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1. EINLEITUNG

Mit der steigenden Lebenserwartung der Allgemeinbevilkerung wachsen auch die
Herausforderungen in der medizinischen und pflegerischen Versorgung von Patient:innen mit
neurodegenerativen Erkrankungen. Bereits vor zehn Jahren beliefen sich die Kosten flr
medizinische Versorgung und Pflege mittelgradig an Demenz erkrankter Patient:innen auf
Uber €20.000/Jahr (Leicht et al. 2011). Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass eine rasche
Diagnosestellung und vor allem eine verlaufsmodifizierende Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen zentrale Herausforderungen der medizinischen Forschung darstellen.
Wenngleich zunehmend medikamentdse Ansatze fir derartige Therapien entwickelt und
erprobt werden, verdeutlichen die zahlreichen negativen Studienergebnisse der vergangenen
Jahre, dass die Kenntnisse zu Pathophysiologie und Verlauf dieser Erkrankungen weiterhin
unzureichend sind (Doody et al. 2014, Tolosa et al. 2014, Levin et al. 2019). Es bestehen also
noch weitreichende Aufgaben im Bereich des molekularen Krankheitsverstandnisses, der
Optimierung von Rahmenbedingungen zur klinischen Versuchsplanung sowie der Versorgung
Betroffener.

Ziel des hier vorgestellten Habilitationsprojekts ist daher eine Vertiefung des bestehenden
Wissens zu molekularen Pathomechanismen neurodegenerativer Erkrankungen mit Fokus auf
Tauopathien, sowie die Untersuchung klinischer Aspekte mit Schwerpunkt auf der Entwicklung
von Biomarkern zur Diagnosestellung und Verlaufscharakterisierung. Hierbei wird der Fokus
auf die Tauopathien Progressive supranukleare Blickparese (PSP) und die Alzheimer-Demenz
bei Down-Syndrom (DS-AD) gesetzt.

2. MOLEKULARE MECHANISMEN DER PROTEINAGGREGATION UND -TOXIZITAT

Gemeinsames histopathologisches Kernmerkmal der im hdheren Lebensalter auftretenden
neurodegenerativen Erkrankungen ist die intra- oder extrazellulare Ablagerung spezifischer
Proteine in Form fibrillarer Aggregate. Hierbei kommen den Proteinen a-Synuklein (aSyn) und
Tau besondere Bedeutung zu, da deren Ablagerungen fiir mehrere Krankheitsentitaten
histopathologisch definierend sind. Hierzu zahlen fir das Tau-Protein die Alzheimer-Krankheit
(Alzheimer Disease, AD), die Progressive Supranukleare Blickparese (PSP), die Kortikobasale
Degeneration (CBD) und die frontotemporale Lobardegeneration (FTLD) (Buee et al. 1999).
Eine Besonderheit bei der Alzheimer-Krankheit ist in dem Kontext, dass die Tau-Pathologie
regelhaft mit einer B-Amyloid-Pathologie assoziiert ist. Weiter ist von Bedeutung, dass es bei
Tau- aber auch bei Synuclein-Pathologie krankheitsspezifische molekulare Unterschiede gibt.
Die Parkinson-Krankheit (Parkinson’s Disease, PD), Multisystematrophie (MSA) und Demenz
mit Lewy-Kdrperchen (DLK) sind hingegen durch aSyn-Ablagerungen gekennzeichnet (Marti
et al. 2003). Die einzelnen Entitaten unterscheiden sich hierbei sowohl durch die Konfiguration
der jeweiligen Aggregate als auch durch deren Verteilung im Gehirn (Weintraub et al. 2009)
sowie zum Teil durch Ablagerungen weiterer Proteine, insbesondere beta-Amyloid (AB) im
Falle der Alzheimer-Krankheit (Thal et al. 2002).



Die pathophysiologische Bedeutung dieser Proteine konnte insbesondere durch die
Beschreibung genetischer Varianten gesichert werden. Hierbei sind sowohl
krankheitsverursachende strukturelle Varianten, meist durch Punktmutationen, als auch
guantitative Veranderungen durch Genduplikation beschrieben worden. So konnten flr die
FTLD krankheitsverursachende Genmutationen des Tau-kodierenden MAPT-Gens
nachgewiesen werden (Hutton et al. 1998). Darlber hinaus sind Duplikationen oder
Triplikationen des aSyn-Gens ausreichend, um eine autosomal-dominant vererbte Form der
Parkinson-Krankheit hervorzurufen (Singleton et al. 2003). In gleicher Weise sind auch eine
erbliche bzw. genetisch determinierte Form der Alzheimer-Krankheit beschrieben, sowohl
anhand einzelner Familien mit weitgehend isolierter, autosomal-dominant vererbter
Duplikation des APP-Gens, als auch durch das regelhafte Auftreten der Alzheimer-Demenz
bei Trisomie 21 (Rovelet-Lecrux et al. 2006, Wiseman et al. 2015). Gerade das Down-Syndrom
erlaubt hier besondere Einblicke in das empfindliche Gleichgewicht aus AB-Synthese und -
Abbau. So belegt eine von uns beschriebene Patientin mit einem Trisomie-21 Mosaik (21%
trisome ektodermale Zellen), dass bereits eine geringgradige Erhdhung der APP-Gendosis zur
Verursachung einer Alzheimer-Krankheit mit frihem Beginn ausreicht (Nuebling et al. 2021).

In den vergangenen Jahren wurde zunehmend deutlich, dass die jeweilige Pathologie der
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen ihren Ursprung in unterschiedlichen
Hirnarealen hat und sich von dort sukzessiv Uber das gesamte Gehirn ausbreitet (Braak et al.
1991, Thal et al. 2002, Braak et al. 2003, Vogel et al. 2021). Der zugrundeliegende
Mechanismus dieser Ausbreitung ist noch unvollstandig verstanden, ebenso in welcher Form
die jeweiligen Proteine zur neuronalen Schadigung beitragen. Die histopathologisch
nachweisbaren Ablagerungen bestehen in erster Linie aus fibrillaren Aggregaten. Diese
scheinen jedoch nicht das primér zytotoxische Agens zu sein, vielmehr wurden als
pathophysiologisch relevante Entitét in den letzten Jahren zunehmend oligomere Aggregate
von Tau und aSyn sowohl hinsichtlich der Zelltoxizitat als auch der Ausbreitung diskutiert
(Wittmann et al. 2001, Glabe et al. 2006, Soto et al. 2008). Ob es sich bei derartigen
Oligomeren um Vorstufen der fibrillaren Aggregate handelt, oder ob sie einem alternativen
Aggregationsweg folgen, ist letztlich nicht abschlieRend geklart. Klar ist jedoch, dass die
Entstehung solcher Oligomere potenziell durch verschiedene Faktoren begunstigt werden
kann, wobei insbesondere posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder
limitierte  Proteolyse sowie Faktoren des intrazellularen Milieus wie etwa
Metallionenkonzentrationen eine Bedeutung beizukommen scheint. Auf die Rolle von
Metallionen im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen weisen epidemiologische Studien
hin (Zayed et al. 1990, Gorell et al. 1997, Krewski et al. 2007, Santner et al. 2010, Budimir
2011). Auch liegt die Hauptlast der aSyn-Ablagerungen bei PD in der Substantia nigra und
dem Locus coeruleus, welche einen erhdhten Eisengehalt aufweisen (Friedrich et al. 2021).
In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass dreiwertige
Metallionen in physiologischen Konzentrationen die Oligomer-Bildung von Tau und aSyn
beglnstigen, und dass die resultierenden Aggregate eine hohe Bindungsaffinitat zu
Lipidmembranen besitzen (Kostka et al. 2008, Bader, Nibling et al. 2011, Levin et al. 2011).
Weitgehend unklar ist jedoch, inwiefern posttranslationale Modifikationen wie limitierte
Proteolyse und Hyperphosphaorylierung, die regelhaft histopathologisch in Ablagerungen von
Tau und aSyn nachgewiesen werden konnten, diese Prozesse beeinflussen, und ob hier auch
ein Zusammenspiel dieser Faktoren relevant sein konnte. Zur Untersuchung derartiger
Prozesse eignet sich die konfokale Einzelmolekiil-Spektroskopie in besonderer Weise, da sie
die Interaktion einzelner Proteine bzw. Aggregate bereits bei sehr niedrigen
Proteinkonzentrationen bis in den femtomolaren Bereich erlaubt (Bieschke et al. 2000). Dies



ist inshesondere relevant, da Tau und aSyn in héheren und somit unphysiologischen
Konzentrationen, wie sie fur viele andere Methoden zur Aggregationsmessung wie etwa den
Thioflavin-T Assay benétigt werden, ein verandertes Aggregationsverhalten aufweisen und
zum Teil zur Autoaggregation neigen (Wille et al. 1992). Im Rahmen des hier vorgestellten
Habilitationsprojekts wird der Einfluss posttranslationaler Modifikationen auf die
Aggregationseigenschaften und Membranaffinitat von Tau und aSyn auf Einzelmolekulebene
in vitro untersucht. Ein besonderer Fokus wird hierbei auf Phosphorylierung und limitierte
Proteolyse gerichtet, da diese regelhaft bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen
in vivo nachgewiesen werden kdnnen, ihre genaue pathophysiologische Rolle jedoch zum Teil
noch unklar ist. Methodisch kommen in erster Linie die Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (FCS) sowie SIFT (scanning for intensely fluorescent targets) zu Einsatz, um
frihe Aggregations- und Interaktionsprozesse bei physiologischen Proteinkonzentrationen
darstellen zu kbnnen (zur Methodik siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1 — Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Der Aufbau des InsightReader Il (Evotec Technologies, Hamburg, Germany) erlaubt die gleichzeitige
Untersuchung von mit bis zu zwei unterschiedlichen Fluorophoren markierten Proteinen auf
Einzelmolekilebene. Dem Aufbau eines konfokalen Mikroskops entsprechend wird das Licht zweier
Laser unterschiedlicher Wellenldngen auf einen gemeinsamen Fokus innerhalb des Probenvolumens
fokussiert, das rickemittierte Licht wird tUber Dichroid-Spiegel nach Wellenldangen getrennt und auf
Einzelphotonen-Detektoren gelenkt. Es kann zwischen einem stationéaren (FCS) und mobilen Fokus
(SIFT) gewahlt werden, bei dem der konfokale Fokus Uber ein automatisiertes Spiegelsystem in
gleichbleibender H6he durch die Probe mé&andriert. Dies erlaubt die Detektion seltenster Partikel bis
zu attomolarer Konzentration auf Kosten von Informationen Uber die Diffusionsgeschwindigkeit
einzelner Partikel (NUbling G. 2014).




2.1. LIMITIERTE PROTEOLYSE DES TAU-PROTEINS

Mit einer Lange von bis zu 441 Aminosauren bietet das Tau-Protein zahlreiche potenzielle
Angriffspunkte fir Proteinasen. Eine limitierte Proteolyse insbesondere am N-Terminus konnte
in histopathologischen Untersuchungen fur die Alzheimer-Krankheit belegt und ein pro-
aggregativer Effekt einer solchen Trunkierung gezeigt werden (Basurto-Islas et al. 2008, Li et
al. 2021). Tatsachlich kénnte der Nachweis von Tau-Fragmenten im Blutplasma prognostische
Relevanz haben (Chhatwal et al. 2020). Bei der Auswahl potenziell relevanter Proteasen fir
unsere in vitro Analysen fokussierten wir uns auf solche, die zuvor histopathologisch mit
Tauopathien in Verbindung gebracht wurden.

So konnten histopathologische Untersuchungen erhéhte Konzentrationen des lysosomalen
Enzyms Cathepsin S in Neuronen von Patient:innen mit sporadischer AD sowie bei &alteren
Menschen mit einem Down-Syndrom nachweisen (Lemere et al. 1995). Ein Einfluss des
Enzyms auf Proteinaggregation konnte bereits in vitro am Prion-Modell gezeigt werden
(Polyakova et al. 2009), ebenso wurde eine mdgliche Rolle des Enzyms in der Freisetzung

des A S -Peptids diskutiert (Schechter et al. 2011). Erste Untersuchungen konnten hingegen

die Wertigkeit des Enzyms als Serum-Biomarker der Alzheimer-Krankheit nicht belegen
(Morena et al. 2017).

Im extrazellularen Raum wurden vor allem Matrix-Metalloproteinasen (MMP) mit Tauopathien
in Verbindung gebracht. Diese Enzymfamilie beschreibt strukturell &hnliche, Zink-abhéangige
Endopeptidasen, die vorwiegend Proteine der extrazellularen Matrix degradieren. Im Gehirn
werden MMP von Neuronen und Gliazellen synthetisiert (Asahina et al. 2001).
Histopathologisch wurde MMP-9 mit hippocampalen Neuronen, NFTs und senilen Plaques bei
AD ko-lokalisiert (Backstrom et al. 1996, Asahina et al. 2001). Vereinzelt konnten auch
veranderte Plasma-Spiegel von MMP-9 bei Patient:innen mit AD und FTD nachgewiesen
werden, wobei die Ergebnisse hier heterogen waren (Lorenzl et al. 2003, Tuna et al. 2018).

Mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekilspektroskopie konnten wir zeigen, dass sowohl
Cathepsin S als auch MMP-9 durch limitierte Proteolyse die Aggregationsneigung des Tau-
Proteins férdern (siehe Abbildung 2) (Nubling et al. 2012, Nubling et al. 2017). Dies konnte
bereits bei nanomolaren Protein-Konzentrationen nachgewiesen werden, wie sie in der
Frihphase der Tauopathien bzw. im extrazellularen Raum denkbar sind. Die Proteasen
generierten hierbei spezifische Bandenmuster der Spaltprodukte und fuhrten nicht zu einer
kompletten Degradation des Proteins (siehe Abbildung 2). Dass es sich bei dieser vermehrten
Aggregation um einen Proteinase-spezifischen Effekt handelt, belegt der Umstand, dass die
Proteolyse des Tau-Proteins mit Proteinase K, Trypsin und MMP-3 nicht zu vergleichbaren
Effekten fuhrten. Ein Versuch, aus dem pro-aggregativen Effekt des Cathepsin S eine
mdogliche Funktion als Biomarker herzuleiten gelang Uber die Messung der Serum-
Konzentration bei PSP- Patient:innen hingegen nicht. In dieser explorativen Untersuchung
zeigte sich keine krankheitsspezifische Erhohung oder eine Korrelation mit der
Erkrankungsschwere (Nubling et al. 2017).
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Abbildung 2 - Aggregationseigenschaften des Tau-Proteins nach limitierter
Proteolyse

A. Die limitierte Proteolyse von Tau mittels MMP-3, MMP-9 und Cathepsin S resultiert in spezifischen
Degradationsprodukten. B. Lediglich bei MMP-9 und Cathepsin S fihrt die limitierte Proteolyse zu
einer vermehrten Proteinaggregation, wahrend ein Anstieg der Gesamt-Helligkeit als unspezifischer
Dequenching-Effekt der Fluoreszenzfarbstoffe in allen Konzentrationsreihen nachweisbar ist.

2.2 PHOSPHORYLIERUNG UND MEMBRANAFFINITAT

Noch mehr als die limitierte Proteolyse hat sich die (Hyper-)Phosphorylierung des Tau-
Proteins als pathophysiologisch wie diagnostisch bedeutsame post-translationale Modifikation
bei Tauopathien etabliert. So ist eine Erhéhung des phosphorylierten Tau-Proteins im Liquor
ein diagnostisches Kernkriterium der AD nach der sich zunehmend etablierenden,
pathophysiologisch orientierten A(myloid) / T(au) / N(eurodegeneration) Klassifikation (Jack et
al. 2016). Das relativ grof3e Protein bietet hierbei Giber 30 Phosphorylierungsstellen, wobei nur
fur pTau®®! und pTau?!’ ein definitiver diagnostischer Nutzen belegt ist (Janelidze et al. 2020).
Die Phosphorylierung des Tau-Proteins erfolgt durch eine Reihe von Enzymen, wobei die
Glykogen Synthase Kinase 3 das Protein an mehreren Positionen, einschlieR3lich pTau*®* und
pTau?'’, phosphoryliert (Sayas et al. 2021). Analog zur limitierten Proteolyse bietet die
konfokale Einzelmolekll-Spektroskopie auch hier die Mdglichkeit, den Einfluss der
Phosphorylierung auf Aggregationsprozesse zu untersuchen. Von besonderem
pathophysiologischem Interesse ist zudem, inwiefern sich die veranderte Ladung
phosphorylierter Proteine auf deren Interaktion mit Lipidmembranen auswirkt. Membran-



Interaktionen insbesondere von Oligomeren kénnen einerseits durch Stérung der Membran-
Integritat zur Zellschadigung fuhren, andererseits stellt Membranbindung einen mdglichen
Mechanismus zur Exkretion und interzellularen Verbreitung toxischer Oligomer-Spezies dar.

Durch Generierung fluoreszenzmarkierter Lipid-Vesikel von geringem Durchmesser (~20-
40nm small unilamellar vesicles, SUV) konnten wir zeigen, dass Fe3*-induzierte Oligomere
des Tau-Proteins eine hohe Bindungsaffinitdt zu ungeladenen Lipidmembranen haben
(Nuebling et al. 2020). Diese zeigte sich unabhangig von der Oberflachenkonfiguration der
SUV, welche sich zwischen den verschiedenen verwendeten Lipiden unterscheidet: wahrend
POPC-SUV (1-Palmitoyl-2-Oleoyl-Phosphatidylcholin) eine glatte Oberflache aufweisen
(liquid-kristalline Phase), zeigt sich die Oberflache von DPPC-SUV (Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin) unregelméfiig (Gel-Phase) (Leekumjorn et al. 2007, Nagle et al. 2019).
Die hohe Membranaffinitat der Tau-Oligomere konnte durch Phosphorylierung mittels GSK-33
noch weiter gesteigert werden. Monomeres Tau-Protein zeigte hingegen unabh&ngig vom
Phosphorylierungs-Status  keine  Membranbindung. Diese  konnte, analog zu
Voruntersuchungen, lediglich fur negativ geladene SUV (POPS-SUV, 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
Glycero-3-Phospho-L-Serin) bei htheren Monomer-Konzentrationen gezeigt werden (Chirita
et al. 2003, Nuebling et al. 2020). Diese Erkenntnis ist insofern von Bedeutung, als sie das
Spektrum potenzieller Angriffspunkte von Tau-Oligomeren erweitert. Innerhalb der Zelle sind
negative Oberflachenpotenziale hauptséchlich an der Zellmembran lokalisiert, wohingegen
Mitochondrien eine neutrale Ladung aufweisen (Heit et al. 2011). Durch die Fahigkeit, sich an
neutrale Lipidmembranen zu binden, kdnnten Tau-Oligomere somit auch direkt Zellorganellen
schadigen.

In Anlehnung an diese Ergebnisse untersuchten wir in der Folge den Einfluss der
Phosphorylierung von aSyn auf dessen Interaktion mit Lipidmembranen. Im Gegensatz zu Tau
bindet auch monomeres aSyn an neutrale Lipid-Vesikel, allerdings in Abh&angigkeit von deren
Oberflachenkonfiguration (Hogen et al. 2012). Analog zu Voruntersuchungen konnte eine
Monomer-Bindung nur fir DPPC-SUV gezeigt werden, nicht jedoch fir POPC-SUV. aSyn
verfugt nur Uber eine Phosphorylierungsstelle an Position Serl29. Um eine vollstandige
Phosphorylierung  zu  simulieren, wurde fir Experimente mit aSyn die
Pseudophosphorylierungs-Mutante aSyn129E verwendet, bei der das phosphorylierbare Serin
an Position 129 durch ein Glutamat ersetzt wird. Dieses imitiert die negative Ladung einer
Phosphorylierungsgruppe. Bei  aSyn  zeigte sich  bereits ein  Effekt der
(Pseudo)Phosphorylierung auf Monomer-Ebene dahingehend, dass monomeres aSyn129E
eine geringere Membranbindung aufwies als das Wildtyp-Protein (Nubling et al. 2014). Dieser
Effekt wurde noch deutlicher bei Betrachtung Fe3®*-induzierter Oligomere: Obwohl die
(Pseudo)Phosphorylierung des aSyn analog zu Protein Tau eine vermehrte Bildung Fe3*-
induzierter Oligomere zur Folge hatte, zeigten diese eine geringere Membranbindung als
Oligomere des Wildtyp-Proteins (Nubling et al. 2014). Dieser differenzierte Einfluss der
(Pseudo)Phosphorylierung in Abhéngigkeit des untersuchten Proteins ist in Abbildung 3
zusammengefasst.
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Abbildung 3 — Differentieller Einfluss der Protein-Phosphorylierung

Bei den Proteinen Tau und aSyn fuhrt die Phosphorylierung zu einer vermehrten Oligomer-Bildung
in Gegenwart dreiwertiger Metallionen. Wahrend Tau-Oligomere gegeniiber dem Wildtyp-Protein
auch eine erhdhte Membranaffinitdt aufweisen, bindet phosphoryliertes aSyn in monomerer wie
oligomerer Form weniger an neurtral geladene Membranen als das Wildtyp-Protein.

Insgesamt vertieften die laborexperimentellen Untersuchungen zur Rolle post-translationaler
Modifikationen das Verstandnis Uber die komplexe Interaktion aggregationsférdernder
Faktoren wie Metallionen, der Phosphorylierung sowie veranderter Membranbindungs-
Eigenschaften der Proteine Tau und aSyn. Die pathophysiologische Bedeutung bisheriger
Beschreibungen erhéhter Eisen-Konzentrationen in strategischen Hirnarealen bei PD und PSP
sowie des bei zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen beschriebenen oxidativen
Stresses, welcher wiederum die Konzentration dreiwertiger Metallionen erhéhen kann, wird
durch die hier beschriebene vermehrte Bildung hochgradig membranaffiner Oligomere
untermauert. In vivo Untersuchungen zur pathophysiologischen Bedeutung der hier
beschriebenen Effekte sowie deren pharmakologischer Beeinflussbarkeit erscheinen
lohnenswert.



3. ALZHEIMER-DEMENZ BEI DOWN-SYNDROM — EIN MODELL GENETISCH
DETERMINIERTER DEMENZERKRANKUNGEN

Eine besondere Herausforderung bei Kklinisch-pharmakologischen  Studien  fir
neurodegenerative Erkrankungen stellt die Wahl des Untersuchungszeitpunktes dar. Bis heute
gelang ein Wirknachweis im Rahmen randomisierter verblindeter Studien nur fir Substanzen,
die eine Verbesserung beispielsweise der Kognition oder der Motorik durch Modulation der
Neurotransmitter-Konzentration bewirken. Bekannte Beispiele hierfiir sind Levodopa bei PD
oder Cholinesterase-Hemmer bei der Alzheimer-Demenz (Salat et al. 2013, Birks et al. 2018).
Diese Therapeutika wurden an klinisch erkrankten Individuen erprobt und zeigten eine
Verbesserung der kognitiven oder motorischen Leistungsfahigkeit zumindest flr einige Zeit,
modifizieren den Krankheitsverlauf jedoch nicht im eigentlichen Sinne, da der Zelluntergang
ungehindert voranschreitet. Zahlreiche Versuche, mit vergleichbaren Studiendesigns an
bereits klinisch erkrankten Individuen verlaufsmodifizierende Therapien zu erproben verliefen
jedoch nicht erfolgreich (Doody et al. 2014, Tolosa et al. 2014, Levin et al. 2019). Das kollektive
Scheitern dieser Therapieansatze liegt dem aktuellen Kenntnisstand entsprechend am
ehesten darin begrindet, dass deren Anwendung zu einem Zeitpunkt, an dem bereits Kklinisch
gut quantifizierbare Defizite bestehen, vermutlich deutlich zu spat kommt. Dies trifft
insbesondere auf die Alzheimer-Krankheit zu, bei der am Beispiel der autosomal-dominant
vererbten Form (ADAD) gezeigt werden konnte, dass Ablagerungen von Ap und spéter auch
Tau-Protein bereits 20 bzw. 10 Jahre vor Beginn des klinischen Demenz-Syndroms
nachweisbar sind (Bateman et al. 2012). Erste Hinweise zur Bestéatigung dieser Hypothese
liefern Amyloid-gerichtete Therapeutika, die in der Frihphase der AD erprobt wurden
(Swanson et al. 2021). Ein ahnliches Bild zeichnet sich bei der DS-AD ab, da bei Menschen
mit Trisomie 21 zum Teil bereits nach dem 20. Lebensjahr Amyloid-Ablagerungen im Gehirn
nachgewiesen werden kdnnen, die Demenz jedoch i.d.R. nach dem 40. Lebensjahr einsetzt
(Davidson et al. 2018, Fortea et al. 2020). Dementsprechend besteht ein groRer Bedarf an
zuverlassigen und — angesichts der hohen Fallzahlen der neurodegenerativen Erkrankungen
— in der Breite der Bevdlkerung mdoglichst einfach, sicher und wiederholt anwendbaren
Biomarkern, die das Auftreten und den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen vorhersagen
konnen.

Aktuell liegt ein deutlicher Schwerpunkt der Biomarker-Forschung auf der ADAD, da bei dieser
Entitat der klinische Krankheitsbeginn relativ genau vorhergesagt werden kann und aufgrund
ahnlicher Pathomechanismen Ergebnisse aus solchen Studien mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf die sporadische AD Ubertragen werden konnen (Bateman et al. 2012). Allerdings ist die
ADAD insgesamt sehr selten, sodass die Zahl der in dieser Population erprobbaren, potenziell
verlaufsmodifizierenden Therapien erwartbar gering sein wird (Campion et al. 1999). Hier kann
der DS-AD eine besondere Bedeutung zukommen, da es sich hierbei ebenfalls um eine
genetisch determinierte Alzheimer-Krankheit handelt (Strydom, NUbling et al. 2018). So liegt
das Lebenszeit-Risiko fur die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz bei Menschen mit einem
Down-Syndrom bei bis zu 90% (McCarron et al. 2014). Trotz dieses erheblichen Risikos stand
diese Patientengruppe bislang kaum im Fokus wissenschaftlicher Aufmerksamkeit.
Dementsprechend erfolgt die symptomatische Therapie der DS-AD bislang kaum
evidenzbasiert, obwohl die Erkrankung aufgrund der kontinuierlich steigenden
Lebenserwartung der Menschen mit einem Down-Syndrom mittlerweile eine der haufigsten
Todesursachen darstellt (Coppus et al. 2008). GemalR der UN-Behindertenrechtskonvention,
die eine gleichwertige medizinische Versorgung (Artikel 25) sowie eine aktive Einbindung in
Forschung und Wissenschaft (Artikel 4, 32) flir Menschen mit einer Behinderung vorsieht, ist
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eine Verstarkung der wissenschaftlichen Bemuhungen in diesem Bereich sowohl notwendig
als auch ethisch geboten. Bei weltweit ca. 8,5 Millionen Betroffenen besitzt diese
Patientengruppe zudem ein grof3es Potenzial bei der Entwicklung neuer Therapien, wobei die
bislang entwickelten Biomarker der DS-AD zur Studienplanung unzureichend sind (Strydom,
Nubling et al. 2018). Ein Schwerpunkt des hier vorgestellten Habilitationsprojektes liegt daher
auf der Untersuchung potenzieller klinischer und laborchemischer Biomarker der DS-AD. Dies
erfolgte in der 2015 unter Leitung von Prof. Dr. Johannes Levin an der Neurologischen Klinik
gegrindeten Ambulanz fur Alzheimer-Demenz bei Menschen mit einem Down-Syndrom,
deren wissenschaftlicher Schwerpunkt die Begleitung einer longitudinalen Kohorte zur
Biomarker-Charakterisierung war und ist.

3.1. DIAGNOSEKRITERIEN UND -INSTRUMENTE

Die Etablierung valider Biomarker zur Diagnose und Verlaufsbeobachtung der DS-AD setzt
eine zuverlassige klinische Diagnostik voraus. Die Diagnosestellung der DS-AD stellt jedoch
in mehrerlei Hinsicht eine Herausforderung dar. So erschwert die hohe Varianz des Grades
der intellektuellen Beeintrachtigung bei Menschen mit einem Down-Syndrom die Etablierung
von Normalwerten fiir diagnostische Instrumente der Neuropsychologie, sodass fir die
Diagnosesicherung nur Verlaufsuntersuchungen in Frage kommen (Loosli, Nibling et al.
2021). Zudem ist die klinische Symptomatik der DS-AD variabler als die der sporadischen
Alzheimer-Demenz — so stehen bei den Betroffenen oft Veranderungen des Verhaltens wie
Ruckzugtendenz, verminderte Alltagskompetenz, aber auch aggressives Verhalten im
Vordergrund (Nubling G. 2022). Einschrdnkungen der Gedachtnisleistung sind zu diesem
Zeitpunkt zwar oft ebenfalls objektivierbar, stellen jedoch unserer Erfahrung nach in der Regel
nicht den Grund der Konsultation dar (Fonseca et al. 2020). Die mangelnde Spezifitdt der
Symptomatik bedingt auch ein weites Feld an abzuklarenden Differentialdiagnosen, von
endokrinologischen  Stérungen Uber psychiatrische Krankheitshilder bis hin zu
Einschrankungen des Sehens und Horens und auch chronische Schmerz-Syndrome (Nibling
G. 2022).

Vor diesem Hintergrund etablierten wir in unserer kognitiven Ambulanz fir Menschen mit
einem Down-Syndrom einen diagnostischen Algorithmus, der eine Diagnosestellung eines
Demenz-Syndroms und der leichten kognitiven Beeintrachtigung (mild cognitive impairment,
MCI) nach ICD-10 erlaubt und zusatzlich die ATN- Klassifikation berlcksichtigt. Durch die
breite Abklarung relevanter Differentialdiagnosen, die Berlicksichtigung laborchemischer und
bildgebender Befunde in der Diagnostik, sowie die systematische Erfassung der MCI gehen
wir davon aus, die insgesamt moderate Sensitivitat der ICD-10 Kriterien fir die DS-AD (70,3%)
verbessern zu kdnnen (Sheehan et al. 2015, Nibling G. 2022)).

Basierend auf diesem Diagnosemodell erfolgte in weiteren Arbeiten die Verfligbarmachung
validierter Diagnose- und Screeningwerkzeuge in Deutscher Sprache. Der Fokus lag hier
zunachst auf der Cambridge Examination for Mental Disorders of Older People with Down's
Syndrome and Others with Intellectual Disabilites (CAMDEX-DS), einem umfassenden
Werkzeug bestehend aus einem strukturierten Angehdrigen-Interview sowie einer
neuropsychologischen Testbatterie (Cambridge cognitive assessment, CAMCOG-DS). Diese
Testbatterie findet in internationalen klinischen Studien bereits breite Anwendung und wurde
auch in anderen Sprachen validiert (Holland 2009, Fonseca et al. 2019, Zeilinger et al. 2022).
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In einem mehrstufigen Ubersetzungsverfahren konnte eine kulturell adaptierte deutsche
Version der CAMDEX-DS erstellt und fir die Anwendung im deutschsprachigen Raum
verfugbar gemacht werden (Nubling et al. 2020). Eine deutschsprachige Validierungsstudie
an 44 Probanden ist mittlerweile abgeschlossen und zur Publikation eingereicht (Loosli S.V.,
(...), Nubling G., et al., submitted). Die deutschsprachige CAMDEX-DS ermd@glicht somit
erstmals einen Zugang zu internationalen Studien mit kognitiven Endpunkten fir
deutschsprachige Menschen mit einem Down-Syndrom.

Aktuell laufende Folgeprojekte fokussieren sich auf Werkzeuge zum Diagnose-Screening wie
den Early Detection Screen for Dementia (NTG-EDSD) und das Dementia Screening
Questionnaire for Individuals with Intellectual Disabilities (DSQIID). Diese Instrumente sollen
die Identifikation von Menschen mit einem Down-Syndrom und mdglicher Demenz auch ohne
aufwandige neuropsychologische Testung ermdglichen, um diese einer spezifischen
Diagnostik und Therapie zuzufthren.

3.2. BIOMARKER-ENTWICKLUNG

Im Hinblick auf zukinftige Amyloid-gerichtete Therapiestudien der Alzheimer-Krankheit liegt
ein Fokus aktueller Uberlegungen auf der Wahl des korrekten Behandlungszeitpunktes.
Analog zu Erkenntnissen bei der autosomal-dominant vererbten und der sporadischen
Alzheimer-Krankheit ist auch bei Menschen mit einem Down-Syndrom bekannt, dass Amyloid-
Ablagerungen bereits Jahrzehnte vor Symptombeginn der Demenz im Gehirn nachweisbar
sind (Davidson et al. 2018). Der maRlige bis fehlende Wirknachweis zahlreicher Amyloid-
gerichteter Therapiestudien wird zum Teil damit erklart, dass ein positiver Effekt aufgrund der
komplexen und langwierigen Amyloid-Kaskade durch die Entfernung des mutmaflich
ausldsenden Agens bei fortgeschrittenen Krankheitsstadien nicht mehr erzielt werden kann.
Dementsprechend werden gerade bei der ADAD aktuell Studienkonzepte angewandt, die den
Einschluss asymptomatischer Patient:innen in einem begrenzten Zeitraum vor erwartetem
Eintritt der Symptomatik vorsehen (Bateman et al. 2017). Aufgrund des variablen
intellektuellen Ausgangsniveaus und der im Vergleich zur ADAD schlechteren Mdglichkeit zur
individuellen Vorhersage des Erkrankungseintritts bedirfen vergleichbare Studien bei
Menschen mit einem Down-Syndrom praziserer Werkzeuge zur Vorhersage des
Erkrankungseintritts. Im Rahmen einer europdischen Initiative zur Identifikation von
Biomarkern der Alzheimer-Krankheit bei Down-Syndrom (Horizon 21) konnte unsere
Ambulanz einen wesentlichen Beitrag zur Charakterisierung der Neurofilament-Leichtkette
(NfL) im Plasma als diagnostisches und prognostisches Werkzeug leisten (Carmona-Iragui,
Nubling et al. 2021). So konnte gezeigt werden, dass die Plasma-NfL nicht nur bereits bei
Patient:innen mit beginnender DS-AD erhdht ist, sondern auch im Zeitverlauf pradiktiv fir eine
Verschlechterung der Kognition zu sein scheint (Abbildung 4 A). Ebenso stieg die NfL bei
Patient:innen, die sich kognitiv verschlechterten, im Zeitverlauf rascher an als bei Patient:innen
mit stabiler Kognition (Abbildung 4 B). Im Rahmen unserer fortlaufenden longitudinalen
Beobachtungsstudie werden weiterhin Bioproben sowie klinische und Bildgebungsdaten fur
weiterfihrende Analysen akquiriert.
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Die Erkenntnisse zur NfL passen sich ein in ein sich sehr dynamisch vervollstandigendes Bild
diagnostischer und prognostischer Biomarker der DS-AD. Es ist davon auszugehen, dass
zukunftig mit Hilfe multimodaler Biomarker die Abschatzung des erwartbaren Eintritts des
klinischen Demenz-Syndroms praziser gelingen wird. Grundsatzlich wéren hierbei solche
Biomarker zu bevorzugen, die mdglichst wenig invasiv bzw. ohne Strahlenbelastung zu
erheben sind. Eine Ubersicht iiber aktuell bekannte relevante Biomarker-Konstellationen ist in
Abbildung 5 zusammengefasst. Fur viele Biomarker fehlen jedoch weiterhin etablierte
Normwerte, sodass die Interpretation auf individueller Ebene aktuell noch schwierig ist.

Zusammenfassend gewinnt die Alzheimer-Krankheit bei Menschen mit einem Down-Syndrom
neben ihrer versorgungsmedizinischen Relevanz auch im Bereich der klinischen und
pharmakologischen Forschung zunehmend an Bedeutung. Wir hoffen, mit unseren
Untersuchungen einen Beitrag zur besseren Versorgung und aktiven Teilhabe dieser
Menschen an der klinischen Entwicklung leisten zu kdnnen
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Abbildung 5 — Biomarker im klinischen Verlauf der DS-AD
Biomarker der DS-AD werden in zeitlicher Abfolge auffallig und kénnen so zukiinftig neben der

eigentlichen Diagnosestellung auch zur Prognoseabschéatzung beziiglich des erwarteten klinischen
Erkrankungseintritts verwendet werden. Friihester Marker der Alzheimer-Pathologie ist demnach die
Bestimmung der agi-4211-40 Ratio im Liquor. Ebenfalls praklinisch auffallig sind phospho-Tau (pTau)
im Liquor, die Neurofilament-Leichtkette im Serum (NfL) sowie das Amyloid-PET. Friihe klinische
Veranderungen koénnen relativ zuverlassig objektiviert werden, zudem scheinen hierfirr eine Reihe
biochemischer und bildgebender Parameter relevant zu sein (MRS = Magnetresonanz-
Spektroskopie). (Fortea et al. 2018, Fortea et al. 2020, Carmona-lragui, Nibling et al.,
Aschenbrenner et al. 2021, Montal et al. 2021, Petersen et al. 2021); PET-Bildmaterial aus (Huang
et al. 2013)

4. KLINISCHE ASPEKTE DER PROGRESSIVEN SUPRANUKLEAREN BLICKPARESE

Bis zur Verfugbarkeit und breiten Anwendung verlaufsmodifizierender Therapien sind
weiterhin symptomatische Therapieanséatze sowie Aspekte der Patientenversorgung flr den
klinischen Alltag relevant. Eine besondere Herausforderung stellen hier die selteneren
Tauopathien wie die rasch progrediente Progressive Supranukleére Blickparese (PSP) dar, da
diese Erkrankungen durch eine vielgestaltige Symptomatik charakterisiert sind und gleichzeitig
keine qualitativ hochwertigen Daten zur Wirksamkeit symptomatischer Therapien existieren.
So finden Levodopa und Dopamin-Agonisten bei der PSP zwar Anwendung, ein Wirknachweis
wurde jedoch nie systematisch erbracht (Nieforth et al. 1993). Ebenso lasst das Fehlen von
Biomarkern, die eine sichere Bestimmung der zugrundeliegenden Pathologie ante mortem
erlauben offen, wie intensiv weitere seltene Differentialdiagnosen wie z.B. die Niemann-
Pick’'sche Erkrankung Typ C bei Patient:innen mit der klinischen Verdachtsdiagnose PSP
auszuschlieRen sind (Kumar et al. 2016).

Eine besondere Herausforderung stellt auch die interdisziplinare Betreuung der Patient:innen
nach Diagnosestellung dar. Wahrend supportive Therapiemalnahmen wie Logopadie oder
Physiotherapie mittlerweile regelhaft Anwendung finden, besteht weitgehend Unklarheit,
inwiefern z.B. auch psychotherapeutischer Betreuungsbedarf nach Mitteilung dieser schnell
verlaufenden neurodegenerativen Erkrankung herrscht. Auch Behandlungsmdoglichkeiten und
-bedarfe in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung sind bislang kaum erforscht.
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4.1. DIFFERENTIALDIAGNOSE DER PSP

Die 2017 veroffentlichten klinischen Diagnosekriterien der PSP ermdglichen eine syndromale
Klassifikation der Erkrankung und decken ein deutlich breiteres klinisches Spektrum ab als die
vorangegangenen PSP Kriterien von Litvan et al. (Litvan et al. 1996, Hoglinger et al. 2017).
Insbesondere der Verzicht auf das zuvor strikte Zeitkriterium mit Blickparese und/oder
Sturzereignissen binnen des ersten Jahres der Klinischen Symptomatik ermdglicht die
Erfassung klinischer Phanotypen tber das Richardson Syndrom hinaus. Nach wie vor ist die
Prazision der klinischen Diagnose jedoch eingeschrankt, und zusatzliche Befunde wie
Atrophiemuster im MRT (Kolibri-Zeichen) oder ein regionaler Hypometabolismus im FDG-PET
sind unterstitzend, aber ebenfalls von moderater Sensitivitéat (Mueller et al. 2018, Walker et
al. 2018). Hilfreich zur Differenzierung von nicht-Tauopathien wie der Multisystematrophie oder
der Parkinson-Krankheit kann ein Tau-PET sein, wobei diese Untersuchungsmodalitét nicht in
der Flache verfiigbar und bislang auch nicht hinreichend mit histopathologisch kontrollierten
Studien evaluiert ist (Brendel et al. 2020). Die Ambulanz fir atypische Bewegungsstorungen
war aufgrund des deutlichen PSP-Schwerpunktes an mehreren Studien zur
Differentialdiagnose der PSP beteiligt, die nachfolgend zusammengefasst sind.

Vor dem Hintergrund der diagnostischen Unsicherheit spielt die Identifikation potenziell
behandelbarer Differentialdiagnosen der PSP im klinischen Alltag eine groR3e Rolle. Wenig
etabliert ist hierbei der Ausschluss einer Niemann-Pick Erkrankung vom Typ C (NPC), die sich
phéanotypisch ebenfalls mit einer vertikalen Blickparese manifestieren kann. Zwar ist ein spates
Auftreten in der 6. Dekade fur die Erkrankung nicht typisch, wurde jedoch in Einzelféllen
beschrieben (Kumar et al. 2016). Um die Relevanz dieser Differentialdiagnose im klinischen
Versorgungsalltag zu untersuchen, erfolgte federfilhrend durch die Kollegen am Klinikum
Rechts der Isar in Minchen eine genetische Untersuchung der NPC1 und NPC2 Gene an
einem Kollektiv von Patient:innen mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, wozu
wir den Groldteil der PSP-Kohorte (n=94) beisteuerten. Bei keinem der untersuchten
Patient:innen konnte die Erkrankung nachgewiesen werden, sodass davon auszugehen ist,
dass der Niemann-Pick Erkrankung keine wesentliche Rolle in der klinischen
Differentialdiagnostik der PSP zukommt (Zech, Niubling et al. 2013).

Weiter waren wir an Untersuchungen beteiligt, die die Wertigkeit des F*®-Fluordesoxyglucose-
PET (FDG-PET) zur Identifikation von Tauopathien untersuchten. Hier konnte gezeigt werden,
dass das regionale Verteilungsmuster des FDG-Hypometabolismus einen hohen préadiktiven
Wert flir das Vorliegen einer 4-Repeat-Tauopathie hat (Beyer, Nibling et al. 2018). Eine
wesentliche Limitation dieser Untersuchung war jedoch, dass die Diagnosen PSP und CBD
nur klinisch nach etablierten diagnostischen Kriterien gestellt werden konnten, sodass eine
definitive histopathologische Korrelation nicht moglich war.

Darlber hinaus waren wir auch an einer Untersuchung zur differentialdiagnostischen
Wertigkeit der Ganganalyse bei PSP beteiligt. Hier wurden 38 Patient:innen mit PSP und 27
Patient:innen mit Normaldruck-Hydrocephalus hinsichtlich verschiedener Parameter der
Ganganalyse verglichen. Wesentlicher Erkenntnisgewinn dieser Untersuchung war, dass
Patient:innen mit einer PSP selbst im Frihstadium der Erkrankung (PSP rating scale 31,9 +
8,9, MMSE 27,3 + 3,1) eine starke Beeintrachtigung der Geschwindigkeit und Schrittlange bei
kognitivem Dual-Task aufwiesen. Diese starke Anfélligkeit des Gangbildes bei kognitiver
Ablenkung kann einen Beitrag zum Verstandnis der hohen Sturzanfalligkeit bei PSP-
Patient:innen leisten. In dieser Untersuchung gelang anhand dieser Befunde problemlos die

15



Differenzierung der PSP von Patient:innen, die an einem Normaldruck-Hydrocephalus litten;
ob auch eine Differenzierung zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen mdglich ist, sollte
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

4.2. PHARMAKOLOGISCHE UND SUPPORTIVE THERAPIE DER PSP

Bis heute existiert keine nachweisbar wirksame symptomatische oder verlaufsmodifizierende
Therapie der PSP. Die Anwendung dopaminerger Substanzen stitzt sich auf Fallberichte bzw.
Fallserien sowie die klinische Erfahrung, der zufolge Levodopa und andere dopaminerge
Substanzen zu einer mafigen und nur transienten Besserung motorischer Symptome der PSP
fihren kénnen (Nieforth et al. 1993). Um eine Datengrundlage fiir die Behandlung der PSP mit
dopaminergen Substanzen zu schaffen, fuhrten wir in der Ambulanz fir atypische Parkinson-
Syndrome die PROSPERA Studie durch. In dieser randomisierten, Placebo-kontrollierten
Studie wurde der Effekt von Rasagilin 1mg/Tag auf die Krankheitsprogression der PSP
untersucht. Die Studie wurde von Prof. Dr. Stefan Lorenzl als IIT initiiert und erhielt Sponsoring
durch die Firma TEVA Pharmaceuticals (Petah Tikva, Israel). Im Sinne des fir eine
monozentrische Studie ehrgeizigen Rekrutierungsziels von 120 Probanden konnten in der
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Abbildung 6 — PROSPERA-Studie

In der “intention to treat” (ITT) und “per protocol” (PP) Analyse ergab sich kein Effekt von Rasagilin
auf die klinische Krankheitsprogression der PSP gemessen mit der PSP rating scale (A.). Eine
deskriptive Analyse der Subskalen zeigte einen méglichen Effekt der Medikation auf die
Extremitatenmotorik (B.).

Ambulanz Uber einen Zeitraum von 22 Monaten 111 Patienten gescreent werden. Dennoch
verfehlte die Studie letztlich mit 44 Teilnehmer:innen ihr Rekrutierungsziel deutlich, nicht
zuletzt da in zunehmendem Mal3e Rasagilin bereits vorab von vorbehandelnden Kolleg:innen
verordnet worden war (Nuebling et al. 2016). Entsprechend der somit geringen Power zeigte
sich kein Effekt der Medikation auf den kombinierten primaren Endpunkt (Progression des PSP
rating scale und Notwendigkeit einer Erhéhung der Levodopa-Medikation; x2 (df = 2) = 1.40,
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p = 0.496; siehe Abbildung 6). Auch die sekundaren Endpunkte Kognition, Depression,
Posturographie und Mobilitat (Erhebung via Tagebuch) zeigten keinen signifikanten Effekt der
Studienmedikation. Deskriptiv war in der motorischen Subskala des PSP rating scale eine
Verbesserung der Extremitaten-Motorik erkennbar, wobei dies aufgrund des insgesamt
negativen Studienergebnisses nicht dezidiert statistisch untersucht wurde. Die Vertraglichkeit
der Medikation war insgesamt gut, lediglich Halluzinationen wurden in der Behandlungsgruppe
tendenziell haufiger beobachtet (1% vs 8%).

Wenngleich sich aus den vorhandenen Daten keine Behandlungsempfehlung ableiten lasst,
kann die Feststellung eines maoglichen Effekts auf die Extremitdten-Motorik selbst in der
geringen Fallzahl der PROSPERA-Studie zur praziseren Definition primarer Endpunkte in
zuklnftigen pharmakologischen Studien speziell mit dopaminerger Medikation bei PSP
dienen.

In Anbetracht der raschen Krankheitsprogression, der vielgestaltigen Symptomatik und dem
Fehlen verlaufsmodifizierender Behandlungsstrategien kommt der symptomatischen
Behandlung von PSP- Patientiinnen eine besondere Bedeutung zu. Relativ wenig
Aufmerksamkeit erfuhren bislang in diesem Zusammenhang palliativmedizinische Themen. In
Zusammenarbeit mit der Klinik fur Palliativmedizin analysierten wir Aufnahmegrinde von 35
PSP- Patient:innen auf die Palliativstation des Klinikums der Universitat Minchen. Hier zeigte
sich, dass Schluckstdérungen, Stirze/Immobilitdt, Schmerzen und eine depressive
Stimmungslage zu den haufigsten Aufnahmegriinden z&ahlten (Bukki, Nibling et al. 2016). Die
Mehrzahl der Patient:innen (75%) konnten nach der Behandlung wieder ins hausliche Umfeld
entlassen werden. Wenngleich bei ca. 2/3 der Patient:innen eine Stabilisierung des Zustandes
gelang, zeigten sich viele der zur Aufnahme filhrenden Symptome als therapieresistent. Dies
verdeutlicht den weiterhin hohen Bedarf an Untersuchungen zur Optimierung der
symptomatischen Therapie bei fortgeschrittener PSP.

Ein weiterer, bislang wenig beachteter Aspekt der PSP ist die Krankheitsverarbeitung. Im
Rahmen der klinischen Ambulanztatigkeit fiel uns ein hoher Anteil an Patient:innen auf, die
zumindest passive Suizidgedanken aulRerten (35%, 11/31 Patient:innen; unpublizierte Daten).
Eine hierdurch angeregte Untersuchung in Zusammenarbeit mit einer schweizerischen
Sterbehilfe-Organisation zeigte, dass Menschen mit atypischen Parkinson-Syndromen einen
relevanten Anteil der dort begleiteten assistierten Suizide ausmachten (3,6%) und ebenso
haufig vertreten waren wie Patient:innen, die an einer Parkinson-Krankheit litten (Nuebling et
al. 2021). Auffallend war, dass — im Gegensatz zur Parkinson-Krankheit — dass Gesuch zum
assistierten Suizid meist friih nach Diagnosestellung gestellt wurde; bei fast der Halfte der
Patient:innen erfolgte dies binnen des ersten Jahres. In einer Vielzahl von Fallen gaben die
Patient:innen eine relevante Beeintrachtigung durch potenziell behandelbare Symptome wie
z.B. Schmerzen (45,9% der Patient:innen) an. Diese Daten verdeutlichen, dass sowohl auf der
Ebene der symptomatischen Behandlung als auch hinsichtlich der psychosozialen Betreuung
von Menschen mit einer PSP noch erheblicher Verbesserungsbedarf besteht.

Insgesamt verdeutlichen die hier gewonnenen Erkenntnisse das Potenzial der
interdisziplindren Zusammenarbeit zwischen Neurologie und Palliativmedizin bei der
Versorgung von Patient:innen mit einer PSP. Wenngleich die PROSPERA-Studie nicht den
erhofften Wirknachweis einer symptomatischen dopaminergen Therapie erbringen konnte,
lieferte sie doch eine Datengrundlage zur besseren Planung und Endpunktbestimmung
zukunftiger klinisch-pharmakologischer Studien.
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Ungeachtet des enormen Wissenszuwachses speziell in den vergangenen zwei Jahrzehnten
stellen uns neurodegenerative Erkrankungen weiterhin in vielen Bereichen — von der
Pathophysiologie bis zur medizinischen Versorgungsstruktur — vor enorme
Herausforderungen. Wenngleich gerade die Pathophysiologie dieser Erkrankungen immer
préziser und umfassender charakterisiert wird, verdeutlicht das Fehlen verlaufsmodifizierender
Therapien fir Tauopathien und Synukleinopathien, dass das komplexe Zusammenspiel der
zahlreichen potenziell krankheitsrelevanten Einflussfaktoren weiterhin  unzureichend
verstanden ist.

Insbesondere der im Rahmen dieser Arbeit dargestellte differenzielle Effekt der
Phosphorylierung auf die Aggregationsneigung und Membranaffinitat der Proteine Tau und
aSyn kann hierzu einen Beitrag leisten. Die Beobachtung, dass durch Phosphorylierung und
limitierte Proteolyse die Aggregationsneigung in Gegenwart dreiwertiger Metallionen bei
beiden Proteinen deutlich gesteigert ist, schafft eine Verbindung zwischen friher Oligomer-
Bildung und dem vielfach mit Neurodegeneration in Zusammenhang gebrachten oxidativen
Stress. Der differentielle Effekt der Phosphorylierung auf die Membranbindung dieser
Oligomere mit erhéhter Membranaffinitat des Tau-Proteins und verminderter Affinitat fir aSyn
kann auf unterschiedliche toxische Wirkungen dieser Oligomere hinweisen. Insgesamt
unterstreichen diese Beobachtungen, dass Metallionen-induzierte Oligomere eine lohnende
Zielstruktur der experimentell-pharmakologischen Entwicklung darstellen.

Fur die klinische Versorgung von Menschen mit einer Progressiven Supranukledren
Blickparese leistet die Arbeit einen Beitrag zur Differentialdiagnostik und regt Verbesserungen
in der psychosozialen Versorgung von Menschen mit atypischen Parkinson-Syndromen an.
Die Mitwirkung an Projekten zur Evaluation von FDG-PET und Ganganalyse in der
Differentialdiagnose der PSP liefert weitere diagnostische Optionen im Kklinischen
Versorgungsalltag. Eine Verbesserung der pharmakologischen Therapie konnte mit der
PROSPERA-Studie zur Erprobung von Rasagilin bei PSP aufgrund des fehlenden
Wirknachweises zwar nicht erbracht werden; jedoch liefert die Studie wertvolle Daten zur
Planung zukinftiger pharmakologischer Studien, sowie erste Sicherheitsdaten zur
Anwendung dopaminerger Substanzen bei PSP. Die Beobachtung eines hohen Anteils
atypischer Parkinson-Syndrome bei assistierten Suiziden, und insbesondere die hier
festgestellte frihe Antragsstellung meist im ersten Jahr nach Diagnosestellung, mahnt eine
ausfuhrlichere Untersuchung psychosozialer Belastungsfaktoren bei atypischen Parkinson-
Syndromen im Umfeld der Diagnosestellung sowie eine aktive Exploration von Suizidalitét in
diesen Situationen an.

Ebenfalls auf eine Verbesserung der Patientenversorgung ausgerichtet sind die
Untersuchungen zur Alzheimer-Demenz bei Menschen mit einem Down-Syndrom. Die
Etablierung der ersten neurologisch gefiihrten Ambulanz speziell fir dieses Krankheitsbild
erforderte klinische Grundlagenarbeit wie die Etablierung eines zuverldssigen Diagnose-
Algorithmus fir die Alzheimer-Demenz bei Trisomie 21. Um Menschen mit einem Down-
Syndrom Zugang zu internationaler Forschungsentwicklung zu erméglichen, war zudem die
Verfigbarmachung international etablierter Skalen wie der CAMDEX-DS notwendig.
Aufbauend auf diese Vorarbeiten gelang ein erster wichtiger Beitrag zur Charakterisierung
diagnostischer und prognostischer Biomarker, speziell der Neurofilament-Leichtkette im
Blutplasma, im Rahmen einer internationalen Kollaboration.

Insgesamt leistet die hier vorgestellte Arbeit einen Beitrag zum Verstandnis
neurodegenerativer Erkrankungen, speziell der Tauopathien, sowohl auf der Ebene der
molekularen Pathophysiologie als auch hinsichtlich des Versorgungsbedarfs und -von
Therapieoptionen im klinischen Alltag.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Bedeutung

aSyn Alpha-Synuklein

AD Alzheimer-Krankheit (Alzheimer Disease)

ADAD Autosomal-dominant vererbte Alzheimer-Demenz

APP Amyloid-Precursor-Protein

CAMCOG-DS Cambridge Cognitive Assessment for Down’s Syndrome

CAMDEX-DS Cambridge Examination for Mental Disorders of Older People
with Down's Syndrome and Others with Intellectual Disabilities

CBD Kortikobasale Degeneration

CBS Kortikobasales Syndrom

DIAN-TU Trials Unit des Dominantly Inherited Alzheimer Network

DLK Demenz mit Lewy-K&rperchen

DPPC Dipalmitoyl-phosphatidylcholin

DS Down-Syndrom

DS-AD Alzheimer-Demenz bei Menschen mit einem Down-Syndrom

DSQIID Dementia Screening Questionnaire for Individuals with
Intellectual Disabilities

FCS Fluoreszenz-Korrelations-Speoktroskopie

FDG-PET F'8-Fluordesoxyglucose-PET

FTLD Frontotemporale Lobadrdegeneration

1h) Investigator-Initiated Trial

ITT Intention to treat Analyse

MCI Leichte kognitive Stérung (mild cognitive impairment)

MMP Matrix-Metalloproteinase

MMSE Mini Mental State Examination

MRS Magnetresonanz-Spektroskopie

MSA Multisystematrophie

NfL Neurofilament Leichtkette

NTG-EDSD Early Detection Screen for Dementia

PD Parkinson-Krankheit (Parkinson’s Disease)

PET Positronen-Emissions-Tomographie

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-Phosphatidylcholin

POPS 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phospho-L-Serin

PP Per protocol Analyse

PROSPERA PROgressive Supranuclear Palsy and Efficacy of Rasagiline

PSP Progressive Supranukledre Blickparese

pTau (hyper)phosporyliertes Tau-Protein

SIFT Scanning for intensely fluorescent targets

SUV Small unilamellar vesicle

29



9. VERSICHERUNG AN EIDES STATT

Hiermit versichere ich, dass ich die schriftliche Habilitationsleistung selbststandig verfasst
habe und das verwendete und zitierte Material ordnungsgeman kenntlich gemacht worden ist.
Ich erklare weiterhin, dass ich nicht schon einmal ein Habilitationsverfahren im gleichen Fach
ohne Erfolg beendet habe, mir kein akademischer Grad entzogen worden ist und auch kein
Verfahren gegen mich anhangig ist, welches die Entziehung eines akademischen Grades zur

Folge haben kdnnte.

Minchen, den 11.04.2022

Dr. med. Georg Sebastian Otto Nibling

30



	Kumulative Habilitationsschrift
	zur Erlangung der Venia Legendi im Fach
	Neurologie
	Vorgelegt von
	Dr. med. Georg Sebastian otto Nübling
	2023
	InhaltsverzeichniS
	1. Einleitung
	Mit der steigenden Lebenserwartung der Allgemeinbevölkerung wachsen auch die Herausforderungen in der medizinischen und pflegerischen Versorgung von Patient:innen mit neurodegenerativen Erkrankungen. Bereits vor zehn Jahren beliefen sich die Kosten fü...
	Ziel des hier vorgestellten Habilitationsprojekts ist daher eine Vertiefung des bestehenden Wissens zu molekularen Pathomechanismen neurodegenerativer Erkrankungen mit Fokus auf Tauopathien, sowie die Untersuchung klinischer Aspekte mit Schwerpunkt au...

	2. molekulare Mechanismen der Proteinaggregation und -toxizität
	2.1.  limitierte proteolyse des Tau-proteins
	Mit einer Länge von bis zu 441 Aminosäuren bietet das Tau-Protein zahlreiche potenzielle Angriffspunkte für Proteinasen. Eine limitierte Proteolyse insbesondere am N-Terminus konnte in histopathologischen Untersuchungen für die Alzheimer-Krankheit bel...
	So konnten histopathologische Untersuchungen erhöhte Konzentrationen des lysosomalen Enzyms Cathepsin S in Neuronen von Patient:innen mit sporadischer AD sowie bei älteren Menschen mit einem Down-Syndrom nachweisen (Lemere et al. 1995). Ein Einfluss d...
	Im extrazellulären Raum wurden vor allem Matrix-Metalloproteinasen (MMP) mit Tauopathien in Verbindung gebracht. Diese Enzymfamilie beschreibt strukturell ähnliche, Zink-abhängige Endopeptidasen, die vorwiegend Proteine der extrazellulären Matrix degr...
	Mit Hilfe der konfokalen Einzelmolekülspektroskopie konnten wir zeigen, dass sowohl Cathepsin S als auch MMP-9 durch limitierte Proteolyse die Aggregationsneigung des Tau-Proteins fördern (siehe Abbildung 2) (Nubling et al. 2012, Nubling et al. 2017)....

	2.2 phosphorylierung und Membranaffinität
	Insgesamt vertieften die laborexperimentellen Untersuchungen zur Rolle post-translationaler Modifikationen das Verständnis über die komplexe Interaktion aggregationsfördernder Faktoren wie Metallionen, der Phosphorylierung sowie veränderter Membranbin...


	3. Alzheimer-demenz bei Down-Syndrom – ein Modell genetisch Determinierter demenzerkrankungen
	Eine besondere Herausforderung bei klinisch-pharmakologischen Studien für neurodegenerative Erkrankungen stellt die Wahl des Untersuchungszeitpunktes dar. Bis heute gelang ein Wirknachweis im Rahmen randomisierter verblindeter Studien nur für Substanz...
	Aktuell liegt ein deutlicher Schwerpunkt der Biomarker-Forschung auf der ADAD, da bei dieser Entität der klinische Krankheitsbeginn relativ genau vorhergesagt werden kann und aufgrund ähnlicher Pathomechanismen Ergebnisse aus solchen Studien mit hoher...
	3.1. Diagnosekriterien und -instrumente
	Die Etablierung valider Biomarker zur Diagnose und Verlaufsbeobachtung der DS-AD setzt eine zuverlässige klinische Diagnostik voraus. Die Diagnosestellung der DS-AD stellt jedoch in mehrerlei Hinsicht eine Herausforderung dar. So erschwert die hohe Va...
	Vor diesem Hintergrund etablierten wir in unserer kognitiven Ambulanz für Menschen mit einem Down-Syndrom einen diagnostischen Algorithmus, der eine Diagnosestellung eines Demenz-Syndroms und der leichten kognitiven Beeinträchtigung (mild cognitive im...
	Basierend auf diesem Diagnosemodell erfolgte in weiteren Arbeiten die Verfügbarmachung validierter Diagnose- und Screeningwerkzeuge in Deutscher Sprache. Der Fokus lag hier zunächst auf der Cambridge Examination for Mental Disorders of Older People wi...
	In einem mehrstufigen Übersetzungsverfahren konnte eine kulturell adaptierte deutsche Version der CAMDEX-DS erstellt und für die Anwendung im deutschsprachigen Raum verfügbar gemacht werden (Nubling et al. 2020). Eine deutschsprachige Validierungsstud...
	Aktuell laufende Folgeprojekte fokussieren sich auf Werkzeuge zum Diagnose-Screening wie den Early Detection Screen for Dementia (NTG-EDSD) und das Dementia Screening Questionnaire for Individuals with Intellectual Disabilities (DSQIID). Diese Instrum...

	3.2. Biomarker-Entwicklung
	Im Hinblick auf zukünftige Amyloid-gerichtete Therapiestudien der Alzheimer-Krankheit liegt ein Fokus aktueller Überlegungen auf der Wahl des korrekten Behandlungszeitpunktes. Analog zu Erkenntnissen bei der autosomal-dominant vererbten und der sporad...
	Zusammenfassend gewinnt die Alzheimer-Krankheit bei Menschen mit einem Down-Syndrom neben ihrer versorgungsmedizinischen Relevanz auch im Bereich der klinischen und pharmakologischen Forschung zunehmend an Bedeutung. Wir hoffen, mit unseren Untersuchu...


	4. Klinische Aspekte der progressiven supranukleären Blickparese
	Bis zur Verfügbarkeit und breiten Anwendung verlaufsmodifizierender Therapien sind weiterhin symptomatische Therapieansätze sowie Aspekte der Patientenversorgung für den klinischen Alltag relevant. Eine besondere Herausforderung stellen hier die selte...
	Eine besondere Herausforderung stellt auch die interdisziplinäre Betreuung der Patient:innen nach Diagnosestellung dar. Während supportive Therapiemaßnahmen wie Logopädie oder Physiotherapie mittlerweile regelhaft Anwendung finden, besteht weitgehend ...
	4.1. Differentialdiagnose der PSP
	Die 2017 veröffentlichten klinischen Diagnosekriterien der PSP ermöglichen eine syndromale Klassifikation der Erkrankung und decken ein deutlich breiteres klinisches Spektrum ab als die vorangegangenen PSP Kriterien von Litvan et al. (Litvan et al. 19...
	Vor dem Hintergrund der diagnostischen Unsicherheit spielt die Identifikation potenziell behandelbarer Differentialdiagnosen der PSP im klinischen Alltag eine große Rolle. Wenig etabliert ist hierbei der Ausschluss einer Niemann-Pick Erkrankung vom Ty...
	Weiter waren wir an Untersuchungen beteiligt, die die Wertigkeit des F18-Fluordesoxyglucose-PET (FDG-PET) zur Identifikation von Tauopathien untersuchten. Hier konnte gezeigt werden, dass das regionale Verteilungsmuster des FDG-Hypometabolismus einen ...
	Darüber hinaus waren wir auch an einer Untersuchung zur differentialdiagnostischen Wertigkeit der Ganganalyse bei PSP beteiligt. Hier wurden 38 Patient:innen mit PSP und 27 Patient:innen mit Normaldruck-Hydrocephalus hinsichtlich verschiedener Paramet...

	4.2. pharmakologische und supportive Therapie der PSP

	5. Zusammenfassung
	6. Literatur
	7. Danksagung
	8. Abkürzungsverzeichnis
	9. Versicherung an Eides statt

