo%$2pi1.2-q13 beschrieben
[Funayama M, Hasegawa K et al 2002]. Klinisch z=gjth ein Bild wie beim sporadischen
Parkinson Syndrom mit einem guten Ansprechen augf eiDopa-Therapie. Weitere

Untersuchungen an européischen Familien konntemblen beschriebenen Genort
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bestatigen. Als Ursache fir diese Form des ParkBygalroms wurden vor kurzem
Mutationen im Gen fur LRRK2 (Leucine reach repeatke 2) gefunden [Zimprich A,
Biskup S et al 2004][Paisan-Ruiz C, Jain S et al 2004]. Es handeltdatiei wahrscheinlich
um eine relativ haufige Form des dominant-vererBtarkinsonsyndroms mit spatem
Krankheitsbeginn. Pathologisch zeigen sich unteesitiche Befunde, von einer typischen

Lewy-Kdrper-Parkinsonerkrankung bis zu Tau-Ablaggen.

2.6.2.9. PARK9 (Kufor-Rakeb-Syndrom, 1p36)

Der erste Bericht Uber ein neurodegeneratives Kraitgbild mit sehr frihem
Erkrankungsbeginn und autosomal-rezessivem Vergdsaadus datiert aus dem Jahr 1994
[Najimal-Din AS, Wriekat A et al 1994]. Der Namatégt sich von der geografischen Gegend
ab, in der diese Erkrankung erstmals beschriebedevdleben klassischen Parkinson-
Symptomen zeigte der Phéanotyp von PARK9 aber andhra neurologische Symptome wie
Spastik, Demenz und supranukleare BlickparesemeBigibt es keine neuropathologischen
Daten. Im Jahre 2001 gelang es, die Kopplung zem@bsom 1p36 zu zeigen [Hampshire
DJ, Roberts E et al 2001].

2.6.2.10. PARK10 (1p32)

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Geneboghthit klarem Mendelschem
Erbgang ist das genetische Modell, das dem PARKdd& zugrunde liegt, weniger klar
[Hicks AA, Petursson H et al 2002]. Klinisch enispt die Form derjenigen des sporadisch
auftretenden Parkinson-Syndroms mit spatem Kratdeginn. Bildgebung oder
neuropathologische Untersuchungen existieren niiclginer breit angelegten Untersuchung
von 51 Familien in Island, in denen jeweils melsreih Parkinson-Patient lebte, konnte eine

signifikante Verbindung zum Genort 1p32 nachgewiaserden.
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2.6.2.11. NURR1 (NR4A2, 2¢22-23)

Kirzlich erschien eine Veroffentlichung Gber zweautstionen im NR4A2- oder NURR1-Gen
[Le WD, Xu P et al 2003]. Die Variante lasst sidmisch nicht vom sporadischen Parkinson-
Syndrom unterscheiden. Radiologische oder neurofmgische Daten liegen nicht vor. Das
NURR1-Gen ist an der Differenzierung und Erhaltdogaminerger Neurone beteiligt.
Aufgrund dieser Funktion wurde das Gen schon frateKandidaten-Gen fir M. Parkinson
in die Diskussion gebracht [Zetterstrom RH, WillaR et al 1996], [Le WD, Conneely OM
et al 1999]. Es wurden zwei Mutationen des Gendgmwiesen, zum einen eine Deletion des
Tyrosins an Stelle 291 und zum anderen ein Aushausi Tyrosin zu Guanin an Stelle 245.
Beide Mutationen fuhren zu deutlich verringertenniglen an NR4A2-messenger-RNA in der
Zellkultur. Der weitere Mechanismus ist noch nibbkannt.

Auch hier muss erwahnt werden, dass Arbeiten iRgmén Assoziationsstudien
widerspruchliche Ergebnisse fur dieses Gen beeR&tn mit Parkinsonscher Erkrankung
lieferten [Tan E, Chung H et al 2003], [Zheng K ydari B et al 2003].

2.6.3. Kandidatengen-Studien

Bis heute konzentrieren sich molekulargenetischietdnchungen in Bezug auf die
Parkinsonsche Erkrankung besonders stark auf smgén"Kandidaten-Gene", und hierbei
vor allem auf Genorte, die an Dopaminsynthese umetabolismus beteiligt sind. Zahlreiche
dieser Gene wurden in kleineren und gro3eren Aasomsstudien untersucht, haufig mit

widerspruchlichen Ergebnissen:

2.6.3.1. Beteiligung des Apolipoprotein (Agd)Allels

In den letzten Jahren wurde immer wieder diskytastund in wie weit die beiden
neurodegenerativen Erkrankungen Alzheimer DemedzZRamkinson Syndrom Ahnlichkeiten
besitzen. Basierend auf klinischen und pathologisdefunden [Hulette C, Mirra S et al
1995], [Hofman A, Schulte W et al 1989], geht maute davon aus, dass die Parkinson'sche
Erkrankung und die Alzheimer'sche Erkrankung zumestdeilweise einen dhnlichen
pathogenetischen Hintergrund haben [Welch WJ, Ginibd998]. Genetische Studien
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haben bei M. Alzheimer das Apolipoprotein (Apd)Allel schon seit mehreren Jahren als
wichtigen Suszeptibilitditsmarker identifiziert [Stlenberg GD 1995]. Bisher jedoch blieben
Untersuchungen des ApoE-Allels beim Parkinson Symdwiderspruchlich [Koller WC,

Glatt SL et al 1995], [Inzelberg R, Paleacu D €t1@88], [Zareparsi S, Kaye J et al 1997],
[The French Parkinson's disease Genetics StudypG®87], [De la Fuente-Fernandez R,
Sellers A et al 1998], [Egensperger R, Bancher & £996]. In einer kirzlich erschienenen
Studie [Krlger R, Vieira-Saecker A et al 1999] waign hoch signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit Parkinson Syndrom und eintsprechenden Kontrollgruppe
festgestellt, wenn das-synuclein-Allel und das ApolipoproteinE 4-Allelafit getrennt
sondern in Kombination miteinander untersucht wuAié3erdem wurde in derselben Studie
noch einmal auf die bedeutend starkere Signifikangewiesen, die auftrat bei Patienten mit

frihem Krankheitsbeginn (< 50 Jahre).

2.6.3.2. Andere die dopaminerge Ubertragung oderzdatralnervosen Metabolismus

beeinflussende Genorte

* Gehauftes Auftreten eines Cytochrom P450 (CYP20@IAbei Parkinson-Patienten
[Armstrong M, Daly AK et al 1992], [Smith CAD, GobAC et al 1992]. Cytochrom
P450 beschreibt eine Enzymfamilie, die an der Hotyy verschiedener
Stoffwechselprodukte beteiligt ist. Die Hypothesk dass eine reduzierte Funktion dieser
Enzyme zu einer verstarkten Schadigung des Gewklvek Umwelttoxine oder
Vorstufen solcher Toxine fihren kann. Dieser Losusde aber als Hauptdeterminante
fur genetische Suszeptibilitat bei familiarem Mriason ausgeschlossen [Gasser T,
Wszolek ZK et al 1994], [Planté-Bordeneuve V, DaMB et al 1994], [Mazzetti SP, Le
Guern E et al 1994], [Gasser T et al 1996].

* Die Assoziation eines Allels des Tyrosinhydroxyl§Bel)-Gens und sporadischem M.
Parkinson [Kurth JH, Kurth MC 1992] konnte nie 3¢t werden und wurde fr
familiaren M. Parkinson widerlegt [Gasser T, Wskd& et al 1994], [Planté-
Bordeneuve V, Taussig D et al 1995]

e Eine Allel-Assoziation zwischen M. Parkinson undesn Monoaminooxidase B (MAO-

B)-Polymorphismus wurde ebenfalls widerlegt [HdKSpadi AL et al 1995]
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Keine Assoziation konnte festgestellt werden zweschl. Parkinson und
Monoaminooxidase A (MAO-A) [Kurth JH, Kurth MC elt #993], wahrend andere
Arbeitsgruppen diese Assoziation feststellten [IHosdigil GS, Girmen AS 1994].
Widersprichliche Ergebnisse lieferten Untersuchongeer Varianten der N-
Acetyltransferase in Assoziation mit familidarem Rarkinson [Agundez JA et al 1998],
[Bandmann O et al 1998], [Harhangi BS et al 1998n der Walt JM, Martin ER et al
2003]

In einer Untersuchung mit drei groRen Familien veardssoziationen mit anderen
Kandidaten-Genorten (Glutathion Peroxidase, Kagalasyloid Precursor Protein,
Superoxid-Dismutase 1 und brain-derived neurotofdutor) ausgeschlossen [Gasser T,
Wszolek ZK et al 1994]

Higuchi et al [Higuchi S, Muramatsu T et al 1998}glich die Allel-Haufigkeiten fir die
Dopamin-Rezeptoren DDz und D, und fur den Dopamin-Transporter (DAT) bei
Patienten mit denen von Kontrollen und fand keiHenweis darauf, dass diese eine Rolle
in der Atiologie des M. Parkinson spielen.

Eine ganze Reihe von mitochondrialen Polymorphismerden ebenfalls untersucht,
darunter eine tRN&'(bp4336), ein "missense” an bp3397 und eine 9 bprtion in der
12S rRNA [Shoffner J, Mrown MD et al 1993]. All de Veranderungen wurden etwas
haufiger in einer kleinen Zahl der Patienten ge&miin Vergleich zu Kontrollen.
Daraufhin untersuchten Bandmann et al [Bandman®&v@eney MG et al 1997] die
Gehirne von 100 verstorbenen Parkinson Patientdriamd dabei keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu einer entsprechendentiétie; die Polymorhismus-Rate
der Patienten war nahezu identisch mit denen degl&ehsgruppe. Erst kirzlich
schlief3lich wurde in einer Arbeit der mitochondeidMechanismus, der zu
Nervenzellverlust bei M. Parkinson fuhren kannarosmengefasst. [Fiskum G, Starkov A
et al 2003]

2.7. Ziel der Arbeit

Anhand der oben dargestellten Sachverhalte wirdideudass in bisherigen Studien zur

Untersuchung eines genetischen Hintergrundes &lisabradische Parkinson'sche

Erkrankung bestenfalls unklare, oft sogar sich végdeechende Ergebnisse veroéffentlicht

wurden.
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Es gibt zwei Hauptprobleme bei den beschrieben#é+Kbatroll-Studien:

a) die Auswahl der Kontrollgruppe

b) das Problem des "multiplen Testens"

Es ist vollkommen unmdglich, eine Kontrollpopulatiou ermitteln, die das Vorhandensein
zufalliger Variationen von Allel-Haufigkeiten an @aten mit Polymorphismen ausschliel3t.
Bisher wurden Studien dieser Art mit Kontrollgruppiurchgefuhrt, die einem
randomisierten match der Patientengruppe entsphacler vorliegenden Arbeit wurden
erstmals Verwandte (Eltern und/oder GeschwistarPagéenten als gesunde Kontrolle
untersucht.

Da normalerweise mehr als eine Hypothese an degiljgen Gruppen getestet wird, gilt es
als weitgehend sicher, dass man einen gewisseeiieaz falsch positiver Ergebnisse in
diesen Studien erhélt, abhangig von der Zahl deshdyeflihrten Tests.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, eine kirzlich netwackelte statistische Methode, den
transmission disequilibrium test for siblings (sibll), dazu zu nutzen, die Rolle von
vermeintlichen Suszeptibilitats-Genorten in denfdgie des idiopathischen M. Parkinson zu
untersuchen. Fur die bestmogliche Erfassung dés #ah M. Parkinson mit genetischem
Ursprung, wurden nur Patienten mit einem Erkrankbeginn vor dem 50. Lebensjahr in die
Studie mit aufgenommen. Zur weitgehenden RedukiesProblems des "multiplen Testens"
wurden drei der Suszeptibilitdtsgenorte, die sidigraind der schon vorliegenden Studien als
besonders starke Marker fiir einen genetischen kgdinted bei der Entstehung der

Parkinson'schen Erkrankung erwiesen haben, untgrddas sind im Einzelnen:
a) das Gen fur das ProtemSynuclein auf 4921 (PARK 1)

b) das Apolipoprotein epsilon 4 allel
c) die Ubiquitin C-terminale Hydrolase L1 (UCHL1)
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3. PATIENTEN UND METHODEN

3.1. Patienten

Fur die vorliegende Arbeit wurden 74 Patienten @achnittsalter 59,64 Jahre;
Standardabweichung 7,93 Jahre, 60,81% méannlich93®weiblich) mit der Diagnose
"ldiopathisches Parkinson Syndrom" aus der Neuistbgn Klinik der Ludwig-Maximilian-
Universitat in Grol3hadern, Minchen herangezogehijléing 1

Altersverteilung Patienten

14

12

10

8,

6,

4

z o
0,_-

451-50 50,1-55 55,1-60 60,1-65 65,1-70 >70
Alter

Anzahl Pat.

Abbildung 1: Altersverteilung der Patienten

Ein- und Ausschlusskriterien fur diese Studie waren

a) Alter bei nachweisbarem Krankheitsbeginn (,Age rdei”) < 50 Jahre (mittleres
Erkrankungsalter in dieser Arbeit 44,02 Jahre; Gdasiabweichung 4,64 Jahre);
Abbildung 2

b) Keine anderen neurologischen Erkrankungen

c) Mindestens ein Geschwister bzw. mindestens einridi#, das als Mitglied der
Kontrollgruppe ebenfalls an der Studie teilnehméitine
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Age at Onset Verteilung Patienten

Anzahl Pat

30,1-35 35,1-40 40,1-45 45,1-50
Age at onset

Abbildung 2: Alter bei Erkrankungsbeginn der Patienten

3.2. Kontrollgruppe

Fur die entsprechende Kontrollgruppe, bestehendasshwistern und/oder Eltern der
betroffenen Patienten, erklarten sich insgesamtP¥9onen bereit, an der Studie
teilzunehmen. (Durchschnittsalter 62,69 Jahre; &tatabweichung 12,27 Jahre, 44,97%
mannlich; 55,03% weiblich); Abbildung 3
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Abbildung 3: Altersverteilung der Kontrollgruppe
Ein- und Ausschlusskriterien fur die Kontrollgrupparen:

a) keine bekannte neurologische Erkrankung

b) insbesondere kein Hinweis auf das Vorliegen eirsgkiffson Syndroms.

Punkt b) wurde bestatigt durch ein mit allen Angaign durchgefuhrtes standardisiertes
Telefoninterview [Tanner CM, Gilley DW et al 199@)ieser Fragebogen wurde mittlerweile
auch in deutscher Sprache validiert [Pramstallerfak M et al 1999]. Danach wurden den
Angehdrigen am Telefon neun Fragen gestellt, de Aafdecken eines nicht bekannten
Parkinson Syndroms dienten. Zuséatzlich wurden ke &ontrollen zwei Fragen nach einer

existierenden Diagnose eines M. Parkinson bzw.etteBshandlung gestellt. (Tabelle 4)
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Frage 1 Haben oder hatten Sie Probleme beim Agstebn einem Stuhl?

Frage 2 Ist hre Handschrift im Verhéltnis zu frilkksiner geworden?

Frage 3 Hat Ihnen jemand gesagt, dass lhre Stireiserlist als friher?

Frage 4 Sind oder waren Sie beim Gehen unsicher?

Frage 5 Hatten Sie jemals das Gefuhl, dass Ihre Riif3Boden kleben?

Frage 6 Hat Ihnen jemand gesagt, dass Ihr Gesihiger Ausdruck hat als friher?
Frage 7 Zittern Ihre Arme oder Beine?

Frage 8 Fallt es Ihnen schwerer als friher, Kn@pféhrem Hemd oder Ihrer Bluse

zu knépfen?

Frage 9 Streifen Sie Ihre Ful3e beim Gehen nachrodehen Sie kleinere Schritte

als friher?

Zusatzfrage 1 | Hat Ihnen jemand gesagt, dass SlerdParkinson'schen Krankheit leiden?

Zusatzfrage 2 | Haben Sie jemals die Medikamente fgad Nacom®, Isicom®,

Sinemet® oder Striaton® genommen?

Tabelle 4 Telefonfragebogen fir die Angehérigen

Wie von Pramstaller et al. vorgeschlagen, wurdd amcinserem Fall der "cut-off" bei drei
"Ja"-Antworten gezogen. Das bedeutet, dass allelAiggen, die drei oder mehr der
angegebenen neun Fragen mit "Ja" beantwortetdnt, inidie Studie mit aufgenommen
wurden. AuRerdem wurden all diejenigen ausgesohilpgiie mindestens eine der
Zusatzfragen positiv beantworteten.

Sowohl von Patienten als auch von Kontrollen lagghriftliche Einverstandniserklarungen

fur die Teilnahme an der Studie vor.

3.3. Methoden

3.3.1. Gewinnung der Blutproben

Die fur die Untersuchungen notwendigen DNAs derdpén und Kontrollen wurden aus den

Lymphozyten des Blutes der Studienteilnehmer gewonhur die Patientengruppe lagen im

Labor der Gruppe "Neurogenetik" der Abteilung Néogee der Ludwig-Maximilians

Universitat in Grol3hadern in den meisten Fallerndisvendige DNA im Labor bereits vor.
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Fur die Ubrigen Patienten und vor allem deren Adggkn sind wir nach folgendem Schema
vorgegangen:

Nach telefonischem und schriftichem Kontakt komntiee Personen wéhlen, ob sie eine
Blutentnahme in der Neurologischen Klinik des Kdimins Grol3hadern oder von ihrem
jeweiligen Hausarzt vornehmen lassen wollten. tntdeem Fall schickten wir je zwei
beschriftete EDTA-R6hrchen zusammen mit Informagioau den beabsichtigten
Untersuchungen fir den Patienten und den betrenefdd sowie einer
Einverstandniserklarung dafir, dass wir das zurés&hickte Blut fiir genetische
Forschungszwecke benutzen dirfen, den Personé&iere Erklarung wurde zusammen mit
den beiden Blutréhrchen an das Labor der Arbeifgged' Neurogenetik" an der Universitéat

Minchen zuriickgesandt.

3.3.2. Extraktion der DNA

Die DNA wurde entsprechend der Standardmethodedeusymphozyten der vorliegenden
Blutproben extrahiert. Dazu wurde das erhaltene &ABIut mit Erylysepuffer, bestehend
aus in destilliertem Wasser geldstem Ammoniumct|dfialiumhydrogencarbonat und
EDTA-LOsung, aufgefullt und danach fur finfzehn Mien ins Gefrierfach gestellt. Danach
wurde zentrifugiert (1700rpm, 10min, 4°C) und ddxeltstand abgegossen. Durch erneutes
Auffullen des Réhrchens mit Erylysepuffer und Seéliatkonnte das Pellet geldst werden.
Nach zehn Minuten im Gefrierfach wurde erneut zeugiert (1700rpm, 10min, 4°C), dann
der Uberstand abgegossen und das Rohrchen auf @memgut abgetropft. Daraufhin wurde
das Pellet in 5ml SE-Puffer (NaCl 4,38g/l, EDTA-uag 100ml/l, destilliertes Wasser)
zunachst gelést und dann p0Q0%iger SDS-Puffer sowie fiDProteinase K (10mg/ml)
hinzu gegeben und das Gemisch vorgetext, bevdoersNacht bei 37°C aufbewahrt wurde.
Am nachsten Tag gaben wir 2,5ml NaCl-L6sung dazuivartexten, bis es schaumte und
zentrifugierten (2700rpm, 10min, 4°C). Der Uberstawurde daraufhin in ein mit 15m|
100%igem Alkohol gefllltes 50ml-Rohrchen gegosseth geschwenkt bis die DNA ausfiel.
Letztere musste an den Rand gefischt werden undlkdehol wurde abgegossen. Zwei Mal
wurde erneut mit 20ml 70%igem Alkohol aufgefiilltdudas Pellet gewaschen. Schliel3lich
Uberfuhrten wir das gewaschene Pellet in eine DNIB€Tund lieRen es zum Trocknen offen

aber abgedeckt stehen. Dann I6sten wir das Ubbliepene Pellet noch je nach Grol3e in
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200-50Qul TE-Puffer (Tris-Base mit Molekulargewicht 121112,114g/l, 20ml EDTA,

destilliertes Wasser), und konnten dann die DNA4BEI lagern.

3.3.3. Molekulargenetische Untersuchung der DNA

Mittels geeigneter PCR-Primer wurde eine Vervidigaing der DNA-Fragmente

vorgenommen, die den entsprechenden zu untersushé&ehort tragen.

3.3.3.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Vagahmit dem hochspezifisch und —
sensitiv einzelne DNS-Abschnitte millionenfach velféltigt werden kdonnen [Saiki RK,

Gelfand, DH et al 1988]. Dadurch werden diese Gsctafitte mit den Testmethoden der

nicht-radioaktiven Sequenzierung und Restriktioagaranalyse untersuchbar [Kosel S,
Graeber MB 1994]. Das Prinzip der Polymerase-KeReaktion ist in Abbildung 4

dargestellt:

1. Denaturierung

U ca. 90-95°C
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2. Annealing der Primer

Py P, ca. 50C

3. Primerextension

P;— ca. 70C
-3

Abbildung 4: Die Polymerase-Ketten-Reaktion. Im Laufe der Rayase-Ketten-Reaktion
werden in der Denaturierungsphase die beiden kanggigren Strange der DNS bei hoher
Temperatur (ca. 90-9€) voneinander getrennt. Bei Temperaturen ufft€aind darunter
findet die Anlagerung (Annealing) der Primeg (ixd B) an die ihnen komplementéare
Sequenz der Einzelstrange statt. Die thermosta8S-Polymerase bewirkt die
komplementare Polymerisation (Extension) — begidreanden Primern — in die-53'-
Richtung bei ca. 7C. Das Ergebnis sind zwei neue Doppelstrange. Riesd’hasen
werden zyklisch wiederholt, was zu einer expondehéVervielfaltigung des Bereiches der
Template-DNS fuhrt, der von den 5'-Enden der beRiemer eingeschlossen wird. Die
Temperaturen und die Dauer der einzelnen Phaseyehamn den Primern und der

eingesetzten DNS ab.

Anschlie3end wurden die Fragmente mit dem entspretgn Restriktionsenzym verdaut und

mittels Agarose-Gel-Elektrophorese separiert.
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3.3.3.2. Genotypisierung vanSynuclein

Fur den Polymorphismus in der Promotor-Regionadegnuclein-Gens wurde der Allelstatus
mittels Polymerase Ketten Reaktion (PCR) untersuaru bediente man sich der beiden
flankierenden Primer

* NACP-Repl-F (5' GCAATAGAGTAGACAAAAGGATGG 3'), und
* NACP-Repl-R (5'CTACATGACTGGCCCAAGATTAA 3

Drei verschiedene Allele wurden identifiziert mittarschiedlicher Anzahl von Basenpaaren
(bp):

« Allel 1 (259 bp)
. Allel 2 (261 bp)
. Allel 3 (263 bp)

3.3.3.3. Genotypisierung von Apolipoprotein E (ApoE

Fur die Amplifizierung des ApoE-Gens mit den entéyaén Aminosauren an Positionen 112
und 158 wurden folgende flankierende Primer benutzt

* ApoE-F (5 CGGGCACGGCTGTCCAAGGA 3'), und
* ApoE-R (5' GGGCCCCGGCCTGGTACAC 3)

Nach Restriktionsverdau wurden dabei Restrikti@agsfrente separiert, korrespondierend zu

den Allelen

e £2,e3 unded

3.3.3.4. Genotypisierung der C-terminalen Ubiqbwitrolase L1 (UCHL 1)

Folgende flankierende Primer wurden fur die PCRyesetzt:
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* UCHL1-F (5 CTCCTCCCAGGCTCGGGT 3, und
* UCHL1-R (5 CTCAAGCTGGGGAGCGGC 3)

Der oben beschriebene C54A-Polymorphismus mit Asdnoeaustausch Serin durch Tyrosin
(S18Y) bedeutet eine Stelle fir das Rsal-Restrikimzym. Daher wurde das entstehende

PCR-Produkt durch die Endonuclease Rsal verdaatEDistehungsprodukte waren:

» Der Wildtyp (wt, ein einzelnes DNA-Fragment mit eirLdnge von 307 Basenpaaren
(bp))

» Das veranderte Allel (S18Y, bestehend aus zwei D&gmenten mit Langen von
226 und 81 Basenpaaren (bp))

3.3.4. Statistik

Die Daten wurden analysiert mit Hilfe des transmisslisequilibrium test for siblings
(sibTDT).

3.3.4.1. Der transmission disequilibrium test (TDT)

Durch den transmission disequilibrium test (TDTyeen Familien untersucht, in denen die
Eltern fur das zu untersuchende, potenziell mitit&rankung assoziierte Allel heterozygot
sind, und wertet die Frequenz aus, mit der diedes d@ie Alternativform davon auf
betroffene Nachkommen Ubertragen wird [SpielmanM&Ginnis RE et al 1993].

Das Problem bei so genannten komplexen genetidetieankungen, die also nicht auf genau
einen bestimmten Genort bezogen werden kdnnemlass, nicht-betroffene
Familienmitglieder normalerweise nur sehr viel ggéere Informationen liefern fur eine
genetische Beziehung als betroffene Personen. D&lreres in einer solchen Situation
essentiell, Familien mit mehreren betroffenen Vemwltan (z.B. affected sib pairs, ASPs) zu
untersuchen. Diese Art der Herangehensweise wude exfolgreich angewandt bei
genetischen Varianten, die ein hohes relativek&m&u einer Erkrankung beitragen,
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beispielsweise der HLA-Komplex bei autoimmunolofise Erkrankungen. Beispiele hierfur
sind neben anderen:
» Sjogren-Syndrom, assoziiert mit HLA-B8, HLA-Dw3 [iz.Miyagawa S, Dohi K et al
1992]
* Narkolepsie, assoziiert mit HLA-DR2 [z.B. Lin L, Hgs M et al 2001]
« Zoliakie, assoziiert mit HLA-DR3, HLA-DRY7 [z.B. Feandez-Arquero M, Figueredo
MA et al 1995]
* Juveniler Diabetes mellitus, assoziiert mit HLA-DiyMHLA-DR3, HLA-DR4 [z.B.
Field LL, Tobias R 1997]
» Psoriasis, assoziiert mit HLA-B13, HLA-B17, HLA-B3HALA-Cw6 [z.B. Woodrow
JC, lichysyn A 1985]
FUr Genorte aber, die nur einen kleinen Beitrag eelativen Risiko flr eine genetisch
verursachte Erkrankung liefern, ist diese Methaete §mitiert. Computersimulationen haben
gezeigt, dass bei einem Versuch mit der ASP-Methsaleh eine Beziehung bei einer
komplex-genetischen Erkrankung zu beweisen, melmandert geeignete Familien
notwendig wéren [Cox NJ, Spielman RS 1989]. Einraddiohe Familienzahl ist fir viele
Erkrankungen, unter anderem auch fir die ParkirgnE&rkrankung nicht realistisch.
Eine alternative Herangehensweise ist eine Methoglejer familieninterne Untersuchungen
gar nicht notwendig sind, so genannte Populati@uzagtionen. Dabei werden die
Allelhaufigkeiten von Patienten mit denen von nibhtroffenen, meist nach Alter und
Geschlecht gepaarten Bevoélkerungskontrollen verghc Diese Art der Studie ist sehr beliebt
bei der Untersuchung komplexer Erkrankungen, wahachon weiter oben beschrieben
(neben vielen anderen bei: [Breslow JL 1988], [Gldx Bell Gl 1989], [Comings DE,
Comings BG et al 1991].
Das Problem hierbei liegt darin, dass Assoziaticagrh ohne "Linkage", also ohne echte
genetische Verbindung vorgetauscht werden konnBngdarch besondere
Bevolkerungszusammensetzungen bzw. Heterogenitéthalb der Bevolkerung.
Der TDT vereint nun die Vorteile der beiden genanmnsatze, Trennung in Familien und

das nicht Bendtigen mehrerer betroffener Verwandter
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3.3.4.2. Der sib-transmission disequilibrium te#h{TDT)

Der TDT bendétigt Daten von betroffenen Personendarén Eltern. Bei einigen
Erkrankungen mit spatem Krankheitsbeginn, unteeestd auch beim Parkinson Syndrom,
sind aber Daten der Eltern schwierig beziehung®wemsndglich zu erhalten. Stattdessen
kommen Geschwister dieser Patienten in Frage. Eat, Ger unabhangig davon, ob nun nur
Eltern, nur Geschwister oder Daten von beiden zrfdgung stehen, ist der sib-TDT oder S-
TDT [Spielman RS, Ewens, WJ 1998]. Denn mit dieJast ist es moglich, Gber die Daten
der Geschwister die Allele der Eltern zu rekonstren.

Dieser Test kam zur Anwendung bei der Auswertundiagen in der vorliegenden Arbeit.

4. ERGEBNISSE

4.1. Ergebnisse der Untersuchung des Polymorphigmaer Promotor-Region des

synuclein-Gens

Dieser Polymorphismus beeinflusst wahrscheinliehElpression des-synuclein Gens und
kénnte wie bereits oben beschrieben lber eine dadarstarkte Aggregation des Proteins zu
einem Verlust dopaminerger Neurone filhren [Feany B&hder WW 2000], [Masliah E,
Rockenstein E et al 2000].

4.1.1. Zusammenhang zwischen Langeasynuclein-REP1-Repeats und Erkrankungsalter

innerhalb der Patientengruppe

Es sollte untersucht werden, ob die Langeadsgnuclein-REP1-Repeats das
Erkrankungsalter beeinflusst.

In diesem Subtest fand sich kein Hinweis fir eisignifikanten Zusammenhang zwischen
dem Erkrankungsalter der Patienten und dem Aufireiees der Allele von 259, 261 oder
263 Basenpaaren.
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4.1.2. Vergleich der Lange dassynuclein-REP1-Repeats zwischen Patienten und

Kontrollgruppe

Es soll die Hypothese untersucht werden, ob besnitele desx-synuclein-REP1-
Polymorphismus das Risiko an der Parkinson’schambklreit zu erkranken modifizieren.

Dazu wurde die Haufigkeit der einzelnen Repeat-earmgyischen Patienten und Kontrollen

verglichen.

Repeat-Lange Patienten (n=74) Kontrollen (n=149ptall
256bp 0 2 2
259bp 28 71 99
261bp 104 194 298
263bp 16 31 47
Total 148 298 446

Aus den Rohdaten wurde nun mit Hilfe des TDT (Impdatation in TRANSMIT) auf die
Kopplung und Assoziation dessynuclein-Polymorphismus mit den verschiedenen

Basenpaarlangen getestet. Daraus ergibt sich fiégeBrgebnis:

Allel Beobachtete Transmission Erwartete Transionss p-Wert
256bp 2 2,7275 0,2699
259bp 60 58,559 0b32
261bp 168 166,96 0,7890
263bp 22 23,75 0466
Total 252 252

Damit zeigt sich im Vergleich zwischen Patiented #ontrollgruppen kein signifikanter

Unterschied in der Transmission @esynuclein-Polymorphismen.

4.2. Ergebnisse zur Genotypisierung von ApolipagroE (ApoE)

Basierend auf der Hypothese, dass M. AlzheimerdimdParkinson’sche Erkrankung

maoglicherweise einen ahnlichen pathogenetischetekjrund haben [Welch WJ, Gambetti P
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1998], riickte das ApoE-Allel gerade beim ParkinSgndrom mit jungem Erkrankungsalter
in den Mittelpunkt des Interesses.

4.2.1. Zusammenhang zwischen ApoE-Allelen und E#wagsalter innerhalb der
Patientengruppe

Es sollte untersucht werden, ob die verschiedenapragungen des Apo-E-Allels das
Erkrankungsalter beeinflusst.

In diesem Subtest fand sich kein Hinweis fur eisgnifikanten Zusammenhang zwischen
dem Erkrankungsalter der Patienten und der Haufigkees bestimmten ApoE-Allels bei

den Patienten.

4.2.2. Vergleich der Allelhaufigkeiten zwischeniBaten und Kontrollgruppe

Es soll die Hypothese untersucht werden, ob besiiitele des Apolipoprotein-Gens das

Risiko an der Parkinson’schen Krankheit zu erkrankedifizieren. Dazu wurde die

Haufigkeit der einzelnen Allele zwischen Patientien Kontrollen verglichen.

Allel Patienten (n=74) Kontrollen (n=149) Total
Apoe2 12 10 22
Apoe3 111 253 364
Apoe4 25 35 60
Total 148 298 446

Aus den Rohdaten wurde nun mit Hilfe des TDT (Impdatation in TRANSMIT) auf die
Kopplung und Assoziation des Apolipoprotein-Loceziehungsweise einzelner Allele dieses

Locus getestet. Daraus ergibt sich folgendes Eigebn
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Allel Beobachtete Transmission Erwartete Transiomss p-Wert

Apoe2 9 14,665 0,0031
Apoe3 215 202,2 0,0001
Apoe4 28 35,131 0,0066
Total 252 252

Damit zeigt sich im Vergleich zwischen Patiented #ontrollgruppen ein signifikanter
Unterschied in der Transmission der Apolipoprotekiele. Die Transmissionen aller drei
Allele weichen signifikant von den Erwartungswergédn Das Allel Ape3 wird signifikant
haufiger an die Erkrankten weiter gegeben, wahAgrat2 und Apae4 signifikant seltener an
Betroffene vererbt werden. Dieses Ergebnis untcir einen moglichen Zusammenhang

der Parkinson’schen Erkrankung mit M. Alzheimer.

4.3. Ergebnisse zur Genotypisierung der C-termmblieiquitinhydrolase L1 (UCHL 1)

Die C-terminale Ubiquitinhydrolase L1 (UCH-L1) iste schon oben beschrieben eines der
am haufigsten vorkommenden Proteine im menschli@wmrn [Wilkinson KD et al 1989],
[Wilkinson KD, Deshpande S et al 1992] und Bestaihdier Lewy-Korperchen [Lowe J,
McDermott H et al 1990]. Der Polymorphismus (S1&¥)rt zu einer reduzierten
enzymatischen Aktivitat der Ubiquitinhydrolase itre und damit zur Hypothese, dass dies
maoglicherweise einen protektiven Effekt vor alleei Barkinson Patienten mit friihem
Erkrankungsalter in Bezug auf die Entstehung diradakung haben kénnte [Liu Y, Fallon L
et al 2002].

4.3.1. Zusammenhang zwischen dem Wildtyp bzw. delynkorphismus der C-terminalen

Ubiquitinhydrolase L1 und dem Erkrankungsalter na¢b der Patientengruppe

Es sollte untersucht werden, ob die Allelform dete@ninalen Ubiquitinhydrolase L1 das
Erkrankungsalter beeinflusst.
In diesem Subtest fand sich kein Hinweis fir eisigmifikanten Zusammenhang zwischen

dem Erkrankungsalter der Patienten und der Haufigkees der Allele bei den Patienten.
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4.3.2. Vergleich der Allelhaufigkeiten zwischeniBaten und Kontrollgruppe

Es soll die Hypothese untersucht werden, ob dgmRmiphismus S18Y der C-terminalen
Ubiquitinhydrolase L1 einen protektiven Effekt alié Krankheitsentstehung der
Parkinson’schen Krankheit hat, indem diese Variamerhalb der Kontrollgruppe haufiger

zu finden ist im Vergleich zur Patientengruppe.

Allel Patienten (n=74) Kontrollen (n=149) Total
Wildtyp 112 228 340
S18Y 36 70 106
Total 148 298 446

Aus den Rohdaten wurde nun mit Hilfe des TDT (Impdatation in TRANSMIT) auf die
Kopplung und Assoziation der beiden AuspragungerCdirminalen Ubiquitinhydrolase L1

getestet. Daraus ergibt sich folgendes Ergebnis:

Allel Beobachtete Transmission Erwartete Transiomss p-Wert
Wildtyp 193 188.08 0.1627
S18Y 59 63.92 0.1627
Total 252 252

Damit zeigt sich im Vergleich zwischen Patiented #ontrollgruppen kein signifikanter
Unterschied in der Transmission der beiden Allee@-terminalen Ubiquitinhydrolase L1.
Es fand sich eine nicht signifikant geringere Traission des Polymorphismus S18Y an die
Betroffenen als erwartet, womit der protektive Etfdurch den S18Y-Polymorphismus nicht

bewiesen werden konnte.
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5. DISKUSSION

5.1. Diskussion der Methodik

Wie schon in der Einleitung dieser Arbeit erwélsttdie Diagnose ,Morbus Parkinson® nicht
einfach zu stellen. Auch heute noch lasst sich sicleere Aussage erst postmortal stellen
[Jellinger K 1987]. Alle in dieser Arbeit eingesohenen Patienten wurden in speziellen
Zentren mit fundiert ausgebildeten Arzten mit jadnger Erfahrung auf dem Gebiet der
Basalganglienerkrankungen diagnostiziert. Trotztlegt nach verschiedenen Autoren die
Diagnosesicherheit mit bis zu 80% (neben andeRajput AA, Rozdilsky B, Rajput A

1991]) weit unterhalb derer vieler anderer Erkrargen. Studien wie die der vorliegenden
Arbeit werden sich also auch in Zukunft immer nehdProblem falsch eingeschlossener
Patienten auseinandersetzen missen. Gerade bRadanson-Syndromen spielen sekundére
Ursachen eine erhebliche Rolle, wobei bis heutdanrdt, welche Umweltfaktoren

erhebliche oder weniger erhebliche Beitrdge zustehung der Erkrankung beitragen. In der
vorliegenden Arbeit kann jedoch davon ausgegangeden, dass die Diagnosesicherheit am

oberen Ende der von verschiedenen Autoren beléGtblen liegt.

Ein weiteres grof3es Problem beim Einschluss waFidige, wie alt die Patienten bei
nachgewiesenem Beginn der Parkinson’schen Erkrangeim sollten, um einen moglichst
hohen Anteil an genetisch (mit-)bedingtem Parkinsother Studie zu haben. Wir zogen eine
durch verschiedene vorausgegangene Arbeiten algdirerwiesene Grenze von weniger als
50 Jahren fir den Erkrankungsbeginn (neben andgelymeropoulos MH, Higgins JJ et al
1996], [Kruger R, Vieira-Saecker A et al 1999])ofadem muss gesagt werden, dass diese
Grenze willkarlich zwischen den so genannten ,eanget* und ,late onset“-Patienten
gewanhlt ist. Bisher ist in keiner Arbeit klar gewlen, welche Altersgrenze gezogen werden
sollte, damit ein moglichst hoher Anteil an gergtibedingtem Parkinson Syndrom im
Patientenkollektiv enthalten ist.

Dazu kommt, dass es nahezu unmdoglich ist, den exaddtankheitsbeginn nachzuweisen. M.
Parkinson ist eine langsam progrediente neurodegtve Erkrankung. Eine klinische
Manifestation der Erkrankung ist wie schon erw&rst ab einem nigralen Nervenzellverlust
von etwa 50% zu erwarten [Fearnley JM, Lees, ALL1B2w. bei einer Verringerung des
Dopamins im striatalen Projektionsgebiet der nigmalleurone um 60-80% [Leenders KL,

Salmon EP et al 1990]. Das bedeutet fur unseritah&ollektiv, dass die Erkrankung schon
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Jahre bis Jahrzehnte vor den ersten klinischenfetationen begonnen hat. Die individuelle
Schwelle fur Erstsymptome kann fir jeden einzelRatienten wiederum verschieden sein, so
dass man nie einen einheitlichen Krankheitsbeginieeen kann. Uber eine detaillierte
Anamnese wurde bei den Patienten in vorliegendeeifdas Problem so weit wie mdglich
reduziert. In unklaren Fallen wurden Daten diesgreiaten mit ihren Kontrollen nicht in die

Bewertung einbezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 74 Patienten esttplossen. Diese Zahl erscheint primar

relativ gering ist jedoch durch zahlreiche Einflagsoren bedingt:

« Das Erkrankungsalter wurde bewusst niedrig mit 3&ren gewahlt, um den
genetischen Einfluss bei der Erkrankungsentstemuingjichst hoch zu halten, denn
eine genetische Komponente in der Erkrankungsénisteab einem
Erkrankungsbeginn mit einem Alter >50 Jahre komitbt nachgewiesen werden
[Tanner CM, Ottman R et al 1999]. Die meisten FPaéir, die sich in einer speziellen
Ambulanz oder stationar vorstellen, sind bei BegienErkrankung alter als 50 Jahre
und konnten damit in dieser Arbeit nicht bertcksgthwerden.

» Es durften keinerlei sonstige neurologische Erkusigien vorliegen. Dabei wurden
auch nicht klar diagnostizierte, nur in der Anananals neurologische Symptome
aufgefallene AuRerungen als Ausschlusskriteriumegtei

» Der Patient selbst musste damit einverstanden dags, Blut zu genetischen
Forschungszwecken genutzt wird.

» Der Patient musste mindestens ein GeschwisterodadElternteil haben, das sich
ebenfalls bereit erklaren musste, an dieser Untbtsg teilzunehmen und bereit war,
Blut zu genetischen Forschungszwecken zur Verfugungtellen.

» Diese Kontrollgruppe durfte keinerlei Symptome, aie Zeichen fir ein beginnendes
Parkinson-Syndrom gedeutet werden kdnnten, aufaeige

Diese Faktoren zeigen, dass nur ein kleiner Brulolhte betroffenen Patienten in diese

Arbeit mit aufgenommen werden konnten.

Erstmals in Assoziationsstudien Gber M. Parkinsanden als Kontrollgruppe nicht-
betroffene direkte Verwandte der Patienten heravggsz. Der entscheidende Vorteil liegt

darin, dass innerhalb jeder Familie der ,genetiddimergrund” identisch ist. Dadurch ist die
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zufallsbedingte Variabilitat der genetischen Infatimn innerhalb einer Familie reduziert.
Genetische Unterschiede zwischen den Familienradgin kénnen daher mit hoherer
Wahrscheinlichkeit auf ihren unterschiedlichen Britungsstatus zurtickgefuhrt werden.
Leider liel3 sich in den wenigsten Féallen ein kortiptesStammbaum der jeweiligen Familien
abbilden, da Mitglieder der Familie nicht mehr Ehtnicht auffindbar waren oder an der
Studie nicht teilnehmen wollten. Durch einen stestth relativ neuen Test, den sib-TDT
konnte jedoch dieser Nachteil in die Berechnungéreimbezogen werden, indem die
fehlenden Informationen Uber Familienmitgliedetistesch hochgerechnet wurden [Spielman
RS, Ewens, WJ 1998].

Durch ein Telefoninterview, das mit jedem einzelden Geschwister oder Eltern der
Patienten durchgefihrt wurde [Tanner CM, Gilley W&l 1990], [Pramstaller PP, Falk M et
al 1999], konnte ein Parkinson-Syndrom bei derafatniliaren Kontrollpersonen mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. ObwelskediFragebogen sehr valide in allen
eingesetzten Tests war, ist nicht auszuschlie(Bes, loei einigen der Verwandten zum
Zeitpunkt der Befragung ein subklinisches ParkirRSgndrom vorlag, das durch den
Fragebogen und den von uns gewahlten ,cut-off* e Fragen, nicht erfasst werden

konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedeoei des Genoms der Patienten mit
denen der Verwandten verglichen, namlich den Potghiemus in der Promotor-Region des
a-synuclein-Gens, die Allele2-4 des Apolipoprotein E (ApoE) und den S18Y-
Polymorphismus der C-terminalen Ubiquitinhydrolagde(UCHL 1). Alle drei Loci wurden
in verschiedenen Arbeiten zum Teil kontrovers aisddhe fur die Entstehung des Morbus
Parkinson diskutiert (siehe oben). Dennoch gibtedsen den genannten, wie oben
beschrieben, zahlreiche andere Genorte, die miPdainsonschen Erkrankung in
Verbindung gebracht werden. Zum Vermeiden des Fehllies multiplen Testens musste in
der vorliegenden Arbeit bei der geringen Fallzalilvaeitere Untersuchungen verzichtet
werden. Das bedeutet, die drei untersuchten Gestatten exemplarisch fur eine Vielzahl
anderer Loci und vor allem fur mittlerweile in déahl stark gewachsene

Kombinationsmdglichkeiten dieser Loci miteinander.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich nur fir eirdar untersuchten Genorte ein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten und nicht betrofievierwandten. Fir die Apolipoprotein E-
Allele konnte nachgewiesen werden, dass ParkinstiesRRen, wie schon in verschiedenen
Arbeiten zuvor gezeigt werden konnte (unter andd#areparsi S, Kaye J et al 1997],
[Inzelberg R, Paleacu D et al 1998], [Tang G, Xiettal 2002]) deutliche Unterschiede in
den Allelhaufigkeiterz2-4 aufweisen im Vergleich zu entsprechenden Kdgtigopen. Auch
wenn gesunde Verwandte wie in der vorliegenden ifghe noch aussagekraftigere
Kontrollgruppe herangezogen werden, bestatigtdiebes Ergebnis. Das AgAllel wird
signifikant haufiger an die erkrankten Personertevejegeben.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass die FllaalPatienten- und Kontrollgruppe in
der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu bereits edithlosenen Studien relativ gering ist.
Dies ist jedoch vornehmlich darauf zurtickzufiihidass in vorliegender Arbeit bewusst
ausschlief3lich Patienten und deren direkte Vervaaldt Kontrollgruppe eingeschlossen
wurden. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dassiarvgegangenen Studien ohne
einheitlichen genetischen Hintergrund der Falle Kindtrollen falsch positive Ergebnisse zu
finden sind. Dies unterstreicht auch die widershlicben Ergebnisse der oben genannten
Studien (zusatzlich zu oben genannten: [Koller V@&t SL et al 1995], [Parsian A, Racette
B et al 2002]). In der vorliegenden Arbeit konntesgr Fehler durch die beschriebene,
bessere Methodik weitgehend eliminiert werden.

Das vorliegende Ergebnis ist bemerkenswert. Den\gdelipoprotein Genlocus gilt schon
seit LaAngerem als sicherer Suszeptibilitatsfakioidien M. Alzheimer, einer weiteren
chronisch-neurodegenerativen Erkrankung [Tanak@02]2 [Schellenberg GD 1995].
Vorstellbar ist also ein zumindest teilweise gleichder ahnlicher pathologischer Weg der
Krankheitsentstehung, denn neben dem genetischeargliund wurden auch schon andere
Parallelen der beiden Erkrankungen erforscht urddizpart. [Giasson B, Ischiropoulos H et
al 2002], [Shastry BS 2003]. Die Vorstellung eidanlichen Entstehung zweier
Erkrankungen, die aufgrund der demografischen Ekitwng an Bedeutung noch deutlich
zunehmen werden, und die damit bestehende Chameezeikiinftigen kausalen Therapie ist
gerade aus soziodkonomischer Sicht von aul3erorciegitiBedeutung. Dennoch ist es
momentan noch zu frih, erste Anzeichen fur einéchea parallelen Krankheitspathway als
Beweis fir eine kausale Beziehung der ParkinsomsEnlerankung und des M. Alzheimer zu

sehen.
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Zwei der untersuchten Genorte zeigten zwischerefat und Kontrollgruppen keinen
relevanten Unterschied der Allelhaufigkeiten, watbeiauf hin gewiesen werden muss, dass
sich ein (nicht signifikanter) Trend bei den Ergssen zur Untersuchung der beiden
Auspragungsformen der C-terminalen Ubiquitinhydselé1l bemerkbar macht. Eventuell
wirden hohere Fallzahlen in einer Studie einengftoten Effekt des S18Y-Polymorphismus
signifikant belegen. Trotzdem passt das Ergebnderuverschiedensten Assoziations-,
Familien- und Zwillingsstudien, die in den letztéahren publiziert wurden, in denen
widerspruchliche Ergebnisse schon Gewohnheit wuletscheidend ist dabei, nicht den
Schluss zu ziehen, man komme durch genetische lwastarschung fur das Parkinson-
Syndrom nicht naher an das tatsachliche MusteKdmrkheitsentstehung. Vielmehr zeigt
sich darin deutlich, dass kein genetischer Sudaéfitisfaktor fir sich bis auf die seltenen
Formen der Parkinsonschen Erkrankung, die naclsikids®em Mendel’'schen Erbgang
verlaufen, die Erkrankung erklaren wird. Vielmesires der Beweis, dass einzelne
Mutationen oder Polymorphismen eine Beteiligungdiégr Entstehung darstellen. Sehr
wahrscheinlich wird dabei, dass erst das Zusamnnsgschiedener genetischer
Veranderungen zur Manifestation der Erkrankungdiitkann. Aber selbst damit scheint die
Komplexitat der Erkrankung nicht hinreichend beglgn Zahlreiche Studien belegen
zusatzlich dazu, dass Umweltfaktoren neben germetisEaktoren sowohl eine
krankheitsverursachende als auch eine protektivie Roder Entstehung von M. Parkinson
spielen [Allam MF, Del Castillo AS et al 2003], [Weer TT, Schapira AH 2003], [Di Monte
DA, Lavasani M et al 2002], [Shastry BS 2001]. Ared@utoren gehen so weit,
Umweltfaktoren als Hauptursache der Erkrankungehes und diskutieren sogar eine
alleinige Beteiligung dieser Faktoren [De la Fudréenandez R, Calne DB 2002]. Diese
Hypothese erscheint jedoch vor dem dargestelltatekgrund nicht haltbar. Stattdessen
deutet alles darauf hin, dass wir erst am Anfargg\terstandnisses der Genetik bei M.
Parkinson stehen, und es deutet sich eine ganzSielveise der Erkrankung an [Langston
JW, Ballard P et al 1983], [Ben-Shlomo Y 1996].
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5.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Im Jahre 1817 definierte James Parkinson erstn@aBErédrankung und gab ihr seinen Namen
[Parkinson J 1817]. Er beschrieb damals, die Uwsaen Erkrankung sei unbekannt. Seither
ist viel geschehen und wir haben uns von diesesdges schon weit entfernt. Vielmehr stehen
wir heute an einem Punkt, an dem diskutiert werdess, ob die Klassifikation der
Parkinson-Syndrome, so wie am Anfang der Arbeigésiellt, noch haltbar ist. Stattdessen
bendtigt man vielmehr eine neue Klassifikation, diée Erkenntnisse der Genetik zusammen
mit den klinischen Manifestationen standhalt. Hs giomentan gentigend Beweise, dass
genetische Einflussfaktoren zumindest bei einerhdeziPatienten eine wichtige Rolle
spielen. Hochstwahrscheinlich werden auch in nZh&unft weitere Gene und Loci
gefunden werden, die im Verdacht stehen, mit deraBkung urséchlich in Zusammenhang
zu stehen. Trotzdem wird nur ein geringer Anterl B&lle durch einen klassischen
Mendelschen Erbgang erklarbar bleiben. Aber getddien dieser Art und Kandidaten-
Studien, die sich mit dem Dopamin-Stoffwechsel anderen Metabolismus-Vorgangen im
zentralen Nervensystem befassen, werden das Venssésher Pathophysiologie und der
Pathogenese von nigraler Degeneration und der Bjldon Lewy-Korperchen erweitern und
somit schlieBlich dazu beitragen, die Atiologie Barkinsonschen Erkrankung in ihrer
Gesamtheit zu verstehen.

Daraus ergeben sich wesentliche Konsequenzen.

5.3.1. Genetische Beratung

Naturlich ist durch den Fortschritt und die Verdflechungen auf dem Gebiet der
Neurogenetik in Bezug auf das Parkinson-Syndronmrdasesse an genetischer Beratung und
Risikovorhersage gestiegen. Gerade in Familiergehtiuftem Auftreten der Erkrankung

bzw. mit sogar nachgewiesenem Mendelschen Veresmodus spielt dieser Aspekt eine
wichtige Rolle. Der Wert einer genetischen Testhlegbt aber weiter sehr fraglich. Zum

einen ist der M. Parkinson zwar zweifelsohne eire@dfkung, die zu fortschreitender
Einschrankung des individuellen Lebens fuhrt, zuntlegien ist es jedoch keine todliche
Erkrankung. Darliber hinaus weif3 man heute nochzui@enig Uber Penetranz der

entsprechenden Mutationen und dem jeweiligen Verggbmodus, so dass das Fundament,
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auf dem eine so schwerwiegende Aussage fur dagdndim nach Gentestung steht, noch
viel zu instabil ist.

Trotz dieser Uberlegungen werden genetische Urntkusigen in den angesprochenen
Familien aus wissenschatftlicher Sicht ausgesproahentig sein, um bekannte
Genabschnitte fur Kandidaten-Studien weiter eiréagken zu kdbnnen und um neue, fur die

Erkrankung verantwortliche Gene zu identifizieren.

5.3.2. Therapeutische Konsequenzen

Auch in Bezug auf mdgliche Therapien 6ffnen siclhctudie Kenntnisse in der genetischen
Forschung neue Tore. Bisher beschréankten sichghetische Ansatze vorwiegend auf
symptomatische Verfahren. Durch das bessere Velsigider neurodegenerativen Prozesse
auf molekularer Ebene lassen sich neuroprotektinekurative Strategien entwickeln. So
konnten die abnorme Aggregation von Proteinen intraien Nervensystem oder gesteigerter
oxidativer Schaden aufgehalten, evtl. sogar ricgigagemacht werden. Im besten Fall lie3e
sich auch eine Pravention ableiten, wenn in fri®aien der Erkrankung therapiert wirde.
Genau so wichtig ist es, ein detaillierteres Verditis Uber schadliche, zur Erkrankung
beitragende Umweltfaktoren zu erlangen. In der Zdikkann eine Therapie dann individuell
je nach genetischer Voraussetzung, den jeweiligawéltfaktoren und des
Pharmakometabolismus des Patienten eingesetzt mverde

Im Einzelnen soll nun noch auf spezielle zukinfiigerapieanséatze eingegangen werden.

5.3.2.1. Beeinflussung der Proteinaggregation

Schon seit Langerem ist bekannt, dass es durcheiirassion von bestimmten Proteinen,
wie z.B. denu-synuclein zu Apoptose und konsekutiv zu neuronaleitiod kommt. Diese
Hypothese wurde sowohl in vitro als auch in vivol&éinglich bewiesen [EI-Agnaf OM, Jakes
R et al 1998], [Feany MB, Bender WW 2000], [MasliBhRockenstein E et al 2000]. Erst
kurzlich zeigte sich die Erkenntnis, dass nichtaben genannten Proteinaggregate selbst,
sondern so genannte Protofibrillen diese Zyotoititizerursachen [Conway KA, Lee S-J et
al 2000], [Conway KA, Rochet JC et al 2001], [Setgh AB, Farrer M et al 2003B].
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Eine zukunftige Strategie, um in den pathogenetisdProzess, der zur Erkrankung M.
Parkinson fuhrt, eingreifen zu konnen, ware dasWelern einer Akkumulation dieser
Protofibrillen. Dies kann z.B. Uber genetische Baure erfolgen, die mittels viraler Vektoren
an die Zielstellen eingebaut werden. Ein anderechdrismus ware Uber den Weg von
Enzymen, wie z.B. Kinasen oder Phosphatasen, dalkon phosphoryliertes-synuclein zur

Aggregation tendiert [Borie C, Gasparini F et a2

5.3.2.2. Beeinflussung des oxidativen Stresses

In vitro Versuche haben gezeigt, dass es zu eiggrégation vom-synuclein kommt, wenn
man es mit beispielsweise Coeruloplasmin up@Hnkubiert [Kim KS, Choi SY et al 2002].
Demgegeniber konnte der Prozess verhindert wendsm antioxidante Stoffe wie

Karnosin, Homokarnosin oder Anserin beigegeben amrtlber diesen Mechanismus kénnte
auch Vitamin E ein viel versprechender Stoff sdmges die Oxidierung von membrandsen
Lipiden supprimieren kann [Zhang SM, Hernan MAIe2@02]. Ein anderer Antioxidant ist
das Coenzym Q10, das vor allem auch die Funktioaechondrien innerhalb der Zellen
starkt. Hier wurde erst kirrzlich von einem positiEergebnis in ersten Studien am Menschen
berichtet [Shults CW, Oakes D et al 2002]. Dab@teesich Uber einen Zeitraum von sechs
Monaten mit oraler Gabe eines Coenzym-Q10-Prapatass das Fortschreiten der
Erkrankung reduziert werden konnte. Nach dieseierermutigenden Ergebnissen werden

Zurzeit neue, grol3er angelegte Studien mit Antaxidn initiiert.

5.3.2.3. Immunmodulatorische Strategien

Innerhalb der verschiedenen Konzepte der PathogetmesM. Parkinson gibt es deutliche
Hinweise fur eine Beteiligung des Immunsystem<Géhirnen von betroffenen Patienten
sowie in deren Liquor zeigten sich erhéhte Werte mflammatorischen Zytokinen, wie z.B.
Tumornekrosefaktoe (TNF- o), Interleukin- (IL-)13, IL2 und IL6 [Blum-Degen D, Muller
Th et al 1995]. Dieser Hinweis auf eine chronisateéndliche Reaktion wird durch das
Vorhandensein von immunkompetenten Mikrogliazeifeden Lasionsgebieten von
Patientengehirnen unterstitzt [Boka G, Anglade & £094]. Aufgrund dieser Erkenntnisse

liegt es nahe, neue immunmodulatorische Ansatzdiélitherapie der Erkrankung
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einzusetzen. Dazu bedient man sich der Funktiazesannter Immunophiline. Das sind
ubiquitar vorkommende Proteine, die in verschiedémeund Weise an der Regulation von
neuronalen Funktionen beteiligt sind und insbesmndks Rezeptoren, bzw. Bindeglieder fur
immunsuppresive Medikamente dienen [Avramut M, Zéegt al 2001]. Mittlerweile

wurden niedermolekulare Immunophilin-Liganden enkeit, die die Blut-Hirn-Schranke
uberwinden und nachgewiesene neuroregenerativikt&fteigen [Guo X, Dawson VL et al
2001].

5.3.2.4. Moglichkeiten einer Immunisierung mittetgpfung

In Tierversuchen mit Modell-M&ausen fir die Alzhensehe Erkrankung konnte gezeigt
werden, dass Tiere, die mit Amyloi3A2 geimpft wurden, eine geringere Auspragung an
Amyloidplaques im Gehirn aufwiesen [Schenk D, Bab et al 1999]. Die Hypothese
dabei ist, dass geringe Mengen an in der Peripgebéddeten Anti-A-Antikérper Gber die
Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn gelangen und dbkrogliazellen zur Phagozytose
aktivieren, indem sie sich an gebildetem AmyloiddRie anheften. D&Amyloid-Precursor-
Proteine auch innerhalb der Lewy-Kdrperchen in eggrtem Zustand vorkommen, kdnnte
diese Strategie auch in der Behandlung des M. Raokiwirksam sein [Masliah E,
Hashimoto M 2002].

Es ist also noch ein sehr weiter Weg bis zum vollersténdnis der Ursachen der
Parkinsonschen Erkrankung. Es wurden in den letidéren rasante Fortschritte gemacht
durch neue und verbesserte Methoden gerade auGedmet der Molekulargenetik mit dem
Ergebnis, dass zahlreiche Genorte bzw. deren Muitiin Zusammenhang mit dem
Parkinsonsyndrom gebracht werden konnten.

Auch die vorliegende Arbeit stellt einen BaustaumzGesamtverstandnis dar und zeigt
insbesondere durch den bisher nicht genutzten &idea ,idealeren” Kontrollgruppe einen

interessanten Ansatz fur die zuklnftige Parkinsors€hung.
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