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Allgemeiner Teil:

Einleitung

1. Parkinson-Syndrom

1.1. Klassifikation, Epidemiologie und Historie

1.1.1. Klassifikation

Das Parkinson-Syndrom wird unterteilt in das Primare Parkinson-Syndrom, das
symptomatische Parkinson-Syndrom und das Parkinson-Syndrom im Rahmen
anderer neurodegenerativer Erkrankungen. Zum Primaren Parkinson-Syndrom
gehort das Idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS). Die Bezeichnungen Morbus
Parkinson und Parkinson’sche Erkrankung werden fir das IPS synonym
verwendet. Aullerdem umfasst das Primare Parkinson-Syndrom eine
wachsende Zahl monogenetischer Parkinson-Syndrome. Die Begriffe
hereditdres und monogenetisches Parkinson-Syndrom werden in dieser Arbeit
synonym verwendet, was nicht immer einheitlich gehandhabt wird. Zur Zeit sind
13 monogenetische Parkinson-Syndrome bekannt (bezeichnet als PARK1 bis
PARK13, bei denen also jeweils Mutationen in (nun so bezeichneten)
.Parkinson-Genen* vorliegen (vgl. ,Online Inheritance in Men* (OMIM)-
Datenbank, dort # 168600).

Parkinson-Syndrome koénnen auch im Rahmen anderer neurodegenerativer
Erkrankungen auftreten, z.B. der Multisystematrophie oder der progressiven
supranuklearen Blickparese; sie werden aufgrund ihrer besonderen klinischen
Symptomatik auch atypische Parkinson-Syndrome genannt.

Symptomatische Parkinson-Syndrome (Synonym: sekundéares Parkinson-
Syndrom) sind solche mit bekannter (nicht genetischer) Atiologie, fiir die es eine
Vielzahl von Ursachen gibt, u.a. infektiose (postenzephalitische) (z.B. bei
Encephalitis  lethargica oder der AIDS-Enzephalopathie), toxisch-
medikamentése (z.B. durch Neuroleptika, Mangan oder MPTP) oder

metabolische Ursachen (z.B. im Rahmen des Morbus Wilson).



Diese drei Kategorien des Parkinson-Syndroms (Priméres Parkinson-Syndrom,
symptomatisches Parkinson-Syndrom und Parkinson-Syndrom im Rahmen
anderer neurodegenerativer Erkrankungen) mussen voneinander unterschieden

werden

1.1.2. Epidemiologie und Historie

Das Primare Parkinson-Syndrom macht ca. 80 % aller Parkinson-Syndrome
aus (Dauer and Przedborski 2003). Die Pravalenz des Primaren Parkinson-
Syndroms liegt bei 120-170 pro 100.000 Personen. Die groRe Mehrzahl davon
gehort zum IPS, nur etwa 5 % sind hereditare Parkinson-Syndrome (Gasser
2005). Die Pravalenz steigt kontinuierlich mit dem Alter: 2 % aller Uber 65-
jahrigen leiden an IPS, womit es die zweithdufigste neurodegenerative
Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer ist. Die Erstdiagnose wird
durchschnittlich mit dem 55. Lebensjahr gestellt; gemaf der Klassifikation in der
angloamerikanischen Literatur wird dabei ,late onset* und ,early onset*
(Manifestation nach bzw. vor dem 55. Lebensjahr) unterschieden. Manner sind
etwas haufiger von IPS betroffen als Frauen (Verhdltnis ca. 1,7:1) (Van Den
Eeden, Tanner et al. 2003).

Im Jahr 1817 beschrieb der englische Landarzt James Parkinson in seiner
Monographie ,Essay on a Shaking Palsy“ Félle von sechs Patienten, die noch
nach heutigem Kklinischen Verstandnis leicht dem Parkinson-Syndrom

zuzuordnen sind (vgl. Nachdruck des Originalartikels (Parkinson 2002)).

1.2. Klinische Merkmale und therapeutische Optionen
Das Parkinson-Syndrom bewirkt eine Beeintrachtigung der (Willkir-)Motorik
aufgrund einer Stérung des extrapyramidal-motorischen Systems und &auf3ert
sich in seinen vier Kardinalsymptomen, Hypokinese/ Akinese, Rigor,
Ruhetremor und posturale Instabilitdt. Je nach Auspragung der Symptome
unterscheidet man den Tremordominanz-Typ, den akinetisch-rigiden Typ und
den Agquivalenz-Typ. Hinzu kénnen vegetative und psychische Symptome
kommen. Sie sind bei den verschiedenen Parkinson-Syndromen unterschiedlich

ausgepragt oder kommen in typischer Kombination vor. Typische vegetative



Symptome sind Hypersalivation, Seborrhoe, Obstipation und Dranginkontinenz.
Depressive und demenzielle Syndrome sind typische psychische Befunde.

Das Parkinson-Syndrom ist eine chronisch-progredient verlaufende Erkrankung,
deren klinisches Fortschreiten aber stark verzégert werden kann. Maf3geblicher
Bestandtelil ist dabei die medikamenttse Therapie, neben anderen erfolgreich
eingesetzten  Therapieoptionen, etwa  neurochirurgischen  Verfahren.
Leitgedanke der medikamentésen Therapie ist die Substitution des durch den
Untergang dopaminerger nigrostriataler Neurone verursachten
Dopaminmangels. Dies geschieht durch die Gabe des Dopamin-Vorlaufer-
Molektls Levodopa (L-Dopa) oder von Dopaminagonisten. Aul3erdem werden
Substanzen eingesetzt, die den endogenen Dopamin-Abbau verzégern (z.B.
Mao B- Inhibitoren oder COMT-Inhibitoren). Durch den Einsatz dieser
Medikamente kann die Lebensqualitdt der Patienten drastisch verbessert
werden. Sie wirken aber nur symptomatisch. Moglichkeiten, den Verlust
dopaminerger Neurone zu verhindern oder zu verlangsamen, gibt es bisher

nicht.
1.3. Atiologie des Parkinson-Syndroms

1.3.1. Parkinson-Syndrome mit bekannter Atiologie
Es gibt Formen des Parkinson-Syndroms, bei denen die Atiologie (aber
keineswegs die exakte Pathogenese) bekannt ist. So haben etwa 5 % aller
Patienten mit Primdrem Parkinsonsyndrom ein monogenetisch bedingtes
Parkinson-Syndrom, bei diesen Patienten ist also ein Defekt in einem der
innerhalb der letzten Jahre entdeckten ,Parkinson-Gene* bekannt. Diese Gene
wurden durch Kopplungs- und Assoziationsstudien entdeckt. Die Funktion der
jeweiligen Gene bzw. Proteine ist Gegenstand intensiver Forschung, aber noch
nicht vollstandig geklart (s.u.). Beim symptomatischen Parkinson-Syndrom ist

die Ursache definitionsgemal3 bekannt.



1.3.2. Atiologie des IPS
Die Atiologie des IPS ist noch nicht komplett verstanden. Man geht heute von
einem multifaktoriellen Geschehen aus, also einer Kombination von genetischer

Pradisposition und Umweltfaktoren. (Tanner and Aston 2000).

Genetische Faktoren

Fur eine genetische Pradisposition sprechen die Erkenntnisse Uber die
hereditdren Parkinson-Syndrome, welche in den letzten Jahren gewonnen
wurden. So kann angenommen werden, dass die intrazellularen Pfade, in
welchen die Proteine der mutierten Gene eine Rolle spielen, auch bei der
Entstehung des IPS von Bedeutung sind. Hierflr spricht eine Vielzahl von
Beobachtungen, von denen an dieser Stelle nur einige als Beispiel genannt
werden (weitere Ausfiihrungen hierzu finden sich im Folgenden unter 1.4.):

- a-Synuclein (PARK1) kommt in den Lewy-Kdrperchen vor, die obligater
Bestandteil des IPS sind (Crowther, Daniel et al. 2000).

- Das Gen bzw. Protein Parkin, das im Falle einer Mutation ein autosomal-
rezessives Parkinson-Syndrom hervorruft (PARK2), hat eine Funktion im
Ubigitin-Proteasom-System (Shimura, Hattori et al. 2000), welches fur
die Degradation alter Proteine zustandig ist. Es ist bekannt, dass dieses
System bei IPS-Patienten defizitar ist.

- Die Parkinson-Gene PINK1 (PARK6) und DJ1 (PARKY7) sind
mitochondriale Proteine (Palacino, Sagi et al. 2004) (Canet-Aviles,
Wilson et al. 2004), was mit der Erkenntnis Ubereinstimmt, dass die
Mitochondrien-Funktion (Atmungskette) bei IPS-Patienten gestort ist.

Umweltfaktoren

Die Annahme, dass exogene und konstitutive Faktoren bei der Entstehung des
IPS eine Rolle spielen, stitzt sich v.a. auf epidemiologische Daten. Es wird eine
Vielzahl von Umweltfaktoren diskutiert, wobei die Exposition gegeniber
bestimmten Pestiziden und Nikotinkonsum als wesentliche Faktoren angesehen
werden (vgl. als Ubersicht (Litvan, Halliday et al. 2007)).

Unter den verschiedenen Pestiziden, die als Risikofaktoren fur die IPS-
Entstehung diskutiert werden, ist Rotenon als Komplex [- Inhibitor der

mitochondrialen Atmungskette von besonderer Bedeutung (Lapointe, St-Hilaire
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et al. 2004), weil der sog. oxidative Stress im Rahmen der Pathogenese des
IPS intensiv diskutiert wird (s.u.).

Alle bisher durchgefiihrten Studien haben gezeigt, dass Nikotinkonsum (dies gilt
im eingeschrankteren Male auch fir Alkohol- und Kaffeekonsum) ein
protektiver Faktor fur das Auftreten des IPS ist (Hernan, Takkouche et al. 2002).
Dabei ist aber zu berlcksichtigen, dass Dopamin eine wichtige Rolle in
zerebralen Suchtzentren spielt, so dass das Ursache-Wirkungsprinzip bei
Nikotinkonsum als protektivem Faktor zumindest fraglich ist.

Weshalb das IPS etwas haufiger bei Mannern als bei Frauen auftritt, ist nicht
vollstandig geklart. Dafur verantwortlich kbnnen genetische Ursachen sein. Es
wird aber auch vermutet, dass Ostrogen eine Rolle spielt, was durch die
Erkenntnis gestitzt wird, dass Frauen mit friher Menopause oder Zustand nach
Ovarektomie ein erhohtes Risiko haben (Kompoliti, Comella et al. 2000). Wie
schon aus der Altersverteilung des IPS hervorgeht, muss stets im Auge
behalten werden, dass das zunehmende Lebensalter der maRgebliche
Risikofaktor fur die Entstehung der Erkrankung ist (Van Den Eeden, Tanner et
al. 2003).

Es bleibt festzuhalten, dass bei den aufgefuhrten Umweltfaktoren nicht davon
ausgegangen werden kann, dass sie alle dem gleichen pathophysiologischen
Wirkprinzip unterliegen (Litvan, Chesselet et al. 2007; Litvan, Halliday et al.
2007).

1.4. Pathologie und Pathogenese des Parkinson-Syndr  oms

1.4.1. Pathologie
Auf neuropathologischer Ebene wird fir die Diagnose des IPS verlangt, dass im
ventrolateralen Teil der Substantia nigra pars compacta (Snpc), einem
Neuronengebiet im Mittelhirn, eine fortschreitende Depigmentierung und ein
Verlust dopaminerger Neurone mit dem Auftreten von Lewy-Kdrperchen
vorliegt. Lewy-Kdrperchen sind intrazytoplasmatische  Zelleinschlisse
(Proteinaggregate), die hauptsachlich das Protein a-Synuclein, aber noch tber
30 andere Proteine enthalten (Zhang and Goodlett 2004). Sie wurden erstmalig

von Friedrich Lewy im Jahr 1912 beschrieben. Fir die post mortem- Diagnose



des IPS ist ihr Vorkommen weiterhin obligat, jedoch ist ihre Rolle im Rahmen
der Pathogenese nicht vollstandig geklart (s.u.) und in den letzten Jahren strittig
geworden. So wurden mehrere hereditéare Parkinson-Syndrome entdeckt (u.a.
PARK2 und PARKS8), bei denen Lewy-Korperchen nicht oder nur variabel
vorkommen, die klinisch aber dem IPS entsprechen (Gasser 2007).

1.4.2. Pathogenese
Hinsichtlich der Pathogenese des Parkinson-Syndroms haben sich zwei

wesentliche Hypothesen etabliert.

Stoérung des Ubiquitin-Proteasom-Systems

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist fur die Degradation von Proteinen
zustandig. Die Lewy-Korperchen werden nach dieser Hypothese als ein
histologisches Korrelat einer Stérung dieses Systems verstanden.

Wie oben dargestellt wird diese Hypothese durch die Erkenntnis gestitzt, dass
insbesondere das ,Parkinson-Gen* Parkin eine Rolle im Ubiquitin-Proteasom-
System spielt. Inwieweit aber diese pathologische Protein-Aggregation
verantwortlich fur den Untergang der dopaminergen Neurone ist, ist nicht
restlos geklart (Ubersicht dazu (Dauer and Przedborski 2003)). So kommen
Lewy-Kdrperchen beim IPS-Patienten nicht nur in der Substantia nigra, sondern
auch in anderen Hirnarealen ohne ausgepragten Zellverlust vor, z.T. auch bei

gesunden Kontrollpersonen (Parkkinen, Kauppinen et al. 2005).

,Oxidativer Stress"

Als zweite wesentliche Hypothese wird seit tGber 30 Jahren diskutiert, ob
.oxidativer Stress“ als Folge einer Dysfunktion der mitochondrialen
Atmungskette mal3geblicher Parameter der Pathogenese des Parkinson-
Syndroms ist (Calne 1992). Von einigen der oben aufgefiihrten Umweltfaktoren
ist bekannt, dass sie die Atmungskette schadigen. Als Folge der
mitochondrialen Dysfunktion kommt es zu einer Akkumulation von reaktiven,
zytotoxischen Sauerstoff-Spezies (die gebrauchliche englische Abkilrzung ist
ROS). Dazu passt, dass Dopamin und seine Metabolite selbst ROS generieren
(,Dopamin als endogenes Toxin“) (Graham 1978). Bei neuropathologischen

Untersuchungen von IPS-Patienten post mortem konnten Nachweise fur
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,oxidativen Stress” gefunden werden (Dexter, Carter et al. 1989). Die These des
~oXidativen Stress" wird untermauert durch die Entdeckung der Parkinson-Gene
PINK1 (PARK6) und DJ1 (PARK7), die als mitochondriale Proteine im Falle
einer mutationsbedingten Funktionsstérung eine erhdhte Empfanglichkeit far
~oXxidativen Stress” darstellen kdnnten.

Auch wenn in einer Vielzahl von Tierversuchen bzw. —modellen bestatigt
werden konnte, dass ,oxidativer Stress" unter bestimmten Umstanden zu
nigrostriataler Degeneration fihrt, bleibt die Hypothese kontrovers. Zum einen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die post mortem festgestellten
Zeichen des ,oxidativen Stress“ nicht Ursache, sondern Folge von z.B.
Zelluntergang sind (Di Monte, Chan et al. 1992). Zum anderen war bisher noch
kein therapeutischer Ansatz mit Antioxidanzien erfolgreich (The Parkinson Study
Group, (1993)).

2. Modelle des Parkinson-Syndroms

Fur die Weiterentwicklung der symptomatischen Therapie bzw. die Entwicklung
kausal wirkender Medikamente ist es unabdingbar, die Atiopathogenese des
Parkinson-Syndroms, insb. des Primaren Parkinson-Syndroms, zu verstehen.

Zum Verstandnis der Atiopathogenese sind Modelle der Erkrankung wichtig.
2.1. Anforderungen an Parkinson-Modelle

2.1.1. Allgemeine und spezifische Anforderungen

Modelle einer Erkrankung zeichnen sich dadurch aus, dass sie den Phanotyp
einer Erkrankung mdéglichst gut reproduzieren. Je nach Art der Modelle ist der
Phanotyp auf Klinischer Ebene, also durch die Reproduktion der
Krankheitssymptome, oder auf zellularer Ebene, also durch Reproduktion der
morphologischen Besonderheiten der Krankheit, zu finden. Hinzu kommen
weitere Anforderungen, insb. praktische wie Kosten und Verflugbarkeit der
Modelle. Daraus ergeben sich folgende Anforderungen an ein Parkinson-
Modell:

Klinisch sollten sie die klassischen Parkinson-Symptome, also die

extrapyramidal-motorischen Stdrungen, zeigen. Morphologisch sollten sich der
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fortschreitende  Verlust dopaminerger Neurone und Lewy-Kdrperchen
nachweisen lassen (Shimohama, Sawada et al. 2003). Idealerweise sollte die
Auspragung des Phanotyps auf den verschiedenen Ebenen dabei

altersabhangig sein.

2.1.2. Arten von Parkinson-Modellen
Allgemein sind zwei Arten von Parkinson-Modellen (und anderen Krankheits-
Modellen) zu unterscheiden: Werden lebende Organismen auf geeignete Weise
behandelt, um dann als Modell zu dienen, spricht man von ,in vivo“-Modellen.
Von ,in vitro“-Modellen (= zellulare Modelle) spricht man bei der Verwendung
von (,permanenten®) Zellkulturen aus Zelllinien unterschiedlicher Herkunft.
Werden die Zellen fur die Kultivierung ,im Reagenzglas” dabei direkt aus einem
geeignetem Organismus entnommen, spricht man auch von ,ex-vivo“-Modellen.
Bei den Parkinson-Modellen ist aul3erdem die Unterscheidung nach der Art
ihrer Herstellung von Bedeutung: Sowohl ,in vivo“- als auch ,in vitro“-Modelle
des Parkinson-Syndroms lassen sich in Neurotoxin-Modelle oder Gen-basierte
Modelle unterteilen. In der vorgelegten Arbeit wurde als Haupteinteilung die

Unterscheidung ,in vivo®- und ,in vitro“-Modelle gewahlt.
2.2. ,In vivo”-Modelle

2.2.1. Neurotoxin-Modelle
Verwendete Organismen sind Primaten (Affen) und Nager (Mause, Ratten).
Das Prinzip dieser Modelle ist die Reproduktion des Phanotyps durch die
Injektion bestimmter Neurotoxine in geeignete Organismen mit einem maoglichst
selektivem Verlust dopaminerger Neurone in der Snpc. Im Rahmen der

vorgelegten Arbeit werden zwei wesentliche Modelle exemplarisch vorgestellit.

MPTP-Modell
Man kann das auf MPTP-Applikation (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin) beruhende Modell als Prototyp bezeichnen.
MPTP kommt als Nebenprodukt bei der synthetischen Herstellung von Heroin
vor. Die neurotoxische Wirkung wurde in den achtziger Jahren entdeckt, als

eine Gruppe Drogenabhangiger mit MPTP verunreinigtes Heroin konsumierte
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und ihre Mitglieder akut ein ausgepragtes, irreversibles Parkinson-Syndrom
entwickelten (Langston, Ballard et al. 1983). Dieses (symptomatische)
Parkinson-Syndrom ist klinisch nicht vom IPS zu unterscheiden und spricht
genauso auf eine dopaminerge Therapie an. MPTP ist ein lipophiles Molekdl,
das die Blut-Hirnschranke passieren kann. Sein Metabolit MPP+ inhibiert den
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette (Nicklas, Vyas et al. 1985) mit
dem konsekutiven Anfallen von ROS (siehe als Ubersicht zur MPTP-Wirkung
(Dauer and Przedborski 2003)). Es kommt also durch die Applikation von MPTP
ins periphere Blut zu einem selektiven Untergang dopaminerger Neurone,
allerdings sowohl in der Substantia nigra als auch im benachbarten Bereich des
ventralen Tegmentum mesencephali (Chesselet 2005). Auf histologischer
Ebene finden sich zudem intrazytoplasmatische, a-Synuclein-haltige
Zelleinschlisse; jedoch fehlen die fir das IPS typischen Lewy-Korperchen (bzw.
Lewy-Kdrperchen-ahnliche Zelleinschlisse wie beim Rotenon-Modell, s.u.)
(Forno, DeLanney et al. 1993).

MPTP wirkt gut bei Primaten (Affen), und das MPTP-Affen-Modell ist das
einzige weitlaufig genutzte Primatenmodell einer neurodegenerativen
Erkrankung tUberhaupt. Es wurde zur Entwicklung symptomatischer Therapien
sinnvoll eingesetzt (Bingaman and Bakay 2000), insbesondere auch zur
Etablierung der ,tiefen Hirnstimulation* (Bergman, Wichmann et al. 1990).
MPTP wirkt nur mit inkonsistenten Ergebnissen bei Mausen, nicht bei Ratten.
Auch mit verschiedenen Wirbellosen konnten MPTP-Modelle etabliert werden
(Shimohama, Sawada et al. 2003).

Die Vorteile des Modells sind die sehr gute Reproduktion des humanen
klinischen Phéanotyps bei Primaten. Aufgrund der fatalen unbeabsichtigten
Injektion von MPTP als Heroin-Nebenprodukt wei3 man um die Wirksamkeit
auch beim Menschen. Durch die Applikation von MPTP kommt es— im
Gegensatz zum Geschehen beim IPS- zur akuten Ausbildung eines Parkinson-
Syndroms. Bei Experimenten mit kontinuierlicher Applikation konnte bei
Primaten, mit inkonsistenten Ergebnissen, die langsame Entwicklung eines

Parkinson-Syndroms beobachten werden (Jenner 2003).
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Rotenon-Modell

Rotenon ist (wie MPTP) ein Inhibitor des mitochondrialen Komplex I. Es kann
peripher appliziert werden und fuhrt zu einem selektiven Verlust von
dopaminergen Neuronen in der Snpc. Morphologisch finden sich in den
Uberlebenden Neuronen Lewy-Kdrperchen-ahnliche Zelleinschisse, die a-
Synuclein und Ubiquitin enthalten (Betarbet, Sherer et al. 2000).

Rotenon wirkt nur bei Ratten, nicht bei Mausen, und auch bei Ratten gibt es
grol3e interindividuelle Unterschiede (Shimohama, Sawada et al. 2003),
weswegen die Reproduzierbarkeit des Modells stark eingeschrankt ist.

Dennoch bleibt das Rotenon-Modell von besonderem Interesse, weil einerseits
der spezifische Verlust dopaminerger Neurone in der Snpc unter den
Neurotoxin-Modellen einzigartig ist und andererseits eine besondere
Préadisposition dieser Zellen fur ,,oxidativen Stress® nahe legt (Greenamyre and
Hastings 2004). Aul3erdem lasst die Bildung von a-Synuclein-haltigen, Lewy-
Kdrperchen-ahnlichen Zelleinschiissen (bei langsamer, chronischer Applikation
(Ferrante, Browne et al. 1997)) eine Ahnlichkeit mit der Pathogenese des IPS
maglich erscheinen. Da Rotenon ein weitlaufig eingesetztes Pestizid ist, werden
epidemiologische Daten gestutzt, welche die Exposition gegeniiber bestimmten

Pestiziden als Risikofaktor fir die Entstehung des IPS vermuten lassen.

2.2.2. Gen-basierte Modelle

Seit einigen Jahren gibt es Tiermodelle, die mit der Manipulation von
verschiedenen Genen arbeiten. Gene, die hierfir in Frage kommen, sind
.Parkinson-Gene" oder solche, die eine Rolle im Dopamin-System spielen.

Bei Modellen, die mit der Manipulation von ,Parkinson-Genen* arbeiten, lassen
sich ,knock-out“-Modelle und transgene Modelle unterscheiden. Bei den ,knock-
out“-Modellen wird das Ziel-Gen mit einem geeigneten Verfahren abgeschaltet,
bei transgenen Modellen wird das Ziel-Gen (in seiner mutierten Form) in einen
Organismus eingebracht und kann dann vektorkontrolliert verwendet (z.B.
Uberexprimiert) werden. Verwendete Organismen sind dabei bisher Nager und
Wirbellose wie Fliegen und Wirmer.

Mittlerweile gibt es eine Reihe von Modellen, die mit verschiedenen ,Parkinson-

Genen® arbeiten. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit werden exemplarisch
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Modelle auf Basis von a-Synuclein vorgestellt, da sie als erste entwickelt

wurden und am besten etabliert sind.

a-Synuclein
a-Synuclein liegt auf Chromosom 4q und ist das am langsten bekannte

.Parkinson-Gen* (Polymeropoulos, Lavedan et al. 1997). Bisher sind drei
.,missense“-Punktmutationen bekannt. AulRerdem gibt es auch Falle von
vermehrten Genkopien (Singleton, Farrer et al. 2003). Das entsprechende
hereditdre Parkinson-Syndrom wird als PARK1 bezeichnet und autosomal-
dominant vererbt (vgl. als Ubersicht (Gasser 2007)). Die Funktion von a-
Synuclein ist bisher nur teilweise verstanden. Wie oben dargestellt ist es
Bestandteil der Lewy-Kérperchen und hat wohl eine modulierende Funktion im
Bereich der prasynaptischen Vesikel (Kahle 2008).

Verbreitete und etablierte Tiermodelle auf Basis von a-Synuclein arbeiten mit
M&ausen und Drosophila.

Ubereinstimmendes Merkmal aller ,knock-out‘-Modelle ist die Beobachtung,
dass das Ausschalten von a-Synuclein keinen pathologischen Effekt hat
(Abeliovich, Schmitz et al. 2000). Dies deutet darauf hin, dass die Mutation ein
»gain of toxic function* bewirkt, also das Protein durch die Strukturveranderung
eine schadliche Funktion erwirbt.

Bei Maus-Modellen, die auf der Uberexpression von a-Synuclein (Wildtyp oder
Mutation) beruhen, waren die Ergebnisse inkonsistent. Z.T. konnten ,klinische
Symptome* (motorischer und nicht-motorischer Art), die dem Parkinson-
Syndrom &hneln (Fleming, Fernagut et al. 2005), und auch einige
neuropathologische Auffalligkeiten festgestellt werden. So wurden z.B. bei
einem Modell atrophierte Neurone der Snpc und Lewy-Kdrperchen-ahnliche, a-
Synuclein-positive Zelleinschliisse beobachtet (Masliah, Rockenstein et al.
2000). Das grofdte ubereinstimmende Defizit aller Modelle ist aber der fehlende
Untergang dopaminerger Neurone, mit Ausnahme des Modells von
(Thiruchelvam, Powers et al. 2004).

Es wurden auch Drosophila-Modelle etabliert, die a-Synuclein Uberexprimieren.

Dabei konnte sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den Mutationsmodellen der
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Untergang bestimmter dopaminerger (Tyrosinhydroxylase-positiver) Neurone
beobachtet werden, wahrend andere dopaminerge Neuronenpopulationen
unbeschadet blieben . Dies entspricht den Beobachtungen beim humanen IPS.
AulRerdem fanden sich auch a-Synuclein-positive intrazytoplasmatische
Einschlusskorperchen, und es konnte eine altersabhangige lokomotorische
Dysfunktion beobachtet werden (vgl. zu den Drosophila-Modellen (Feany and
Bender 2000)). Drosophila- Modelle, die a-Synuclein Gberexprimieren, erfullen

also mehrere Eigenschaften, die von einem Parkinson-Modell erwartet werden.

2.3. ,In vitro“-Modelle
Beim ,in vitro“-Modell werden geeignete Zelllinien zur Etablierung einer
Zellkultur verwendet. Dabei ist es notwendig oder zumindest winschenswert,
dass diese Zellen moglichst viele Eigenschaften dopaminerger Neurone haben.
Wenn es sich bei den verwendeten Zellen um Neurone handelt, die direkt aus
dem Mittelhirn enthommen wurden, spricht man auch von ,ex vivo“-Modellen,
diese haben den groRen Vorteil, dass der Nachweis der ,Nahe zum Original® im
Prinzip entféllt. Bei den ,in vitro“-Modellen kommt neben den oben aufgefuhrten
Anforderungen noch hinzu, dass humane Zellen vorzuziehen sind. Auch bei den
»in vitro“-Modellen gibt es die Méglichkeit, Parkison-Modelle durch Neurotoxine

oder durch Gen-Manipulation zu generieren.

2.3.1. Verwendete Zelltypen

Aus den genannten Grinden sind Zellen mesenzephalen Ursprungs
(typischerweise von fetalen oder neugeborenen Nagern) zu bevorzugen.
Allerdings ist auch bei Zellkulturen diesen Ursprungs zu beachten, dass es sich
um ein Gemisch neuronaler Zellen handelt, welches neben dopaminergen
Neuronen aus der Snpc auch solche aus dem ventralen Tegmentum
mesencephali enthéalt. Dessen dopaminerge Neurone degenerieren beim IPS
nicht (Greene, Dingledine et al. 2005). Zusatzlich befinden sich noch nicht-
dopaminerge Neurone in Zellkulturen mesenzephalen Ursprungs. Diese
Unsicherheit gilt es zu beriicksichtigen, ebenso wie den nicht humanen

Ursprung der Zellen. Ansonsten sind diese Zellkulturen aber gut geeignet.
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Bei zellularen Parkinson-Modellen nicht-mesenzephalen Ursprungs werden
verschiedene Zelltypen verwendet. Weit verbreitet sind Zelllinien wie PC12-
Zellen (Phaochromozytom-Zellen) von Ratten und humane SH-SY5Y-Zellen
(Neuroblastom-Zellen). Beide genannten Zelltypen haben den Vorteil aus
(Tumor-)Zelllinien zu entstammen, also prinzipiell unerschopflich zu sein. Da
beide Zelllinien neuroektodermalen Ursprungs sind, haben sie gewisse
Charakteristika dopaminerger Neurone. So exprimieren beide Zelllinien
Tyrosinhydroxylase (ein Enzym, das zur Dopamin-Synthese notwendig ist) und
Dopamin-Transporter (Biswas, Ryu et al. 2005) (Deng, Jankovic et al. 2005).
Zur Herstellung der Modelle werden dann prinzipiell die gleichen Techniken wie
bei den ,in vivo“-Modellen verwendet:

Es gibt eine Vielzahl von ,ex vivo“-Modellen, die mit Neurotoxinen hergestellt
wurden, z.B. bei (Zeevalk and Bernard 2005) mit Rotenon. Eine wesentliche
Entdeckung hierbei war die ldentifizierung der protektiven Wirkung von GDNF
(engl. Abk. fur ,glial-derived neurotrophic growth factor”) (Wu and Frucht 2005),
ebenso wie die préklinische Testung bestimmter Dopaminergika (Kitamura,
Kosaka et al. 1998).

Bei Gen-basierten ,in vitro“-Modellen besteht prinzipiell die Mdglichkeit, die
Zellen aus Gen-veranderten Tieren zu entnehmen, oder die Gen-Transfektion
,eX Vvivo* vorzunehmen, so z.B. in einem a-Synuclein-Uberexprimierungsmodell
Modell bei (Peng, Tehranian et al. 2005).

2.4. Zusammenfassende Bewertung

Es liegt in der Natur der Sache, dass nur durch ,in vivo“-Modelle der klinische
Phanotyp des Parkinson-Syndroms dargestellt werden kann. Die ,in vivo“-
Neurotoxin-Modelle haben ihren unbestrittenen Verdienst in der Erforschung
der Konsequenzen des dopaminergen Neuronenverlustes. Sie stellten auch
eine erfolgreiche Grundlage zur Testung der géangigen Parkinson-Medikamente
dar. Alle Neurotoxin-Modelle haben- unabhangig von ihren individuellen
Besonderheiten- den Nachteil, dass grol3e Zweifel hinsichtlich der
Ubertragbarkeit der zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen
auf das IPS bestehen. Diese Unsicherheit au3ert sich z.B. in phénotypischen

und morphologischen Unterschieden zum IPS. So kommt es durch die
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Applikation der Neurotoxine, ob schnell oder langsam chronisch appliziert,
nahezu immer sehr rasch zum Verlust dopaminerger Neurone. Lewy-
Korperchen bilden sich meist nicht aus, mit Ausnahme einiger Rotenon-
Modelle, bei denen sie aber auf die Snpc beschrankt sind und nicht, den fir das
IPS typischen, diffusen Befall zeigen. Damit ist es wahrscheinlich, dass der
Pathomechanismus der Rotenon-Modelle demjenigen des IPS von allen
Neurotoxin-Modellen am &hnlichsten ist.

Der gro3e Vorteil der ,Parkinson-Gen“-basierten Modelle (ob ,in vivo* oder ,in
vitro*) ist die Sicherheit, dass sie auf jeden Fall Korrelate der hereditaren
Parkinson-Syndrome darstellen. Aufgrund der wahrscheinlichen
Zusammenhange der Atiopathogenese von hereditaren Parkinson-Syndromen
und dem IPS konnen Erkentnisse aus diesen Modellen auch fir das
Verstandnis des IPS von grof3em Nutzen sein.

Die Vorteile der ,in vitro“-Modelle sind ihre Verfiigbarkeit. Jedoch muss fir ,in
vitro“-Modelle nicht-mesenzephalen Ursprungs immer gezeigt werden, dass die
verwendeten Zellen tatsachlich Charakteristika dopaminerger Neurone

besitzen. Diese Unsicherheit besteht weniger bei den ,ex vivo“-Modellen.

3. Gliederung der Gesamtarbeit

Aus den bisherigen Ausfiihrungen ergibt sich, dass ein Mangel an humanen
Zelltypen besteht, die als Substrat fur die Entwicklung eines ,in vitro“-
Parkinson-Modells verwendet werden kénnten. In der vorgelegten Arbeit wurde
die Eignung von bestimmten humanen Blutzellen als Substrat fir die
Etablierung von zellularen Parkinsonmodellen Uberprift. Dabei wurden zwei
weitestgehend unabhangige Ansatze verfolgt. Deswegen werden sie komplett
getrennt voneinander dargestellt. Am Ende der Arbeit erfolgt eine

abschlieRende Zusammenfassung.
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Teil 1: HAmatopoetische Stammzellen als

Substrat fur zellulare Parkinson-Modelle

| Einleitung

1. Stammzellen in der Parkinson-Forschung

1.1. Eigenschaften von Stammzellen
Gemeinsame Eigenschaft aller Stammzellen ist die Fahigkeit in ihrer
undifferenzierten Form prinzipiell unerschopflich zu proliferieren sowie, in
unterschiedlichem Ausmal3, sich zu spezialisierten Zelltypen zu entwickeln.
Ausgangspunkt aller theoretischen Uberlegungen sind dabei pluripotente
Stammzellen, die in der Lage sind, zu Zelltypen aller drei Keimblatter zu
differenzieren und unbegrenzt zu proliferieren.
Theoretisch eroffnet sich damit die Moglichkeit, aus einer pluripotenten
Stammzelle jeden beliebigen Zelltyp zu entwickeln. Prototyp der pluripotenten
Stammzelle ist die embryonale Stammzelle (ESZ). ESZ werden aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste gewonnen. Seit einiger Zeit werden tierische und
humane ESZ erfolgreich ,in vivo“ (nach Transplantation) und ,in vitro* zu
verschiedenen Zelltypen aller drei Keimblatter differenziert (als Ubersichtsarbeit
(Odorico, Kaufman et al. 2001)).

1.1.1. Mdglichkeiten der Nutzung von Stammzellen in der Parkinson-
Forschung
Aufgrund der oben dargestellten Eigenschaften spielen Stammzellen in
verschiedenen Bereichen der Parkinson-Forschung eine wichtige Rolle. Sie
eignen sich als Substrat zur Entwicklung von zellularen Parkinsonmodellen.
Bezuglich therapeutischer Optionen liegt der Gedanke nahe, dass die
untergegangenen dopaminergen Neurone durch Zellen, die aus Stammzellen
generiert wurden, ersetzt werden kdnnten. Sog. Zellersatz-Verfahren, bei denen
versucht wird die untergegangenen Neurone zu ersetzten, finden seit Beginn

der achtziger Jahre statt. Neben zahlreichen Tierexperimenten wurde auch bei
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Patienten mit IPS versucht, den Zellverlust auszugleichen. Dabei wurden meist
fetale dopaminerge Neurone implantiert (vgl. als Ubersicht (Levy, Stroomza et
al. 2004)). Obwohl ein Teil der Patienten von der Behandlung profitierte, wird
die Entwicklung dieses Verfahrens aufgrund z. T. gravierender Nebenwirkungen
verzogert.

Humane ESZ sind somit Gegenstand intensiven Interesses beziglich
therapeutischer und experimenteller Optionen flr verschiedene (neuro-)
degenerative Erkrankungen wie das IPS (Sonntag and Sanchez-Pernaute
2006). Die Nutzung von humanen ESZ zu Forschungszwecken ist in vielen
Landern, auch in Deutschland, gesetzlich stark eingeschrankt. Dies beruht auf
ethisch-moralischen Uberlegungen, die an dieser Stelle nicht weiter erortert
werden. Deswegen ist es notwendig, nach anderen Arten von humanen Zellen

zu suchen, welche vergleichbare Moglichkeiten bieten.

1.2. Eigenschaften und Eignung von hamatopoetischen
Stammzellen zur Entwicklung von zellularen Parkinso n-

Modellen

1.2.1. Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen werden diejenigen Stammzellen genannt, die ein Leben
lang im Organismus persistieren und fur die Lebensdauer des
Gesamtorganismus gewebsspezifisch Zellen regenerieren (Wagers and
Weissman 2004). Die klassische Vorstellung ging davon aus, dass die
Entwicklung dieser Stammzellen entlang eines hierarchisch organisierten
Differenzierungs-Pfades verlauft. Je differenzierter die Zelle ist, desto geringer
wird die Anzahl an Zelltypen, zu denen sie sich entwickeln kann. Es wurde
angenommen, dass adulte Stammzellen bezuglich ihres
Differenzierungspotentials an die ,Gewebespezifitat* gebunden, oder zumindest
auf Zelltypen ihres Keimblatts festgelegt seien.

Vor einigen Jahren begann sich diesbeziglich ein Paradigmen-Wechsel zu
vollziehen, weil sich die Hinweise darauf verdichteten, dass auch adulte

Stammzellen die Fahigkeit besitzen, sich zu Zelltypen aus anderen Keimblattern
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als ihrem urspringlichen zu entwickeln (Ferrari, Cusella-De Angelis et al. 1998)
(als Ubersicht (Wagers and Weissman 2004)).

Transdifferenzierungspotential adulter Stammzellen

Dieses Phanomen wird als Transdifferenzierungspotential bezeichnet. Die
englische Bezeichnung ist ,stem cell plasticity*. Unter Transdifferenzierung
versteht man die oben beschriebene Fahigkeit adulter Stammzellen, zu
Zelltypen aller Keimblatter zu differenzieren (Wagers and Weissman 2004). Das
bedeutet, dass auch adulte Stammzellen, unter bestimmten Voraussetzungen,
pluripotent sind. In manchen Arbeiten wird auch von Transdeterminierung oder
Dedifferenzierung gesprochen, wobei diese Begriffe vergleichbare Annahmen
zugrunde legen, also darauf beruhen, dass Stammzellen ihren urspringlichen
Differenzierungspfad verlassen kdnnen.

Von besonderer Bedeutung waren dabei Beobachtungen nach
Knochenmarktransplantation (KMT). So wurde sowohl im Tierexperiment mit
immundefizienten Mausen (Krause, Theise et al. 2001) als auch bei post
mortem- Untersuchungen an Personen, die nach einer Myeloablation eine KMT
erhalten hatten, beobachtet, dass sich differenzierte Zellen des
Knochenmarkspenders in verschiedenen Organe aller drei Keimblatter, unter
anderem auch im ZNS, des Empfangers finden lieBen (Mezey, Key et al. 2003).
Diese Beobachtungen mit der daraus generierten Hypothese des
Transdifferenzierungspotentials adulter Stammzellen I6sten anfangs eine
kontroverse Debatte aus, die hier nicht weiter dargestellt wird (vgl. als Ubersicht
(Wagers and Weissman 2004)).

In der Folgezeit konnte diese Hypothese in einer Vielzahl von Arbeiten bestatigt
werden. So wurde z.B. aus dem Knochenmark eine nicht-hamatopoetische,
also CD45-negative Zellpopulation isoliert (zu der CD-Klassifikation s.u.), von
den Autoren MAPC (,multipotent adult progenitor cell“, engl. fur pluripotente
adulte Vorlauferzelle) genannt, die zu Zellen aller drei Keimblatter ,in vitro*
differenziert werden konnte (Jiang, Jahagirdar et al. 2002). Die Ergebnisse
konnten von anderen Arbeitsgruppen bestatigt werden (wobei es z.T.
Unterschiede in den Begrifflichkeiten gibt (D'lppolito, Diabira et al. 2004)). Auch

aus der menschlichen Haut konnten Stammzellen isoliert werden, von den
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Autoren als ,skin derived precursors” (SKP, engl. Abk. fur Haut-Vorlauferzellen)
bezeichnet, die zu Zellen aller drei Keimblatter transdifferenzierten (Toma,
McKenzie et al. 2005). Aufgrund der Vielzahl von Beobachtungen der letzten
Jahre, auch und insbesondere bei ,in vitro“-Experimenten, gilt es heute als
sicher, dass bestimmte adulte Stammzellen unter geeigneten Bedingungen
Transdifferenzierungspotential besitzen.

1.2.2. Hamatopoetische Stammzellen

Hamatopoetische Stammzellen (HSZ) kommen v.a. im (blutbildenden)
Knochenmark und, zu einem kleinen Anteil, im peripheren (= im Gefal3system
zirkulierenden) Blut vor. Nach dem ,Cluster of Differentiation” (CD)-System, das
Zelltypen anhand von fir sie typischen Molekilen an der Membran-Aul3enseite
klassifiziert (sog. Zellmarker), sind alle Zellen des hdmatopoetischen Systems
CDA45-positiv (CD45-pos.). Damit sind auch HSZ zwingend CD45-pos. (in der
vorgelegten Arbeit ist bei Erwdhnung von HSZ die Eigenschaft ,CD45-pos.”
impliziert).

Der klassische Zellmarker der HSZ ist CD34 (Krause, Fackler et al. 1996). Ein
Teil der HSZ ist auch CD133-pos. bzw. CD34-pos. und CD133-pos. (=CD34/
CD133-pos.). Bei den CD34/ CD133-pos. HSZ wird davon ausgegangen, dass
es sich um eine unreifere, d.h. weniger differenzierte Form der HSZ handelt
(Handgretinger, Gordon et al. 2003). Solche CD34/ CD133-pos. HSZ werden

haufig und in der vorgelegten Arbeit als ,frihe” HSZ bezeichnet.

Transdifferenzierungspotential von HSZ

Es ist bisher umstritten, inwieweit  das oben dargestellte
Transdifferenzierungspotential einiger adulter Stammzellen auch fir HSZ gilt.
So gibt es mehrere Arbeiten, die HSZ als differenzierte Zellen in verschiedenen
Organen nachweisen konnten (z.B. in der menschlichen Leber bei (Lagasse,
Connors et al. 2000)). Ein Grol3teil anderer Ergebnisse, von denen urspringlich
auf ein Transdifferenzierungspotential der HSZ geschlossen wurde, konnte aber
auf das Phanomen der Zellfusion zurtckgefuhrt werden (vgl. (Wang, Willenbring
et al. 2003)). Ein weiterer wesentlicher Einwand war die Frage, ob es sich bei

den zugrundeliegendende Zellen um eine einheitliche Entitdt von HSZ handelt,
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oder ob diese Zellen nicht eher ein Gemisch von verschiedenen
gewebsspezifischen adulten Stammzellen darstellen, das im Knochenmark
beheimatet ist. Diese These wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen
postuliert, welche ein solches Zellgemisch auch fiir die oben beschriebenen ,in
vivo“-Phdnomene nach KMT verantwortlich machen (Kucia, Ratajczak et al.
2005) (Price, Prather et al. 2006) und damit das Transdifferenzierungspotential
von HSZ bezweifeln. Die bisherigen Ergebnisse sind also kontrovers, ebenso
wie die Frage nach dem spezifischen ,neuronalen Potential“ der Zellen (Chen,
Hudson et al. 2005) (Roybon, Ma et al. 2006).

Die Ergebnisse einer kirzlich veroffentlichten Arbeit untermauern erneut, dass
HSZ zu Zellen verschiedener Keimblatter differenzieren kénnen (Kuci, Kuci et
al. 2008). Bei den Experimenten wurden hochaufgereinigte ,frihe* HSZ aus
dem peripheren Blut von Spendern nach G-CSF-Stimulation (s.u.) verwendet,
wodurch die oben beschriebenen Zweifel hinsichtlich der Identitat der Zellen
nicht bestehen. Es wurde beobachtet, dass in Zellkultur unter geeigneten
Bedingungen aus HSZ (von den Autoren sog.) ,adult multipotent hematopoetic
cells* (AMHC, engl. Abk. fur adulte pluripotente hamatopoetische (Stamm-)
Zellen) entstanden, die keine typischen Oberflachenmarker von HSZ mehr
aufwiesen. Aus den AMHC konnten Hepatozyten-dhnliche Zellen,
Skelettmuskel-ahnliche Zellen und sog. ,neuron progenitor-like cells* (NPLC,
engl. Abk. fir ,Neuronale Vorlaufer“-ahnliche Zellen) generiert werden. Die
Beobachtungen zu den NPLC sind dabei fur die vorgelegte Arbeit von
besonderer Bedeutung.

Transdifferenzierung von HSZ in ,Neuronale Vorlaufer“-dhnliche Zellen

Aus den NPLC entwickelten sich unter geeigneten Bedingungen Neuronen-
ahnliche Zellen, Astrozyten-ahnliche Zellen und Oligodendrozyten-ahnliche
Zellen. Die Charakterisierung der Zellen stitzte sich auf morphologische
Kennzeichen (z.B. die Ausbildung von Neuriten und das typische Aussehen von
Oligodendrozyten) und den immunhistochemischen Nachweis zelltypischer
Proteine (wie B-Tubulin Il als Marker der frihen neuronalen Entwicklung, MBP
fur Oligodendrozyten und GFAP fiir Astrozyten).
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Der auf den AMHC noch vorhandene Zellmarker CD45, der fur
hamatopoetische Zellen wesentlich ist, lield sich im Verlauf der Differenzierung
zu den spezifischen neuronalen Zellen nicht mehr nachweisen. AufRerdem
konnte innerhalb der Population von (-Tubulin 1lI- positiven Zellen eine
Subpopulation von Zellen diskriminiert werden, die malRgebliche Charakteristika
dopaminerger Neurone aufwiesen:

- Mittels RT-PCR konnten die Enzyme DOPA-Decarboxylase, Dopamin-[3-
Hydroxylase und Tyrosin-Hydroxylase detektiert werden, alle drei
Enzyme sind typisch fir dopaminerge Neurone.

- Die Zellen exprimierten Noradrenalintransporter und Dopamintransporter,
die bei Wirbeltieren nur in dopaminergen Neuronen gefunden werden.
Aul3erdem exprimierten sie ,vesicular monoamine transporter 1“
(VMAT1) und ,vesicular monoamine transporter 2“ (VMAT2). Diese
Proteine finden sich ebenfalls in dopaminergen Neuronen und sind in der
Lage Monoamine wie Dopamin, zu speichern. Der Nachweis erfolgte
jeweils mittels RT-PCR.

- Eine Chromatographie-Analyse zeigte, dass die Zellen relevante Mengen
von Dopa und Dopamin produzierten, ohne vorherige externe
Stimulation.

- Mittels Patch-Clamp-Technik konnte gezeigt werden, dass ein Teil der
Zellen ein negatives Ruhepotential und spannungsabhéngige
lonenkanéle hatte.

(Zu allen hier kurz dargestellten Ergebnissen vgl. (Kuci, Kuci et al. 2008).)
Es bleibt zu ergdnzen, dass es bereits andere Arbeitsgruppen gibt, die aus
humanen embryonalen  Stammzellen neuronen-ahnliche Zellen  mit

dopaminergen Eigenschaften generiert haben (Hong, Kang et al. 2008).

1.3. Zusammenfassung
Als Bilanz der Ergebnisse der letzten Jahre lasst sich festhalten, dass es
wahrscheinlich ist, dass auch HSZ Transdifferenzierungspotential besitzen.
HSZ kbnnten unter geeigneten Bedingungen zu Zellen mit phanotypischen und
funktionalen Eigenschaften dopaminerger Neurone differenziert werden. Das

theoretische Potential dieser Zellen liegt einerseits auf dem Feld der oben
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beschriebenen therapeutischen Madoglichkeiten. Insbesondere die Gewinnung
autologer, also genetisch identischer Zellen, erscheint vielversprechend.
Ebenso erscheint es mdglich auf Basis dieser Zellen ein ,in vitro“-Parkinson-
Modell zu etablieren. Auch wenn noch weitere Experimente unternommen
werden mussen, um den neuronal-dopaminergen Charakter dieser Zellen zu
untermauern, ist es moglich, dass diese Zellen ein geeignetes Substrat fur die
Parkinson-Forschung darstellen. Diese Betrachtung geschieht insbesondere vor
dem Hintergrund, dass alle anderen bisher flir zellulare Parkinson-Modelle
verwendeten Zelltypen (s. Abschnitt ,Allgemeiner Teil, Einleitung®), v.a.
hinsichtlich ihres dopaminerg-neuronalen Charakters, Schwachen aufweisen,

und es sich nur z.T. um humane Zellen handelt.

2. Voraussetzungen zur Nutzung von HSZ als zellular e

Parkinson-Modelle

2.1. Gewinnung der HSZ mittels Leukapherese

Da HSZ nur in sehr geringem Maf3e im peripheren Blut vorkommen (s.u.),
muss, um eine ausreichende Anzahl an HSZ zur Etablierung einer Zellkultur
(als Grundlage fir die Etablierung eines Parkinson-Modells) zu gewinnen, eine
Leukapherese durchgefuhrt werden. Fur die Leukapherese sind zwei ventse
Zugénge notig, die Uber ein Schlauchsystem verbunden sind. Dem
zirkulierenden Blut werden dann mittels Durchflusszytometrie (s. Methodenteil)
extrakorporal spezifisch HSZ entzogen.

Fur die erfolgreiche Durchfihrung der Leukapherese ist ein bestimmter Anteil
von HSZ im peripheren Blut notwendig. Auch wenn die Angaben hierzu
schwanken, kann man davon ausgehen, dass ein relativer Anteil von min. 1
Jrihen® HSZ pro 1000 Gesamtleukozyten (0,1 % der Gesamtleukozyten)

gegeben sein muss (Kuci, Kuci et al. 2008).

2.1.1. Vorteile der Leukapherese
Da die Leukapherese ein relativ schonendes Verfahren ist, stellt diese Methode
der Gewinnung einen Vorteil der HSZ gegeniiber anderen adulten HSZ dar, die

maoglicherweise auch als Substrat fir die Entwicklung von zellularen Parkinson-
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Modellen dienen konnten. Dieses Verfahren findet routineméf3ig im Rahmen
von Knochenmarkstransplantationen statt. Es ist weniger invasiv als etwa
Knochenmarkspunktionen, Haut- oder Muskelbiopsien, die zur Gewinnung

anderer Typen adulter Stammzellen notwendig sind.

2.2. Physiologischer Normbereich der HSZ

Allgemein anerkannte physiologische Normbereiche fur HSZ sind nicht etabliert,
weil sie im Kklinischen Alltag zur Zeit noch keine Relevanz besitzen.

Der am besten etablierte Normbereich ist derjenige fir CD34-positive HSZ und
wird flr gesunde Personen mit einer relativen Haufigkeit von 0,01 % der
Gesamtleukozyten als oberem Grenzwert (Lane, Law et al. 1995) (Gratama,
Orfao et al. 1998) angegeben. Ein unterer Grenzwert ist nicht etabliert. Far
junge gesunde Personen wurde von einer Arbeitsgruppe aber auch ein
Mittelwert von 0,03 % der Gesamtleukozyten festgestellt (Grundmann, Scheid
et al. 2007).

In der vorgelegten Arbeit war der Anteil von friihen* HSZ von besonderem
Interesse, da sie sich fur die Transdifferenzierung in Neuronen-ahnliche Zellen
mit dopaminergen Eigenschaften am besten eignen. Fur die erst seit einigen
Jahren klassifizierten ,frihen* HSZ gibt es noch weniger Angaben zu einem
physiologischen Normbereich. Der am klarsten formulierte Wert geht von einem
relativen Anteil von etwa 50 % der CD34-pos. HSZ aus (Grundmann, Scheid et
al. 2007), was durch eine andere Arbeit bestatigt wird (Turan, Brehm et al.
2007). Auf Basis dieser beiden Arbeiten kann man einen physiologischen
Normbereich von 0,003- 0,007 % der Gesamtleukozyten formulieren (Mittelwert
0,005 +/- 0,002 %). Dieser Wert darf keinesfalls als allgemein etabliert
betrachtet werden, sondern kann nur als Richtwert flr die eigenen Messungen

dienen.

2.3. G-CSF-Stimulierung
Um eine ausreichende Anzahl von HSZ fur die Durchfihrung einer
Leukapherese zur Verfligung zu haben, muss deshalb zuvor eine Mobilisierung
der HSZ aus dem Knochenmark erfolgen. Unter Mobilisierung versteht man den

Vorgang, dass Zellen, die v.a. im Knochenmark vorkommen, vermehrt ins
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periphere Blut Ubertreten. Goldstandard dafur ist die Behandlung mit
.Granulocyte-Colony Stimulating Factor®* (G-CSF, englische Abk. flr
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor). G-CSF bewirkt eine Mobilisierung
von HSZ in das periphere Blut, so dass ihr relativer Anteil auf 0,1-1 % (oder
mehr) der Gesamtleukozyten steigt und durch eine Leukapherese ausreichend
HSZ gewonnen werden konnen (vgl. als Ubersicht (Pelus 2008)).

2.3.1. Nebenwirkungsprofil

Das Nebenwirkungsprofii von G-CSF ist milde und besteht aus
Allgemeinsymptomen wie Kopfschmerzen, Fieber oder Knochenschmerzen. G-
CSF stellt trotz der grundsatzlich guten Vertraglichkeit dennoch eine Belastung
mit sehr seltenen gravierenden Nebenwirkungen wie einer Milzruptur (Falzetti,
Aversa et al. 1999) und insb. noch nicht vollstéandig geklarten Langzeiteffekten
dar. Daher ist es winschenswert, wenn die Gabe von G-CSF (wie jedes
anderen Medikaments auch), vermieden werden konnte. Diese Forderung wird
verstarkt, wenn die G-CSF-Gabe im Rahmen von Forschungszwecken
geschieht. In einer solchen Situation muss eine Abwagung der positiven und
negativen Folgen fir den Spender kritischer betrachtet werden, als wenn ein
Patient von einer G-CSF-Behandlung direkt profitiert.

2.4. HSZ bei Patienten mit Parkinson-Syndrom
Es gibt bisher nach Kenntnis des Autors keine veréffentlichten Daten zum Anteil
von HSZ im Rahmen des Parkinson-Syndroms, anderer neurodegenerativer
Erkrankungen oder neurologischer Erkrankungen im Allgemeinen.

2.4.1. Mogliche Analogien zu anderen Erkrankungen

Von Bedeutung kénnen deswegen Erkenntnisse aus anderen Erkrankungen
sein, bei denen Besonderheiten des HSZ-Anteils (HSZ-Anteil seht fur den
relativen Anteil der HSZ an den Gesamtleukozyten) beobachtet wurden.
Wesentlich sind dabei Arbeiten, die sich mit Stammzellen im peripheren Blut bei
Patienten mit Z.n. akutem Myokardinfarkt (AMI) beschéftigen.

Es wurde festgestellt, dass der Anteil an CD34-pos. Stammzellen bei Patienten
mit Z.n. AMI erhoht ist (Shintani, Murohara et al. 2001). Diese Zellen waren
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CD45-neg. und werden als ,Epithelial Progenitor Cells* (EPC, engl. Abk. fur
Epithel-Vorlauferzellen) bezeichnet. Die EPC kbnnen damit nicht als HSZ

klassifiziert werden.

HSZ-Anteil bei Patienten mit Z.n. AMI

In der Arbeit von (Grundmann, Scheid et al. 2007) wurde erstmalig der Antell
der verschiedenen HSZ-Subtypen bei Patienten mit Z.n. AMI systematisch
untersucht. Dabei wurde z.B. fir eine Subgruppe von HSZ ca. eine
Vervierfachung des initialen Ausgangswerts gefunden (vgl. Diskussion mit
ausfuhrlicher Besprechung des Arbeiten zum HSZ-Anteil bei Z.n. AMI).

Bei allen offensichtlichen Unterschieden zwischen den Krankheitsentitéaten
Parkinson-Syndrom und AMI, erscheinen Analogien hinsichtlich des HSZ-
Anteils mdglich. Bei beiden Erkrankungen handelt es sich um Zustande mit
Zelluntergang, was fur den Organismus ein Signal zur Regeneration, also
maoglicherweise eine erhdhte Mobilisierung von Stammzellen, bedeutet.
Laborinterne Experimente ergaben den Anfangsverdacht, dass der HSZ-Antell
bei Patienten mit Parkinson-Syndrom erhdht sein konnte. Ware der Anteil an
Jrahen® HSZ bei Patienten mit Parkinson-Syndrom auf min. 0,1 % der
Gesamtleukozyten erhoht, kénnte eine Stimulation mit G-CSF (zur Etablierung
eines ,in vitro“-Parkinson-Modells) entfallen. Damit waren Patienten mit

Parkinson-Syndrom sehr gut als HSZ-Spender geeignet.

2.4.2. Mogliche Einflussfaktoren

Faktoren, die moglicherweise einen Einfluss auf den HSZ-Anteil haben, wurden
bereits in einigen Arbeiten tber den Anteil von HSZ oder anderen zirkulierenden
Stammzellen bei Patienten mit Z.n. AMI diskutiert.

Neben anderen, fur den AMI spezifischen Faktoren, gab es auch Hinweise auf
das Alter und auf Entziindungsparameter als Einflussfaktoren ((Turan, Brehm et
al. 2007), vgl. Diskussion mit Erlauterungen zu den Einflussfaktoren).

Bei Patienten mit Parkinson-Syndrom kamen die Dauer des Parkinson-
Syndroms und die L-Dopa-Dosis als Einflussfaktoren auf den HSZ-Anteil in
Betracht, insb. dann, wenn der HSZ-Anteil von der physiologischen Norm

abweichen sollte. Die Dauer des Parkinson-Syndroms erschien deswegen von
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Interesse, weil sie beim Parkinson-Syndrom als neurodegenerativer Erkrankung
einen Einfluss auf die Mobilisierung der HSZ haben konnte, analog zu den
Erkenntnissen und Erklarungsmodellen bei Patienten mit Z.n. AMI (s.
Diskussion). Die L-Dopa-Dosis zum Zeitpunkt der Blutentnahme war aufgrund
der Uberragenden Stellung der Dopaminsubstitution in der Behandlung des
Parkinson-Syndroms als Einflussfaktor zu beriicksichtigen. Zudem kann es im
Rahmen der L-Dopa-Therapie als sehr seltene Nebenwirkung zu
Blutbildveranderungen, u.a. im Sinne einer passageren Leukopenie, kommen,
so dass ein Einfluss von L-Dopa auf das hamatopoetische System

angenommen werden kann.
3. Zielsetzung der Arbeit

3.1. Sind IPS-Patienten besonders als HSZ-Spender g  eeignet?
Aufgrund der oben genannten Uberlegungen und Beobachtungen schien es
maoglich, dass IPS-Patienten besonders als Spender von ,frihen HSZ geeignet
sind. Die Beantwortung dieser Frage war die wesentliche Zielsetzung der
vorgelegten Arbeit.

3.1.1. Deskriptive Analyse der HSZ-Werte von Kontro  llpersonen
Als Qualitatskontrolle der eigenen Messungen wurden von gesunden
Probanden die Lagemalie der HSZ-Werte (die Bezeichnung HSZ-Wert steht fur
den Wert des Anteils von ,frihen“ HSZ (in Prozent an den Gesamtleukozyten))
bestimmt, um festzustellen, ob die im Rahmen der vorgelegten Arbeit
durchgefiihrten Messungen im Bereich der bisher bekannten Ergebnisse lagen.
Als Richtwert fur den physiologischen Anteil der ,frihen* HSZ konnte ein
Normbereich von 0,003- 0,007 % der Gesamtleukozyten angenommen werden.
Es wurde beschrieben wie sich die LagemalRe der HSZ-Werte in der Gruppe
der gesunden Kontrollen zu diesem Bereich verhielten und wie viele der
einzelnen HSZ-Werte unterhalb, innerhalb oder oberhalb dieses Bereichs

lagen.
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3.1.2. Deskriptive Analyse der HSZ-Werte von IPS-Pa tienten

Schwerpunkt der Arbeit war die Bestimmung der Lagemal3e der HSZ-Werte in
einer Gruppe von IPS-Patienten, entsprechend dem Vorgehen bei den
Kontrollen. Hierfir wurde eine Gruppe von IPS-Patienten gebildet. Die
Bestimmung erfolgte in Hinblick auf eine mogliche Abweichung vom
physiologischen Normbereich. Ware der Anteil von ,frihen* HSZ auf min. 0,1 %

der Gesamtleukozyten erhdht, kénnte eine G-CSF-Stimulation entfallen.

3.2. Vergleich von IPS-Patienten und Kontrollen
Unabhéangig von der Auspragung der HSZ-Werte in den beiden Gruppen wurde
analysiert, ob ein Unterschied zwischen I[PS-Patienten und Kontrollen
hinsichtlich der HSZ-Werte vorlag. Entsprechend der oben dargestellten
Beobachtungen zu HSZ bei Patienten mit Z.n. AMI erschien eine Abweichung
des Anteils von ,frihen“ HSZ bei IPS-Patienten von demjenigen bei gesunden
Kontrollen mdglich.

3.3. Zusammenhange zwischen demographischen bzw.
krankheitsspezifischen Merkmalen und den HSZ-Werten
Aufgrund der oben genannten Ergebnisse von u.a. (Turan, Brehm et al. 2007),
welche zeigten, dass bei Patienten mit Z.n. AMI sowohl das Alter als auch
Entzindungsparameter eine relevante Einflussgrof3e auf die Auspragung der
HSZ-Werte darstellen, wurden bei allen Probanden mdgliche Zusammenhange
des Alters, des Geschlechts und der Leukozytenzahl mit ihren HSZ-Werten
analysiert. Bei den IPS-Patienten wurde zusatzlich untersucht, ob die Dauer

des IPS und die L-Dopa-Dosis mit den HSZ-Werten in Verbindung stand.
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Il Methoden und Materialien

Die Herstellernamen wesentlicher verwendeter Materialien befinden sich direkt
hinter den im Methodenteil aufgefiihrten Materialien in Klammer. Alle
Materialien, die im Methodenteil nicht ndher bezeichnet sind, sind im Abschnitt

.Materialien* aufgefuhrt.
1. Methoden

1.1. Projektplanung
Entsprechend der in der Einleitung formulierten Zielsetzung der Arbeit wurde
eine Gruppe ,IPS-Patienten* aus 21 Personen mit IPS gebildet. Alle Patienten
mit IPS waren arztlich diagnostiziert. Zusatzlich wurde eine Gruppe ,, Kontrollen*
aus neun Probanden gebildet, bei denen kein IPS vorlag. Alle neben den HSZ-
Werten erhobenen Eigenschaften wurden durch Patienten-Interviews oder aus
den Patienten-Unterlagen in Erfahrung gebracht (die Bezeichnung HSZ-Wert
steht fur den Wert des Anteils von ,frihen®* HSZ (in Prozent an den
Gesamtleukozyten)). Alle Probanden bekundeten durch schriftliches
Einverstandnis entsprechend den Vorgaben der Ethikkommission der

Universitat Tubingen ihre Bereitschaft zur Studienteilnahme.

1.1.1. Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterium  far alle Probanden war das Vorliegen eines
monogenetischen Parkinsonsyndroms, eines sekundaren Parkinson-Syndroms,
anderer neurodegenerativer Erkrankungen oder einer klinisch manifesten
Infektion innerhalb der letzten vier Wochen. Ansonsten bestanden keine

weiteren Ausschlusskriterien.
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1.1.2. Aufbau und Charakteristika der Gruppen

Tabelle 1: Demographische und klinische Charakteristika der Gruppen ,IPS-Patienten* und
-Kontrollen®. ,Parkinsondauer* meint die Dauer des IPS zum Zeitpunkt der Blutenthahme. ,L-
Dopa-Dosis* umfasst die Dosis L-Dopa zum Zeitpunkt der Blutentnahme inklusive dem
Dosisaquivalent fir Dopaminagonisten (vgl. (Oertel et al., 2005, S. 23)). Zum Vergleich der
erfassten Gruppeneigenschaften wurde als nicht-parametrischer Lagetest der Mann-Whitney-
Test sowie der Fisher-Exakt-Test durchgefiihrt. Die beiden Gruppen waren hinsichtlich ihrer

Alters- und Geschlechterstruktur unterschiedlich.

Gruppe Gruppe p-Wert
.IPS-Patienten® |, Kontrollen*®
(n=21) (n=9)
Alter (in Jahren) 70 41 0,007
(Median, Interquartilsbereich, | 67,5-77,5 29,5-70
Min./ Max.) 46/ 84 20/ 76
Geschlecht 16/ 5 3/6 0,042
(mannlich/ weiblich)
Leukozytenzahl (n=13) (n=7) NS
(x 2000/pl) 6,71 6,48 (0,91)
(Median, Interquartilsbereich, | 5,32-9,09 4,93-7,83
Min./Max.) 4,25/ 10,22 4,83/ 8,58

Parkinsondauer (in Jahren) |7
(Median, Interquartilsbereich, | 3-12,5

Min./ Max.) 1/ 31
L-Dopa-Dosis (in mg) 300
(Median, Interquartilsbereich, | 0-800
Min./ Max.) 0/ 1400
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1.2. Aufbereitung der Probandenproben zur

durchflusszytometrischen Analyse

1.2.1. Beschaffung des Probandenbluts
Den Patienten wurde ein EDTA- Rohrchen (& 9 ml) Vollblut aus der Vene
abgenommen. Alle Probandenproben wurden dunkel und bei 4C gelagert,
aufbereitet und spatestens 12 h nach Entnahme durchflusszytometrisch
analysiert. Hierfir musste das Probandenblut geeignet aufbereitet werden. Ziel
hierbei war eine effektive Antikbrper-Markierung der Zellen sowie die Reinigung
der Leukozyten von den anderen Blutzellen und Zell-Debris.

1.2.2. Antikérpermarkierung der Proben
Es wurden vier Ansatze in jeweils einem FACS (,Fluorescence Activated Cell
Sorting“)- Rohrchen vorbereitet: Die genaue Beschreibung der verwendeten
Antikdrper (AK) findet sich im Abschnitt ,Materialien®.

Ansatz 1 (Negativkontrolle)

Ansatz 1 diente als Negativkontrolle. Das Vollblut wurde mit zwei Typen von
polyklonalen AK gegen murine Oberflachenstrukturen behandelt. Damit konnte
in der spateren Untersuchung ausgeschlossen werden, dass die verwendeten
Zellen eine unspezifische Antikérperbindung aufweisen.
Im Verlauf der Testreihe wurden die Blutzellen in diesem Ansatz zusatzlich mit
einem AK gegen humanes CD 45 behandelt. CD 45 kommt nur auf Leukozyten
vor und dient zur verbesserten Abgrenzung der Leukozyten von anderen
Blutzellen und Zell-Debris.
Ansatz 1:

- 10 pl Mouse Ig (Immunglobulin) y1 (FITC)

- 10 pl Mouse Ig y1 (PE)

- 3 ul monoklonale AK-LAsung gegen humanes CD45

- 200 pl Vollblut

Ansatze 2 und 3 (Positivkontrolle 1 und 2, Fluoreszenz-Kompensation)

Die Ansatze 2 und 3 dienten als Positivkontrolle fur die verwendeten Farbstoffe

FITC (Fluorescein-lsothiocyanat) und PE (Phycoerythin). Diese Kompensation
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war notwendig, weil die beiden verwendeten Farbstoffe sich in ihrem
Spektralbereich am Rand Uberlagern, d.h. beide Farbstoffe kénnen Licht
derselben Wellenldnge emittieren. Durch die Behandlung des Vollbluts mit
jeweils nur einem Farbstoff in einem Rohrchen kann durch Geratekonfiguration
bei der durchflusszytometrischen Analyse sichergestellt werden, dass die
gemessene Fluoreszenz der richtigen Antikdrperbindung zugerechnet wird.

Der AK war jeweils gegen CD 45 gerichtet. Dadurch konnte spater sichergestellt
werden, dass es sich bei den Zellen, die zur Kompensation ausgewéhlt wurden,

um Leukozyten handelte.

Ansatz 2 (Positivkontrolle 1/ Kompensation):
- 10 pl monoklonale AK-L6sung gegen humanes CD 45 (FITC)
- 200 pl Vollblut
Ansatz 3 ( Positivkontrolle 2/ Kompensation):
- 10 pl monoklonale AK-L6sung gegen humanes CD 45 (PE)
- 200 pl Vollblut

Ansatz 4 (Probe)

- 10 yl monoklonale AK-L6sung gegen humanes CD 34 (FITC)
- 10 pl monoklonale AK-Ldsung gegen humanes CD 133 (PE)
- 3 ul monoklonale AK-L6sung gegen humanes CD 45 (APC)

- 200 pl Vollblut

1.2.3. Erythrozyten-Lyse
Alle Ansatze wurden mittels eines Vortex-Schuttelgerats durchmischt und 30
min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert. Danach wurden allen Ansatzen 2-4 mi
Erythrozyten-Lysepuffer hinzugeflgt. Fur eine suffiziente Lyse der Erythrozyten
ist gutes Durchmischen durch ein Schuttelgerat wesentlich. Anschliel3end

wurden die Ansatze 10 min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert.

1.2.4. Reinigung der markierten Leukozyten
Alle Roéhrchen wurden mit der FACS-Flow-Losung vollstdndig aufgefulit,

zentrifugiert (10 min, 1300 U/min, 20°C) und der Uberstand abgegossen,
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anschlieRend wurden die R6hrchen rigide mit dem Vortex-Gerat geschuttelt, um
eine Lockerung des Zellpellets sowie eine LOsung von Leukozyten von der
Roéhrchenwand zu erreichen. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Es
wurden dann einige Tropfen der FACS-Flow-Lésung in jedes Ro&hrchen
gegeben, womit die Ansatze vollstadndig zur durchflusszytometrischen Analyse
aufbereitet waren.

Alle Proben wurden bei 4C und Dunkelheit gelagert und spatestens 6 h nach

Ende der Aufbereitung durchflusszytometrisch analysiert.
1.3. Durchflusszytometrische Analyse des HSZ-Anteil s

1.3.1. Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, welches ermdéglicht, bestimmte
Eigenschaften von Zellen in kurzer Zeit zu bestimmen. Das Prinzip der Technik

ist in Abb. 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie (aus (Raffael, 1987, S.4)).
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Durch das Prinzip der laminaren Stromung von Flussigkeiten wird erreicht, dass

letztendlich nur eine diinne Schicht mit hintereinander aufgereihten Zellen den

Laserstrahl passiert (sog. hydrodynamische Fokussierung). Wenn die Zelle den

Laserstrahl passiert, bestehen zwei Méglichkeiten, die Zellen zu differenzieren:

Abhéngig von ihrer GroéRe und Granularitat wird der Lichtstrahl
unterschiedlich gestreut, wobei die Grol3e der Zelle mal3geblich fur die
sog. Vorwartsstreuung und die Granularitat der Zelle maf3geblich fur die
s0g. Seitwartsstreuung ist.

Wenn die Zellen mit einem Farbstoff-konjugierten AK markiert sind,
emittiert der Farbstoff aufgrund der Anregung durch den Laser ein
bestimmtes Licht, das gemessen und einer AK-Markierung zugeordnet

werden kann.

1.3.2. Durchfiihrung
Die Zellen wurden mit dem Gerat FACSCalibur Flow Cytometer (Becton

Dickinson, Heidelberg) entsprechend den Angaben des Herstellers analysiert,

die Bearbeitung der Daten erfolgte mit der Cellquest-Software (Becton-

Dickinson) entsprechend den Vorgaben des ISHAGE-Protokolls (vgl.
(Sutherland, Anderson et al. 1996)).
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Abbildung 2: Reprasentatives Beispiel einer durchflusszytometrischen Analyse: Gemaf3 der
Auswertung nach dem ISHAGE-Protokoll gelingt es, aus den Gesamtleukozyten (Diagramm
zweite Reihe oben, rechts) eine abgrenzbare Population von CD34/ CD133-pos. Zellen zu

identifizieren (Diagramm unterste Reihe, rechts).

1.4, Statistische Analyse
Die statistische Analyse der gewonnenen Daten erfolgte mit der Software SPSS
15.0.
Die Angabe der Lage- und Streuungsmalie erfolgte sowohl in der Gruppe ,IPS-
Patienten® wie auch in der Gruppe ,Kontrollen® als Median mit
Interquartilsbereich  (derjenige Bereich, der die mittleren 50 % der

Stichprobenwerte enthalt), Minimum (Min.) und Maximum (Max.).
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Fur alle erhobenen Variablen wurde aufgrund der Fallzahl der Gesamtgruppe
keine Normalverteilung angenommen.

Zum Gruppenvergleich wurde fur intervallskalierte Parameter als nicht-
parametrischer Test der U-Test durchgefuhrt. Fir die Variable Geschlecht als
nominalem Parameter wurde der Fisher-Exact-Test durchgefihrt.

Aufgrund der Ungleichheit der Gruppen hinsichtlich der Variablen Alter und
Geschlecht wurde zum  Gruppenvergleich der HSZ-Werte eine
Kovarianzanalyse mit dem HSZ-Wert als abhéangige Variable, Gruppe als fester
Faktor sowie Alter und Geschlecht als Kovariaten durchgefihrt, trotz der
Nichtannahme der Normalverteilung fir die verwendeten Variablen. Dieses
Vorgehen ist gerechtfertigt (vgl. (Backhaus et al., 2003, S.151)).

Als Nullhypothese wurde zweiseitig gepruft, ob die erklarenden Variablen einen
Einfluss auf die abhangige Variable haben. Eine zweiseitige Priufung wurde
gewabhlt, da ein positiver Einfluss, insb. der Gruppenzugehdrigkeit auf den HSZ-
Wert, mdglich war, aber nicht als héchstwahrscheinlich vorausgesetzt werden
konnte.

Zur Uberpriifung von Korrelationen der Variablen innerhalb der Gesamtgruppe
sowie gegebenenfalls in den Subgruppen wurde der nicht-parametrische
Rangkorrelationskoeffizient ,Spearman’s Rho“ (rho) sowie fur die Variable
Geschlecht die punktbiseriale Korrelation berechnet. Hinsichtlich der
Interpretation der Korrelationskoeffizienten wurde ein Wert von 0-0,2 als sehr
gering, von 0,2-0,4 als gering, von 0,4-0,6 als malig, von 06-0,8 als stark und
von 0,8-1 als sehr stark gewertet (vgl. (Brosius, 2006, S. 519)).

Fur alle angewandten Verfahren wurde ein zweiseitiges Signifikanzniveau von p
< 0,05 als bedeutsam gewahlt.

Die gemessenen HSZ-Werte wurden als konform mit dem formulierten
Normbereich angenommen, wenn der Median und mehr als die Halfte der HSZ-
Werte innerhalb dieses Bereichs, also zwischen 0,003- 0,007 %, lagen.

Eine Erhéhung der HSZ-Werte auf 0,1 % wurde dann angenommen, wenn sich

der Median oberhalb dieses Wertes befand.
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2. Materialien

2.1. Antikorper
m y-1 PE (Phycoerythrin)
(aus Hasen gewonnener AK gegen

murines y-1)

Becton-Dickinson (Heidelberg)

my-1FITC
(Fluoresceinisothiocyanate)
(aus Hasen gewonnener AK gegen

murines y-1)

Becton-Dickinson (Heidelberg)

CD 45-APC (Allophycocyanin) Mouse
Anti-Human Monoclonal Antibody

Becton-Dickinson (Heidelberg)

CD45-FITC Mouse Anti-Human

Monoclonal Antibody

Becton-Dickinson (Heidelberg)

CD 45-PE Mouse Anti-Human
Monoclonal Antibody

Becton-Dickinson (Heidelberg)

CD 34-FITC Mouse Anti-Human
Monoclonal Antibody

Becton-Dickinson (Heidelberg)

CD 133-2-PE Mouse Anti-Human

Monoclonal Antibody

2.2. Verbrauchsmaterialien, Gerate,

Pipetten, Pipettenspitzen

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Sonstiges

Eppendorf (Hamburg)

FACS-R6hrchen

Becton-Dickinson (Heidelberg)

Erythrozyten-Lysepuffer (1:10)

Becton-Dickinson (Heidelberg)

FACS-Flow- Lésung

Becton-Dickinson (Heidelberg)

Zentrifuge (Centrifuge 5810 R)

Eppendorf (Hamburg)

Vortex-Genie 2

Scientific industries (Bohemia, NY,
USA)

FACS Calibur Flow Cytometer

Becton Dickinson (Heidelberg)

Software Cellquest

Becton Dickinson (Heidelberg)

Software SPSS 15.0

SPSS (Minchen)
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Il Ergebnisse

1. Deskriptive statistische Analyse der HSZ-Werte

1.1. HSZ-Werte der Kontrollen
Unter den Kontrollen lag der Median der HSZ-Werte bei 0,00315 % (die
Bezeichnung HSZ-Wert steht fur den Wert des Anteils von ,frihen“ HSZ (in
Prozent an den Gesamtleukozyten)). Der Interquartilsbereich ging von 0,00198-
0,00474 %, das Min. lag bei 0,00125 %, das Max. lag bei 0,00646 %. Der in der
Einleitung als Richtwert formulierte Normbereich reicht von 0,003- 0,007 %. Der
Median der HSZ-Werte lag damit am unteren Ende des Normbereiches. Von
den insgesamt neun HSZ-Werten der Kontrollen lagen funf HSZ-Werte (etwa 56
%) innerhalb des Normbereiches, vier HSZ-Werte (etwa 44 %) lagen unterhalb

des Normbereichs und kein HSZ-Wert (0 %) lag oberhalb des Normbereichs.
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Abbildung 3: Punktdiagramm mit den HSZ-Werten der Kontrollen (n= 9).
.Prozentualer Anteil der HSZ": Anteil der ,frihen* HSZ an den Gesamtleukozyten in Prozent.
Die Linien bei 0,003 % und 0,007 % kennzeichnen den in der Einleitung formulierten
physiologischen Normbereich. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Median der HSZ-Werte
unter den Kontrollen (0,00315 %).

1.2. HSZ-Werte der IPS-Patienten
Unter den IPS-Patienten lag der Median der HSZ-Werte bei 0,00737 % und war
damit etwa 2,3-fach so hoch wie der Median der HSZ-Werte unter den
Kontrollen. Der Interquartilsbereich ging von 0,00553-0,01092 %, das Min. bzw.
Max. lag bei 0,00391 % bzw. 0,01687 %. Der Median lag mit 0,00737 % knapp
oberhalb des Normbereichs (0,003 %- 0,007%).
Von den insgesamt 21 HSZ-Werten der IPS-Patienten lag keiner (0 %)

unterhalb des Normbereichs, im Gegensatz zu den Kontrollen, bei denen 44 %
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der HSZ-Werte darunter lagen. Neun HSZ-Werte (etwa 57 %) lagen innerhalb
und zwolf HSZ-Werte (etwa 43 %) oberhalb des Normbereichs.
Der untere Grenzwert fur die Vermeidung einer G-CSF-Stimulation betragt 0,1

%. Kein HSZ-Wert der IPS-Patienten lag oberhalb dieses Wertes.
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Abbildung 4: Punktdiagramm mit den HSZ-Werten der IPS--Patienten (n= 21).
.Prozentualer Anteil der HSZ": Anteil der ,frihen* HSZ an den Gesamtleukozyten in Prozent.
Die Linien bei 0,003 % und 0,007 % kennzeichnen den in der Einleitung formulierten
physiologischen Normbereich. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Median der HSZ-Werte
unter den IPS-Patienten (0,00737 %).

2. Vergleich von IPS-Patienten und Kontrollen

Die durchgefihrte Kovarianzanalyse (mit dem HSZ-Wert als abhangiger
Variablen und der Gruppenzugehdrigkeit (Vorliegen eines IPS oder nicht), Alter

und Geschlecht als erklarenden Variablen) war hochsignifikant (p= 0,007). Die
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Nullhypothese, es bestehe kein Zusammenhang zwischen dem HSZ-Wert eines
Probanden und den erklarenden Variablen, konnte damit zurtickgewiesen und
das berechnete Modell interpretatorisch verwertet werden. Die Gite des
Modells zeigt sich durch das Bestimmtheitsmald R2, welches bei 0,36 lag. Die
Unterschiede der HSZ-Werte konnten also zu 36 % durch dieses Modell erklart
werden.

Die Gruppenzugehoérigkeit war als erklarende Variable signifikant (p= 0,047).
Das Vorliegen eines IPS hatte damit Einfluss auf die Unterschiede der HSZ-
Werte. Alter und Geschlecht waren als erklarende Variablen nicht signifikant (p=
0,311 bzw. p= 0,970) Dies bedeutet, dass durch diese Variablen die
unterschiedlichen HSZ-Werte nicht erklart werden konnten.

Es bleibt damit festzuhalten, dass der bei den IPS-Patienten etwa 2,3-fach
hohere Median der HSZ-Werte, trotz der unterschiedlichen Alters- und
Geschlechterstruktur der beiden Gruppen, auf das Vorliegen des IPS
zuruckgefuihrt werden konnte. Dieses Ergebnis hatte sich bereits bei der

deskriptiven Analyse der HSZ-Werte in den beiden Gruppen angedeutet.
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Abbildung 5: Darstellung der Verteilung der HSZ-Werte mit Boxplots, aufgeteilt nach den
Gruppen. ,Prozentualer Anteil der HSZ": Anteil der ,friihen* HSZ an den Gesamtleukozyten in
Prozent. Die Linien bei 0,003 % und 0,007 % kennzeichnen den in der Einleitung formulierten

physiologischen Normbereich.

3. Korrelationsanalysen

3.1. Korrelationen der HSZ-Werte mit demographische  n und
klinischen Parametern in der Gesamtgruppe (n= 30)
Es wurde in der Gesamtgruppe (n= 30) analysiert, ob ein Zusammenhang der
Parameter Alter, Geschlecht und Leukozytenzahl mit dem HSZ-Wert bestand.
Dabei war die Leukozytenzahl nur von 20 der 30 Probanden (13 IPS-Patienten

und sieben Kontrollen) bekannt.
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Es bestand ein signifikanter, maRig ausgepragter Zusammenhang (p= 0,002,
rho= 0,55) zwischen dem Alter und dem HSZ-Wert eines Probanden. Der HSZ-
Wert eines Probanden war also mit mafiiger Auspragung umso héher, je alter
der Proband war.

Méanner hatten in geringem Male hohere HSZ-Werte als Frauen; dieser
Zusammenhang war aber nicht signifikant (p= 0,26, rho= (-) 0,21).

Zwischen der Hohe der Leukozytenzahl und dem HSZ-Wert eines Probanden
bestand nur ein sehr geringer und nicht signifikanter Zusammenhang (n= 20, p=
0,72, rho= 0,09).

Tabelle 2: Korrelationen in der Gesamtgruppe
.20 HSZ"= Anteil der ,frihen* HSZ an den Gesamtleukozyten; ,Leukozytenzahl“= Leukozyten
pro pl Vollblut (fir die Variable Geschlecht punktbiseriale Korrelation (mit mannlich= 1, weiblich=

2); Angabe des Korrelationskoeffizienten nach Spearman; NS= nicht signifikant).

Alter Geschlecht Leukozyten-
zahl (n= 20)
0 orrelations- , -) 0, ,
% HSZ Korrelati 0,55 (-)0,21 0,09
koeffizient
p-Wert 0,002 0,26 (NS) 0,72 (NS)
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Abbildung 6: Punktdiagramm mit den Variablen Alter (in Jahren) und ,prozentualer Anteil der
HSZ* (= Anteil der ,frihen" HSZ an den Gesamtleukozyten in Prozent) in der Gesamtgruppe. Es
besteht ein méRig ausgepragter Zusammenhang zwischen dem Alter und dem HSZ-Wert der
Probanden.

Mdgliche Zusammenhénge der HSZ-Werte mit den in der Gesamtgruppe
gepriften Variablen wurden auch in den beiden Subgruppen getrennt
untersucht. Dieses Vorgehen war notwendig, um auszuschlieRen, dass der
gefundene Zusammenhang zwischen den HSZ-Werten und dem Alter in der
Gesamtgruppe auf die unterschiedliche Altersstruktur der beiden Gruppen
zurtckzufihren war. Die IPS-Patienten waren alter als die Kontrollen, und das
Vorliegen eines IPS hatte, wie oben gezeigt, einen positiven Einfluss auf die

Auspragung der HSZ-Werte.
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3.2. Korrelationen der HSZ-Werte mit demographische  nund
klinischen Parametern in der Gruppe ,IPS-Patienten* (n=21)

In der Gruppe der IPS-Patienten zeigte sich, im Gegensatz zur Gesamtgruppe,
kein signifikanter Zusammenhang zwischen den HSZ-Werten und dem Alter der
Patienten (p= 0,07). Altere Patienten hatten in dieser Stichprobe zwar eher
hohere HSZ-Werte, allerdings geringer ausgepragt als in der Gesamtgruppe
(rho=0,4) und statistisch nicht bedeutsam.
Die HSZ-Werte waren, nicht signifikant (p= 0,94 bzw. p= 0,8), tendenziell hdher,
wenn der Proband mannlich war, bzw. je geringer seine Leukozytenzahl war.
Diese Zusammenhange waren aber nur sehr schwach ausgepragt (rho= (-)
0,18, bzw. rho= (-) 0,08 (n= 13)).
Zudem hatten Patienten tendenziell umso hohere HSZ-Werte, je langer ihr IPS
dauerte und je hoher ihre L-Dopa-Dosis war, allerdings nicht signifikant und in
sehr geringem Ausmal’ (p= 0,6, rho= 0,12 bzw. p= 0,53, rho=0,15).

Tabelle 3: Korrelationen in der Gruppe ,IPS-Patienten*:
.20 HSZ"= Anteil der ,frihen* HSZ an den Gesamtleukozyten; ,Leukozytenzahl“= Leukozyten
pro ul Vollblut; ,Parkinsondauer“= Dauer des IPS; ,L-Dopa-Dosis“= Dosis von L-Dopa inklusive
dem Dosisaquivalent fir Dopaminagonisten (vgl. (Oertel, W.H. et al., S. 23)). (fir die Variable
Geschlecht punktbiseriale Korrelation (mit mannlich= 1, weiblich= 2); Angabe des

Korrelationskoeffizienten nach Spearman; NS= nicht signifikant).

Alter Geschlecht | Leukozytenzahl | Parkinson- L-Dopa-
(n=13) dauer Dosis
% HSZ | Korrelations- | 0,4 (-) 0,18 (-) 0,08 0,12 0,15
koeffizient
p-Wert 0,07 0,94 (NS) 0,8 (NS) 0,6 (NS) 0,53 (NS)
(NS)
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Abbildung 7: Punktdiagramm mit den Variablen Alter (in Jahren) und ,prozentualer Anteil der
HSZ" (= Anteil der ,frihen* HSZ an den Gesamtleukozyten in Prozent) unter den IPS-Patienten.

Es besteht kein Zusammenhang zwischen den beiden Variablen (rho= 0,4, p= 0,07).

3.3. Korrelationen der HSZ-Werte mit demographische  nund
klinischen Parametern in der Gruppe ,Kontrollen* (n =9)
Auch unter den Kontrollen konnte kein signifikanter Zusammenhang von HSZ-
Werten und dem Alter der Probanden festgestellt werden (p= 0,55); zwar zeigte
sich, dass die HSZ-Werte von jungeren Kontrollen eher héher waren, allerdings
war diese Beziehung nur gering ausgepragt (rho= (-) 0,23).
Zudem konnte kein signifikanter Zusammenhang von HSZ-Werten und
Geschlecht bzw. Leukozytenzahl der Kontrollen festgestellt werden (p= 0,42
bzw. p= 0,48). Es zeigte sich zwar, dass die weibliche Kontrollen und Kontrollen
mit grolBerer Leukozytenzahl hdéhere HSZ-Werte hatten, allerdings nur in

geringer Auspragung (rho= 0,31 bzw. rho= 0,32 (n=7)).
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Tabelle 4: Korrelationen in der Gruppe ,Kontrollen®:

,%0 HSZ"= Anteil der ,friihen* HSZ an den Gesamtleukozyten; ,Leukozytenzahl‘= Leukozyten

pro ul Vollblut (fiir die Variable Geschlecht punktbiseriale Korrelation (mit mannlich= 1, weiblich=

2); Angabe des Korrelationskoeffizienten nach Spearman; NS= nicht signifikant).

Alter Geschlecht Leukozytenzahl
(n=7)
% HSZ Korrelations- (-) 0,23 0,31 0,32
koeffizient
p-Wert 0,55 (NS) 0,42 (NS) 0,48 (NS)
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IV Diskussion

Mehrere Arbeiten der letzten Jahre lassen es mdglich erscheinen, dass sich
humane ,frGhe“ h&dmatopoetische Stammzellen (HSZ) zur Etablierung von
zellularen Parkinson-Modellen eignen (s. Einleitung). Voraussetzung hierfir ist,
dass aus dem peripheren Blut des Spenders eine ausreichende Anzahl an HSZ
gewonnen werden kann. Aufgrund von Erkenntnissen aus anderen
Erkrankungen erschien es moglich, dass der Anteil von HSZ bei Patienten mit
Parkinson-Syndrom in einem solchen Mal3e erhoht ist (ndmlich auf 0,1 % der
Gesamtleukozyten), dass die Bedingungen zur Etablierung eines zellularen
Parkinson-Modells deutlich erleichtert waren. Ubergeordnete Zielsetzung der
vorgelegten Arbeit war somit die Uberpriifung des Anteil von HSZ im peripheren
Blut von IPS-Patienten. Dadurch wurde geklart, ob IPS-Patienten als Spender
von HSZ, die dann zur Etablierung eines zellularen Parkinson-Modells

verwendet werden kdnnten, besonders geeignet sind.
1. Diskussion der Ergebnisse

1.1. Verteilung der HSZ-Werte

1.1.1. Verteilung der HSZ-Werte in der Gruppe ,Kont rollen®

Der Median der HSZ-Werte unter den Kontrollen lag bei 0,00315 %, wobei von
den neun HSZ-Werten funf (etwa 56 %) innerhalb des Normbereichs lagen.
Damit kann gemafl den im Abschnitt ,Methoden* formulierten Vorgaben
angenommen werden, dass sich die HSZ-Werte der Kontrollen innerhalb dieses
Bereichs befanden.

Es muss aber, wie bereits in der Einleitung dargestellt, betont werden, dass der
formulierte Normbereich keinesfalls als etabliert angesehen werden darf. Der
Normbereich sollte als Richtwert flr die Validitat der eigenen Messungen
dienen. Die wesentliche Aussage der oben gezeigten Ergebnisse ist somit, dass
die durchgefuihrte durchflusszytometrische Analyse des HSZ-Anteils gemaf
dem ISHAGE-Protokoll korrekt war.

50



1.1.2. Verteilung der HSZ-Werte in der Gruppe ,IPS- Patienten®

In der Gruppe der IPS-Patienten lag der Median der HSZ-Werte bei 0,00737 %
und war damit, als wesentliche Aussage der dargestellten Ergebnisse, etwa 2,3-
fach so hoch wie derjenige der Kontrollen. Da der Median und mehr als die
Halfte aller HSZ-Werte (14 von 25, etwa 57 %) oberhalb des Normbereichs
lagen, kann angenommen werden, dass die HSZ-Werte der IPS-Patienten tber
dem physiologischen Normbereich lagen.

Wie in der Einleitung ausgefuhrt, ist zur Vermeidung einer G-CSF-Stimulation
ein Anteil von min. 0,1 % notwendig. Der Median der HSZ-Werte unter den IPS-
Patienten war mit 0,00737 % von diesem Wert um mehr als den Faktor 13
entfernt. Der Maximalwert lag bei 0,01687 % und ist von 0,1 % etwa um den

Faktor 6 entfernt.

Patienten mit monogenetischem Parkinson-Syndrom

Zusatzlich zu den 21 IPS-Patienten wurden im Rahmen der Messreihe auch die
HSZ-Werte von drei Patienten mit monogenetischem Parkinson-Syndrom
bestimmt. Unter den drei Patienten befanden sich zwei mit PARK8-Parkinson-
Syndrom, ihre HSZ-Werte betrugen 0,0157 % und 0,0081 %, sowie ein Patient
mit PARK2-Parkinson-Syndrom, sein HSZ-Wert betrug 0,0009 %. Da es sich
bei diesen Messungen um Einzelbeobachtungen handelt und keine induktive
statistische Analyse mdglich ist, werden sie als Erganzung im Diskussionsteil
aufgefihrt. Es ist festzuhalten, dass der HSZ-Wert des Patienten mit PARK2-
Parkinson-Syndrom, also einer Mutation im Parkinson-Gen Parkin, mit 0,0009
% niedriger als der Minimalwert der Gesamtgruppe war (0,00125 %). Die HSZ-
Werte der Patienten mit PARKS8-Parkinsonismus, also einer Mutation des
Parkinson-Gens LRRK2, waren mit 0,0157 % und 0,0081 % hoher als der
Median der IPS-Patienten (0,00737 %). Beide HSZ-Werte lagen aber unter dem
Maximalwert (0,01687 %) der IPS-Patienten und damit ebenfalls deutlich
entfernt vom unteren Grenzwert von 0,1 % zur Vermeidung einer G-CSF-
Stimulation.

Es ergibt sich damit kein Hinweis auf einen (fur die Ubergeordnete
Fragestellung bedeutsamen) Unterschied der HSZ-Werte von Patienten mit
PARKS8- oder PARK2-Parkinsonismus im Vergleich zu IPS-Patienten. Auch gibt
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es nach Kenntnis des Autors aktuell keine publizierten Daten, die eine
Abweichung der HSZ-Werte bei diesen (oder anderen monogenetischen

Parkinson-Syndromen) wahrscheinlich erscheinen lassen.

1.1.3. Beurteilung

Die Analyse der Verteilung der HSZ-Werte unter den Kontrollen zeigte, dass die
durchgefiihrte durchflusszytometrische Bestimmung der HSZ-Werte gemaf
dem ISHAGE-Protokoll korrekt war. Die HSZ-Werte von IPS-Patienten lagen
leicht Gber dem in der Einleitung formulierten Normbereich. Wesentlich ist der
etwa 2,3-fach hohere Median der HSZ-Werte von IPS-Patienten im Vergleich zu
den Kontrollen. Dennoch bendtigen IPS-Patienten eine G-CSF-Stimulation, um
eine ausreichende Zahl an HSZ zur Etablierung eines zellularen Parkinson-
Modells zu gewinnen (dies gilt mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch fur
Patienten mit einem PARK2- oder PARK8-Parkinson-Syndrom).

Die G-CSF-Gabe an Probanden zu Forschungszwecken sollte zwar vermieden
werden, ist aber vertretbar (vgl. die Einleitung mit Ausfihrungen zum
Nebenwirkungsprofil von G-CSF). Sollte sich in Zukunft zeigen, dass sich das
Parkinsonmodell auf Basis von HSZ bewéhrt, missten also auch IPS-Patienten
(ebenso wie gesunde Probanden) eine G-CSF-Stimulation erhalten.

1.2. Diskussion des Gruppenvergleichs

Aufgrund der unterschiedlichen Alters- und Geschlechterstruktur der beiden
Gruppen wurde zum Vergleich der HSZ-Werte eine Kovarianzanalyse
durchgefuhrt.

1.2.1. Ergebnisse
Das berechnete Modell der Kovarianzanalyse war mit p= 0,007 hochsignifikant.
Die Nullhypothese, es bestehe kein Einfluss der eingesetzten Variablen
(Gruppenzugehdrigkeit, Alter und Geschlecht) auf den HSZ-Wert, konnte damit
zurickgewiesen werden. Der Einfluss der Gruppenzugehdérigkeit auf die HSZ-
Werte war signifikant (p= 0,047), wahrend die Variablen Alter und Geschlecht
keinen signifikanten Einfluss auf die HSZ-Werte hatten (p= 0,31 bzw. 0,97).
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Damit konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen eines IPS bei einem
Probanden, im Gegensatz zu seinem Alter oder seinem Geschlecht, einen
Einfluss auf die Hohe der HSZ-Werte hat. Der Median der HSZ-Werte von IPS-
Patienten war etwa 2,3-fach so hoch wie derjenige der Kontrollen, was auf
einem statistisch signifikanten Unterschied der HSZ-Werte in den beiden

Gruppen beruhte. Es ist fraglich, wie dieser Unterschied zu bewerten ist.

1.2.2. Mdgliche Analogien zu anderen Erkrankungen

Es gibt bisher nach Kenntnis des Autors keine veréffentlichten Daten zum Anteil
von HSZ im Rahmen des Parkinson-Syndroms, anderer neurodegenerativer
Erkrankungen oder neurologischer Erkrankungen im Allgemeinen. Von
Bedeutung sind deswegen Erkenntnisse aus anderen Erkrankungen, bei denen
Besonderheiten des HSZ-Anteils beobachtet wurden. Wesentlich sind dabei
Arbeiten, die sich mit Stammzellen im peripheren Blut bei Patienten mit Z.n.
akutem Myokardinfarkt (AMI) beschaftigen.

Erhohter Anteil von zirkulierenden Stammzellen bei Patienten mit Z.n. akutem
Myokardinfardt

Es wurde festgestellt, dass der Anteil an CD34-pos. Stammzellen im peripheren
Blut bei Patienten mit Z.n. AMI erhdht ist (Shintani, Murohara et al. 2001). Das
Interesse der kardiologischen Forschung richtet sich dabei vor allem auf
physiologische Reparaturmechanismen und mdgliche Zellersatztherapien, die
mit diesen zirkulierenden Stammzellen in Verbindung gebracht werden (Orlic,
Kajstura et al. 2001). Allerdings waren diese Zellen CD45-neg., d.h., sie kbnnen
nicht als HSZ klassifiziert werden. Sie werden als ,Epithelial Progenitor Cells*

(EPC, engl. Abk. fur Epithel-Vorlauferzellen) bezeichnet.

HSZ-Anteil bei Patienten mit Z.n. AMI

In der Arbeit von (Grundmann, Scheid et al. 2007) wurde erstmalig der Anteil
von verschiedenen HSZ-Subtypen bei Patienten mit Z.n. AMI systematisch
untersucht. Es wurde der Anteil von CD45/ CD34-pos. HSZ und CD45/ CD34/
CD133-pos. (,frihen®) HSZ bestimmt. Bei den Probanden handelte es sich um
Patienten mit Z.n. AMI (Gruppe ,AMI“, n= 10 (8 Manner, 2 Frauen), mittleres

Alter 59 +/- 5 Jahre) und um Patienten mit stabilen pektanginésen Beschwerden
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(Gruppe ,Kontrollen“, n= 12 (10 Manner, 2 Frauen), mittleres Alter 66 +/- 2
Jahre). In der Gruppe ,AMI* und in der Gruppe ,Kontrollen* wurde direkt nach
Auftreten des AMI ein Anteil von ,frihen* HSZ in H6he von 0,0045 bzw. 0,0078
% der Gesamtleukozyten gefunden. Dieser Anteil erhdhte sich in der Gruppe
LAMI“ am vierten Tag nach Auftreten des Ereignisses auf 0,016 %, also um das

etwa 3,5-fache.

1.2.3. Beurteilung
In der vorgelegten Arbeit zeigte sich ein etwa 2,3-fach erhdohter Median der
HSZ-Werte von IPS-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen. Diese Erhdhung
liegt in einem &hnlichen Bereich wie das Ergebnis der Arbeit von (Grundmann,
Scheid et al. 2007) (3,5-fache Erhdhung der HSZ-Werte in der Gruppe ,AMI*
am vierten Tag nach Auftreten des Ereignisses (0,016 %) im Vergleich zu den
initialen Werten (0,0045 %)).
Bei allen offensichtlichen  Unterschieden  zwischen den  Dbeiden
Krankheitsentitaten erscheint es zulassig, nach Analogien der Ursachen fur die
ahnliche Auspragung der HSZ-Werte in den beiden Patientengruppen zu
suchen. Die erhéhten Werte von zirkulierenden Stammzellen bei Patienten mit
Z.n. AMI werden durch ihre physiologische Funktion im Rahmen der
Erkrankung erkléart; so ist bekannt, dass sie eine reparative Wirkung auf das
Endothel besitzen (Urbich and Dimmeler 2004).
Sowohl das IPS als auch der Z.n. AMI sind Zustande, bei denen es im Rahmen
der Erkrankung zu Zelluntergang kommt, was fur den Organismus ein Signal
zur Regeneration darstellt. Es erscheint mdglich, dass bei bestimmten
Zustanden der korperlichen Regeneration eine leichte Erhéhung des HSZ-
Anteils im peripheren Blut auftritt.
Dabei gilt aber zu bedenken, dass es bisher, im Gegensatz zum Z.n. AMI, beim
IPS keine Hinweise darauf gibt, dass HSZ eine funktionelle Bedeutung im
Rahmen der Regeneration haben kénnten. Eine solche Funktion der HSZ fur
das IPS oder das Parkinson-Syndrom im Allgemeinen erschlief3t sich auch nicht
unmittelbar.
Die signifikante Erh6hung der HSZ-Werte bei IPS-Patienten im Vergleich zu

den Kontrollen wurde durch eine Kovarianzanalyse festgestellt. Diese zeigte,
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dass die unterschiedlichen HSZ-Werte von dem Vorliegen eines IPS abhangig
waren und die unterschiedliche Alters- und Geschlechterstruktur der beiden
Gruppen keinen Einfluss auf die HSZ-Werte hatte. Durch das berechnete
Modell konnten die unterschiedlichen HSZ-Werte aber nur zu 36 % erklart
werden (dieser Wert ergibt sich aus dem Bestimmtheitsmall3 R?). Es gab also
jenseits vom Vorliegen eines IPS (und dem nicht mal3geblichen Alter und
Geschlecht der Probanden) Faktoren, welche einen Einfluss auf die
Auspragung der HSZ-Werte hatten.

Bei der Interpretation der etwa 2,3-fach erhbhten HSZ-Werte von IPS-Patienten
muss daher mit Zuriickhaltung vorgegangen werden. Die Erh6hung stimmt in
etwa mit derjenigen von Patienten mit Z.n. AMI Uberein. Zwar wurde ein
Einfluss des IPS auf die erhdohten HSZ-Werte in der vorgelegten Arbeit
nachgewiesen, es gibt aber momentan, im Gegensatz zum Z.n. AMI, kein
Erklarungsmodell, welches eine Funktion der HSZ im Rahmen des IPS liefert.
Die Erhdéhung der HSZ-Werte bei IPS-Patienten hat zumindest zur Zeit keine

klinische oder sonstige Relevanz und ihre Griinde bleiben fraglich.

1.3. Diskussion der Korrelationsprifung
In der vorgelegten Arbeit wurde Uberprift, ob eine Abhangigkeit der HSZ-Werte
von verschiedenen, mdglicherweise relevanten Parametern bestand. Bei der
Auswahl der Parameter waren wiederum Erkenntnisse aus Arbeiten uUber

Patienten mit Z.n. AMI nutzlich.

1.3.1. Einflussfaktoren auf den HSZ-Anteil bei Pati  enten mit Z.n. AMI

Von den EPC als zirkulierende, CD34-pos. Stammzellen ist u.a. bekannt, dass
sie einen negativen Zusammenhang mit dem Alter und der Anzahl an
kardiovaskularen Risikofaktoren aufweisen (vgl. als Ubersicht (Wojakowski and
Tendera 2005)).

In der Arbeit von (Turan, Brehm et al. 2007) wurden Einflussfaktoren speziell fur
den Anteil von HSZ im peripheren Blut analysiert. Dabei wurde der Anteil von
CD45/ CD34-pos. Zellen und CD45/ CD133-pos. Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Die in der vorgelegten Arbeit gewahlte Klassifizierung der ,frihen*
HSZ als CD45/ CD34/ CD133-pos. Zellen wurde dabei nicht angewandt. Da
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aber, wie in der Einleitung ausgefuhrt, die ,frihen” (= ,doppelt positiven*) HSZ
als Schnittmenge der ,einfach positiven* HSZ in einem &ahnlichen Bereich wie
diese liegen, sind die Ergebnisse der Arbeit vergleichbar.

Es wurde eine Korrelationsanalyse in der Gruppe der Patienten mit Z.n. AMI am
ersten Tag nach Auftreten des Ereignisses durchgefihrt (zu diesem Zeitpunkt
unterschied sich der HSZ-Anteil der Patienten nicht von demjenigen der
Kontrollen, und in beiden Gruppen wurde keine Korrelationsanalyse im weiteren
Verlauf nach Auftreten des Ereignisses durchgefihrt):

- Es bestand ein malig ausgepragter negativer Zusammenhang zwischen
dem HSZ-Wert und dem Alter (sowie der Anzahl an kardiovaskuléaren
Risikofaktoren) der Probanden (fur beide HSZ-Subtypen).

- Es bestand ein gering ausgepragter, negativer Zusammenhang zwischen
dem HSZ-Wert und der Leukozytenzahl sowie dem CRP-Wert (allerdings
nur bei CD45/ CD34-pos. HSZ, nicht bei CD45/ CD133-pos. HSZ).

(alle aufgefuihrten Ergebnisse ausfihrlich bei (Turan, Brehm et al. 2007).

Als Zusammenfassung der Erkenntnisse Uber Einflussfaktoren auf HSZ (bzw.
zirkulierende, CD34-pos. Stammzellen) bei Patienten mit Z.n. AMI lasst sich
festhalten, dass es einen maRig ausgepragten negativen Zusammenhang von
HSZ-Wert und Alter sowie einen fraglichen geringen Zusammenhang von HSZ-
Wert und Entziindungsparametern gibt.

Dabei hat sich fur die genannten Zusammenhange zwischen Alter, Anzahl an
kardiovaskularen Risikofaktoren und HSZ-Werten der Probanden ein
Erklarungsmodell etabliert. So sind das Alter und die kardiovaskularen
Risikofaktoren insofern miteinander verbunden, als dass mit dem Alter die
Anzahl der Risikofaktoren steigt (und das Alter selbst einen wesentlichen
Risikofaktor darstellt). Weiterhin ist bekannt, dass mit zunehmendem Alter die
Endothelfunktion abnimmt und vermehrt Endothell&sionen auftreten (Rauscher,
Goldschmidt-Clermont et al. 2003). Aufgrund der vermehrten L&asionen mit
konsekutiver Stammzellmobilisierung kommt es zu einer allmahlichen
Erschopfung des ,Stammzell-Reservoirs® (Hill, Zalos et al. 2003), so dass bei
alteren Patienten der physiologische HSZ-Anteil geringer ist als bei jingeren

Personen.
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1.3.2. Ergebnisse der Korrelationsanalyse

In der Gesamtgruppe (n= 30) wurden die Eigenschaften Alter, Geschlecht und
Leukozytenzahl erhoben. Die Leukozytenzahl konnte nur von 20 der 30
Probanden (13 IPS-Patienten und sieben Kontrollen) erhoben werden.

In der Gesamtgruppe bestand ein mittelgradig ausgepragter, positiver
Zusammenhang zwischen dem Alter der Probanden und den HSZ-Werten
(Korrelationskoeffizient rho= 0,55, p= 0,002). Aufgrund der unterschiedlichen
Altersstruktur der beiden Gruppen (und dem in der vorgelegten Arbeit
nachgewiesenen Einfluss der Gruppenzugehorigkeit, also dem Vorliegen eines
IPS oder nicht, auf die Auspragung der HSZ-Werte), wurde dieser
Zusammenhang auch in beiden Subgruppen getrennt untersucht. Dabei konnte
weder unter den IPS-Patienten noch unter den Kontrollen ein signifikanter
Zusammenhang nachgewiesen werden. Ebenso konnte weder beziglich des
Geschlechts der Probanden noch ihrer Leukozytenzahl ein signifikanter
Zusammenhang mit den HSZ-Werten festgestellt werden. Zudem waren die
berechneten Korrelationskoeffizienten gering ausgepragt (rho= (-) 0,21 bzw.
rho= 0,09).

Unter den IPS-Patienten konnte weder fur die Dauer des IPS noch fur die L-
Dopa-Dosis einen signifikanter Zusammenhang mit den HSZ-Werten
festgestellt werden auf. Die berechneten Korrelationskoeffizienten waren

minimal ausgepragt (rho= 0,12 bzw. rho= 0,15).

1.3.3. Beurteilung

Der in der Gesamtgruppe vorhandene Zusammenhang zwischen den HSZ-
Werten der Probanden und ihrem Alter, war (separat gepruft) weder unter den
IPS-Patienten noch unter den Kontrollen zu finden. Damit l&sst sich festhalten,
dass der festgestellte Zusammenhang in der Gesamtgruppe auf den
unterschiedlichen Altersaufbau der beiden Gruppen zurtickzufihren war.

Dieses Ergebnis stimmt nicht mit der Arbeit von (Turan, Brehm et al. 2007) tUber
Patienten mit Z.n. AMI Uberein, die einen mittelgradig ausgepragten negativen
Zusammenhang zwischen dem Alter und den HSZ-Werten der Patienten zeigte.
Dabei muss man jedoch, wie oben dargestellt, berticksichtigen, dass Analogien
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zwischen den beiden Krankheitsentitaten maoglich erscheinen, insbesondere
aber die physiologische Funktion der HSZ im Rahmen des IPS fraglich bleibt.

In der Arbeit von (Grundmann, Scheid et al. 2007) wurde zudem in einer
Gruppe von jungen Kontrollen (n= 7 (3 Manner, 4 Frauen), mittleres Alter 26 +/-
2 Jahre) ein Anteil von ,frihen* HSZ in Hohe von 0,0214 % gefunden (in der
vorgelegten Arbeit lag unter den Kontrollen (mit einem medianen Alter von 41
Jahren) der Median der HSZ-Werte bei 0,00315 %). Diese sehr hohen HSZ-
Werte bei jungen gesunden Probanden konnten in der vorgelegten Arbeit nicht
bestatigt werden. Unter den Kontrollen befanden sich zwei Probanden im Alter
von 20 bzw. 23 Jahren mit HSZ-Werten von 0,0033 % bzw. 0,0052 %, so dass
eine Tendenz zu deutlich erhéhten HSZ-Werten bei jungen Kontrollen
zumindest nicht offensichtlich ist.

In der vorgelegten Arbeit bestand kein Zusammenhang zwischen der
Leukozytenzahl und den HSZ-Werten der Probanden. Dies entspricht in etwa
den Ergebnissen der Arbeiten Uber Patienten mit Z.n. AMI, bei denen nur in
einer Subgruppe der HSZ ein (schwach ausgepragter) Zusammenhang von
Entzindungsparametern und HSZ-Werten gefunden werden konnte.
Abschliel3end lasst sich festhalten, dass fur die in der vorgelegten Arbeit
Uberpriften Probandeneigenschaften Alter, Geschlecht, Leukozytenzahl,
Parkinsondauer und L-Dopa-Dosis kein signifikanter Einfluss auf die
Auspragung der HSZ-Werte gezeigt werden konnte. Auf welchen weiteren
Faktoren (neben dem Vorliegen eines IPS), die gemall dem Ergebnis der
Kovarianzanalyse vorhanden gewesen sein mussen, die Auspragung der HSZ-
Werte beruhte, ist unklar. Damit bleibt auch die Frage unbeantwortet, ob und
gegebenenfalls welche spezifischen Charakteristika des IPS fir die Erhéhung

der HSZ-Werte unter den IPS-Patienten verantwortlich waren.
2. Ausblick

2.1. Auspragung der HSZ-Werte bei anderen Parkinson  -Syndromen
Im Rahmen der durchgefihrten Messreihe wurden auch die HSZ-Werte von
drei Patienten mit monogenetischem Parkinson-Syndrom bestimmt. Die zwei

Patienten mit einer Mutation im Parkinson-Gen LRRK2 hatten HSZ-Werte von
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0,0157 % und 0,0081 %, womit beide Werte tber dem Median der HSZ-Werte
unter den IPS-Patienten (0,00737 %) lagen. Auch wenn sich daraus ein Anhalt
dafur ergibt, dass Patienten mit LRRK2-Mutation héhere HSZ-Werte als IPS-
Patienten haben kdnnten, bleibt fraglich, ob eine induktiv-statistisch verwertbare
Uberprifung der HSZ-Werte bei solchen Patienten sinnvoll ist. Vorrangiges Ziel
hierbei ware, ebenso wie in der vorgelegten Arbeit, die Uberpriifung der
besonderen Eignung als HSZ-Spender. Da beide HSZ-Werte aber unter dem
Maximalwert der IPS-Patienten (0,01687 %) lagen, gibt es keinen Anhalt dafur,
dass bei Patienten mit LRRK2-Mutation die HSZ-Werte in einem solchen Malie
erhoht sein konnten (namlich auf > 0,1 %), dass eine G-CSF-Stimulation
vermeidbar ware. Auch gibt es in der Literatur keinen Hinweis darauf, dass im
Falle einer LRRK2-Mutation oder einer anderen Form des Parkinson-Syndroms
die Auspragung der HSZ-Werte verandert sein kdnnte.

In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass IPS-Patienten als
maogliche HSZ-Spender ebenso wie andere Personen eine G-CSF-Stimulation
bendtigen. Das gleiche Ergebnis ist aus momentaner Sicht fur alle anderen
Formen des Parkinson-Syndroms sehr wahrscheinlich, so dass
Untersuchungen diesbeziiglich nicht vielversprechend erscheinen.

2.2. Einflussfaktoren auf die erhéhten HSZ-Werte be i IPS-Patienten
Unter den IPS-Patienten konnte fur die Dauer des IPS und die L-Dopa-Dosis
(als parkinsonspezifische Eigenschaften) kein Einfluss auf die Auspragung der
HSZ-Werte nachgewiesen werden. Eine weitergehende Untersuchung der
hoheren HSZ-Werte bei IPS-Patienten durch Studien mit gréReren Fallzahlen
oder die Uberprifung weiterer (parkinsonspezifischer und sonstiger)
Einflussfaktoren auf die Auspragung der HSZ-Werte ist zu diskutieren. Es muss
aber bedacht werden, dass momentan kein klinischer oder sonstiger Nutzen der
festgestellten Erh6hung der HSZ-Werte bei IPS-Patienten offensichtlich ist.

2.3. Entwicklung des Gesamtprojekts
Ob die eigentliche Relevanz der in der vorgelegten Arbeit Uberpriften Frage
zuklnftig bestehen bleibt oder sich vergréRert, hangt davon ab, inwieweit es

gelingt, die ersten gewonnenen  Erkenntnisse  hinsichtlich  des
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Transdifferenzierungspotentials von HSZ in Neuronen-dhnliche Zellen mit
dopaminergen Eigenschaften zu bestatigen und auf dieser Basis ein zellulares
Parkinson-Modell zu etablieren. Aufgrund der Ergebnisse der vorgelegten Arbeit
missen nach heutigem Kenntnisstand aber auch IPS-Patienten, um als HSZ-

Spender zu fungieren, vorher eine G-CSF-Stimulation erhalten.
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Teil 2: Verwendung von Leukozyten zur
Erforschung der LRRK2-Funktion

| Einleitung

1. LRRK2 als wichtiges ,Parkinson-Gen*

Seit etwa zehn Jahren wird eine wachsende Zahl an Genen entdeckt, von
denen Mutationen bekannt sind, die hereditire Parkinsonsyndrome
verursachen (vgl. Allgemeiner Teil, Einleitung). Im Jahr 2004 wurden erstmalig
Mutationen im Gen LRRK2 (,leucine rich repeat kinase 2“) beschrieben
(Zimprich, Biskup et al. 2004) (Paisan-Ruiz, Jain et al. 2004). Das dadurch
verursachte Parkinson-Syndrom wird entsprechend der Nomenklatur als
PARKS8-Parkinson-Syndrom bezeichnet, sein Erbgang ist autosomal-dominant
(vgl. OMIM # 609007). Der Genlokus war 2002 in Japan entdeckt worden
(Funayama, Hasegawa et al. 2002).

1.1. LRRK2-Mutationen

Mittlerweile sind mehr als 50 kodierende Varianten von LRRK2 beschrieben
worden, von denen zur Zeit funf als (sicher pathogene) Mutationen angesehen
werden (R1441C, R1441G, Y1699C, G2019S, 12020T) (Giasson and Van
Deerlin 2008) (Biskup and West 2008). Es ist anerkannt, dass LRRK2-
Mutationen der haufigste Grund fur familidre Parkinson-Syndrome sind (Gasser
2007). Die Untersuchung einer deutschen Population ergab, dass LRRK2-
Mutationen fir etwa 13 % aller autosomal-dominant vererbten familiaren
Parkinson-Syndrome verantwortlich waren (Berg, Schweitzer et al. 2005).

Die haufigste Mutation ist die Mutation G2019S im Exon 41, welches sich in der
Kinase-Domane von LRRK2 befindet (s.u.). Es handelt sich also um eine
.,missense“-Mutation, durch welche die bei der Wildtyp-Proteinsequenz an
Position 2019 vorhandene Aminosaure Glycin durch Serin ersetzt wird. Diese
Mutation ist fur bis zu 4 % aller hereditaren Parkinson-Syndrome verantwortlich
und wurde bei Familien unterschiedlicher ethnischer Herkunft gefunden. Sie

wurde aber auch bei etwa 1 % aller Patienten mit einem sporadischem
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Parkinson-Syndrom entdeckt (Healy, Falchi et al. 2008). In bestimmten
genetisch isolierten Populationen wie nordafrikanischen Berberstammen oder
Ashkenasi-Juden wurden LRRK2-Mutationen in bis zu 40 % aller Patienten mit
sporadischem Parkinson-Syndrom gefunden (Ozelius, Senthil et al. 2006)
(Lesage, Durr et al. 2006). Von einem sporadischen Parkinson-Syndrom bei
bekannter LRRK2-Mutation eines Patienten wird dann gesprochen, wenn seine
Familieanamnese negativ ist, also in der Familie des Betroffenen keine weiteren
Falle eines Parkinson-Syndroms gefunden werden. (Die z.T. Ubliche synonyme
Verwendung der Begriffe IPS und sporadisches Parkinson-Syndrom muss
damit als obsolet betrachtet werden.)

Dabei gilt allgemein zu bertcksichtigen, dass die Unterscheidung von PARKS-
Parkinson-Syndrom und IPS ohne Gensequenzierung nicht méglich ist, was
durch ihre groRe Ahnlichkeit sowohl in klinischer als auch histopathologischer

Hinsicht bedingt ist (s.u.).
1.2. Eigenschaften von LRRK2

1.2.1. Eigenschaften des Gens/Proteins

Das Gen LRRK2 befindet sich auf Chromosom 12p11.2-q13.1 und erstreckt
sich Uber 144 kb (Zimprich, Biskup et al. 2004). Es besteht aus 51 Exons. Das
kodierte Protein besteht aus 2527 Aminosauren mit einem Molekulargewicht
von etwa 280 kD und wird ebenfalls LRRK2 genannt. Es wird zusammen mit
dem verwandten Protein LRRK1 der kurzlich definierten Familie der Roco-
Proteine zugerechnet (Bosgraaf and Van Haastert 2003).

LRRK2 umfasst funf Domé&nen: Eine davon ist die Kinase-Doméne, welche
Ahnlichkeiten mit der Familie der sog. MAPKKK (,mitogen activated kinase
kinase kinase®)- Proteinkinasen besitzt. Fur die MAPKKK wird eine Funktion in
apoptotischen Signalkaskaden postuliert (Gallo and Johnson 2002). Weiterhin
enthdlt LRRK2 eine Roc (,Ras of complex“)-Doméne, welche eine GTPase
enthalt, eine Cor-Doméane (,C-terminal of Roc"), eine LRR (,leucine rich
repeat”)-Domane sowie eine Domé&ne mit WD40-Repetitionen (vgl. Abb. 9). Die
Roco-Proteine LRRK2 und LRRK1 gehdren zu den grof3ten beschriebenen
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Kinasen und sind die einzigen bisher bekannten Proteine, die sowohl eine
Kinase-Doméne als auch eine GTPase-Domane beinhalten.

LRRK2 ist hauptsachlich im Zytosol lokalisiert und hat zum Teil Kontakt mit
verschiedenen Membranen, etwa der duf3eren Mitochondrien-Membran.

Es gibt bisher wenig Erkenntnisse zur physiologischen Funktion dieses
Proteinkomplexes. Obwohl es sich bei LRRK2 um ein grofRes und komplex
aufgebautes Protein handelt, ist es evolutionar stark konserviert, d.h. man findet
es bei einer Vielzahl von Spezies. Dieser Befund deutet auf eine wichtige
physiologische Funktion hin (Miklossy, Arai et al. 2006).

Es gibt Hinweise darauf, dass Mutationen mit einer erhdhten, toxisch wirkenden
Kinase-Aktivitat einhergehen (West, Moore et al. 2007), also eine ,gain of
function“-Mutation darstellen. Diese Erkenntnis ertffnet verschiedene
therapeutische Optionen. So erscheint es moglich, dass eine Inhibierung der
Kinase-Aktivitat Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben kdnnte (Greggio, Jain
et al. 2006).

Die Expression von LRRK2 konnte in vielen humanen Geweben bzw. Organen
nachgewiesen werden, so in zahlreichen zerebralen Strukturen, etwa dem
nigrostriatalen System, aber auch in vielen extrazerebralen Organen, z.B. in
Herz-, Lungen oder Nierengewebe (Zimprich, Biskup et al. 2004) (Biskup,
Moore et al. 2007) (Higashi, Biskup et al. 2007).

Tyr1699Cys
Arg1441Gly Gly2019Ser
Arg1441Cys lle2020Thr

o

o '3:5 LRRI ROC | COR - Kinase 18| WD40 |

|

Gly2385Arg

Abbildung 8: Schematische Darstellung von LRRK2 aus (Bonifati 2007): Sie zeigt die flinf
LRRK2-Domanen, die finf bisher als pathogen anerkannten Mutationen mit ihrer Lokalisation,
sowie den Polymorphismus G2385R, der als Risikofaktor fiir die Entstehung eines Parkinson-

Syndroms identifiziert wurde.
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1.2.2. Klinische und histologische Charakteristika des PARKS8-Parkinson-
Syndroms

Bezuglich der klinischen Symptomatik ist das PARK8-Parkinson-Syndrom nicht
vom IPS zu unterscheiden. Dies gilt auch fir das durchschnittliche
Erkrankungsalter, welches um das 58. Lebensjahr liegt (beim IPS liegt es um
das 55. Lebensjahr).
Der klinische Verlauf ist ahnlich demjenigen des IPS, mit einem geringfligig
gunstigeren Verlauf im Falle einer G2019S-Mutation (Healy, Falchi et al. 2008).
Der histopathologische Befund bei Patienten mit PARK8-Parkinson-Syndrom
entspricht in den meisten bisher untersuchten Fallen der klassischen
nigrostriatalen Lewy-Koérperchen/-Neuriten-Pathologie (ohne dass LRRK2
selbst einen Bestandteil der Lewy-Kdrperchen darstellt) (Ross, Toft et al. 2006).
Es wurden aber auch Falle beschrieben, die der diffusen Lewy-Koérperchen-
Krankheit entsprechen, sowie Tauopathien (wie z.B. im Rahmen der PSP) und
nigrostriatale Degeneration ohne spezifische histopathologische Zelleinschliisse
(Giasson, Covy et al. 2006).

1.2.3. Grundlegende Rolle von LRRK2 bei der Entsteh  ung des Parkinson-
Syndroms

Neben den oben beschriebenen krankheitsauslosenden LRRK2-Mutationen
sind fur das Gen LRRK2 eine Vielzahl von Polymorphismen bekannt. Von
Polymorphismus wird dann gesprochen, wenn eine Genvariante (also ein Allel
mit einer unterschiedlichen Nukleotid-Sequenz als der Wild-Typ) in mehr als 1
% der Bevoilkerung vorkommt. Polymorphismen spielen bei multifaktoriellen
Erkrankungen, als welche nach heutigem Kenntnisstand IPS angesehen wird,
eine wichtige Rolle. Es wurde fir eine Vielzahl von ,single nucleotide
polymorphisms® (SNP, engl. Abk. fir Einzelnukleotid-Polymorphismus) im
LRRK2-Gen untersucht, ob sie einen Einfluss auf die Pravalenz des Parkinson-
Syndroms haben. Bei der Untersuchung einer deutschen Population konnte
kein Einfluss nachgewiesen werden (Biskup, Mueller et al. 2005). Dagegen
konnten in chinesischen Populationen zwei LRRK2-Poymorphismen, namlich
G2385R und R1628P, als Risikofaktoren fur das Auftreten eines Parkinson-
Syndroms identifiziert werden (Tan, Zhao et al. 2007) (Ross, Wu et al. 2008).
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Aufgrund mehrerer Besonderheiten des PARK8-Parkinson-Syndroms erscheint
es moglich, dass LRRK2 auch bei der Entstehung des IPS von Bedeutung ist:

- Die beschriebenen variablen, pathologischen Befunde geben Hinweise
darauf, dass LRRK2 eine wichtige Funktion im Rahmen einer
intrazellularen Signalkaskade hat, die fir mehrere histopathologische
Entitaten (und neurodegenerative Erkrankungen im Ubergeordneten
Sinne) verantwortlich ist.

- Die Kklinische Ahnlichkeit des PARKS8-Parkinson-Syndroms zum IPS
betrifft sowohl das durchschnittliche Erkrankungsalter wie auch den
klinischen Phanotyp.

- Die Identifizierung von LRRK2-Polymorhismen als Risikofaktor fur das
Auftreten eines Parkinson-Syndroms gibt Hinweise auf die bedeutende
Rolle, die LRRK auch im Falle einer nicht pathogenen Genvariante bei
der Genese des Parkinson-Syndroms spielt.

(als Ubersicht hierzu vgl. (Gasser 2007))

2. Substrate der LRRK2-Forschung

2.1. LRRK2-basierte ,in vivo“-Modelle

Zur Zeit beschaftigen sich mehrere Arbeitsgruppen mit Nager-Modellen, die
etwa auf der Uberexpression von humanem LRRK2 (Wildtyp oder Mutation)
oder auf LRRK2-Knockout basieren. Erkenntnisse aus den verschiedenen
Modellen wurden bisher noch nicht verdffentlicht.

Ein wichtiges LRRK2-,in vivo“-Modell ist das Drosophila- Model von (Liu, Wang
et al. 2008), das auf Uberexpression von humanem LRRK2 beruht. Dabei
zeigte sich sowohl beim Wildtyp- als auch beim G2019S-Modell ein Kklinischer
Phanotyp mit lokomotorischer Dysfunktion und einem selektiven Untergang von
dopaminergen (Tyrosinhydroxylase-positiven) Neuronen, wobei der Phanotyp
im Mutationsmodell, bei gleichem Expressionsniveau, starker ausgepragt war.
Ein Nematoden-(C. elegans)-Modell, bei dem das Irk-1-Gen, welches
Ahnlichkeiten zum Sauger-LRRK2/LRRK1-Gen besitzt, ausgeschaltet wurde,
legt eine Funktion des Proteins im Vesikeltransport im Bereich der

prasynaptischen Membran nahe (Sakaguchi-Nakashima, Meir et al. 2007).
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2.2. Zellkulturen

Zur Erforschung der LRRK2-Funktion in Zellkultur werden zur Zeit v.a. Zelllinien
verwendet, etwa SH-SY5Y-Zellen (als humane Tumorzelllinie, z.B. bei (Smith,
Pei et al. 2005). SH-SY5Y-Zellen bieten den Vorteil, einzelne Charakteristika
dopaminerger Neurone aufzuweisen. Allerdings ist die endogene LRRK2-
Expression in den SH-SY5Y-Zellen gering, so dass fir Experimente in Zellkultur
eine Transfektion notwendig ist. Grundsatzlich ware aber die Untersuchung der
endogenen LRRK2-Expression vorzuziehen, da eine Transfektion
verfalschende Effekte haben kann.

Aus einer humanen Zelllinie ohne neuronale Eigenschaften entstammen HEK-
293-Zellen, etwa bei (Jaleel, Nichols et al. 2007). Weil diese (im Gegensatz zu
den meisten anderen verwendeten Zellen) stabil transfiziert werden, gelten sie
als weniger stoéranfallig fir Transfektionsartefakte. In anderen Arbeiten wurden
humane neuronale Zelllinien (Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia)
benutzt (Miklossy, Arai et al. 2006), oder es wurden Zellkulturen aus priméaren
kortikalen Neuronen von Mausen etabliert (West, Moore et al. 2007) (MacLeod,
Dowman et al. 2006).

Im Laufe der weiteren Erforschung der LRRK2-Funktion ist es wichtig,
zusatzliche humane Zellen zur VerfiUgung zu haben, die fir entsprechende
Experimente in Zellkultur geeignet sind. Dabei bieten Zellen, die ausreichend
endogenes LRRK2 exprimieren und nicht aus einer Zelllinie, sondern direkt von
Probanden stammen (und somit als ,ex vivo“- Modell genutzt werden kdnnen),
verschiedene Vorteile. So fehlt durch die Verwendung von humanen Zellen die
Unsicherheit, inwieweit die gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen
Ubertragbar sind. Durch Experimente mit humanem endogenen LRRK2 ist
sichergestellt, dass das Protein LRRK2 seine physiologische Funktion in
humanen Zellen ausiibt, ohne Uberlagerungen aufgrund einer Transfektion.
AuRerdem koénnen Zellen von Probanden mit besonderen Charakteristika
ausgewahlt werden, etwa Probanden mit IPS oder einer LRRK2-Mutation. Da
es zur Erforschung der LRRK2-Funktion zumindest zu Beginn nicht zwingend
notwendig ist, dass es sich bei den verwendeten Zellen um neuronale Zellen

mit dopaminergen Eigenschaften handelt, kénnen auch andere Zellen als
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solche neuronalen Ursprungs verwendet werden. Diese Ansicht wird
maf3geblich dadurch unterstitzt, dass LRRK2-Expression in einer Vielzahl
extrazerebraler Organe nachgewiesen werden konnte, so dass es auch dort
eine physiologische Funktion erfillen muss. Bei der Verwendung von Zellen
ohne neuronale Eigenschaften wirde es sich nicht um ein Parkinson-Modell im
engeren Sinn handeln (s. allgemeine Einleitung), sondern um eine, auf einem
geeigneten humanen Substrat beruhende, Zellkultur zur Erforschung der
LRRK2-Funktion. Aus praktischen Grinden sollten diese Zellen mdoglichst

einfach zu beschaffen sein.

2.3. Eignung von Leukozyten zur Erforschung von LRR K2 in
Zellkultur

Entsprechend den oben dargestellten Anforderungen kommen hierfur
Leukozyten in Frage. Von diesen eignen sich zur Etablierung einer Zellkultur
grundséatzlich Monozyten und Lymphozyten. Es ist bereits bekannt, dass
Leukozyten als Gesamtpopulation Wildtyp-LRRK2 exprimieren (White, Toft et al.
2007). AuBerdem zeigen verschiedene Arbeiten, dass LRRK2 in Leukozyten
auch auf Proteinebene mittels Western-Blot-Technik nachweisbar ist (Melrose,
Kent et al. 2007).

Es ist mdglich, dass sich bestimmte Leukozyten aufgrund einer hohen LRRK2-

Expression besonders zur Erforschung von LRRK2 in Zellkultur eignen.

2.4. Einflussfaktoren
Zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Experimente waren nach Kenntnis des
Autors keine Einflussfaktoren auf die LRRK2-Expression in humanen
Leukozyten (oder anderen Zelltypen bzw. Organen) bekannt. Ebenso wenig gab
es Erkenntnisse, die nahe legten, dass die Expression von LRRK2 in
Leukozyten bei Patienten mit IPS oder im Falle einer LRRK2-Mutation
verandert sein konnte. Es erschien damit zun&chst nicht entscheidend, ob die
Zellen von Patienten mit Parkinson-Syndrom oder von gesunden Kontrollen

stammen.
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3. Zielsetzung der Arbeit

In der vorgelegten Arbeit wurde die Expression von Wildtyp-LRRK2 auf mRNA-
Ebene in verschiedenen Typen von Leukozyten bestimmt, um festzustellen, ob
sie sich in der Expression von LRRK2 unterscheiden. Fur eine Zellkultur zur
Erforschung der LRRK2-Funktion wiirde sich dann derjenige Zelltyp mit einer im
Vergleich zu den anderen Zelltypen hoheren Expression besonders eignen.
Hierfir wurden aus dem Vollblut von 15 Probanden jeweils vier Gruppen von
Zelltypen (= Zellfraktionen) isoliert, ndmlich die T-Zell-Klassen T-Helferzellen (=
CD4-Zellen) und zytotoxische T-Zellen (= CD8-Zellen), Monozyten (= CD14-
Zellen) und B-Zellen (= CD19-Zellen).

3.1. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression inde  n einzelnen
Zellfraktionen

Fur die einzelnen Zellfraktionen jedes Probanden wurde die LRRK2-mRNA-

Expression quantifiziert. Es wurden die Lagemal3e der LRRK2-Expression in

den einzelnen Zellfraktionen der Gesamtgruppe dargestellt.

3.1.1. Voruntersuchung: Gruppenvergleich
Wie oben ausgefiihrt gab es keinen Hinweis darauf, dass die LRRK2-
Expression in Blutzellen bei Patienten mit IPS und bei gesunden Kontrollen
unterschiedlich sein kénnte. Um sicherzustellen, dass eine deskriptive Analyse
der LRRK2-Expression in der Gesamtgruppe gerechtfertigt war, wurde zuvor
die LRRK2-Expression in den verschiedenen Zellfraktionen von IPS-Patienten

(n=10) und Kontrollen (n= 5) miteinander verglichen.

3.2. Vergleich der LRRK2-Expression in den einzelne n

Zellfraktionen
Es wurde analysiert, ob sich in der Gesamtgruppe (n= 15) die vier Zellfraktionen
hinsichtlich der LRRK2-Expression unterschieden. Die Zellfraktion mit der
relativ hochsten LRRK2-Expression ware dann besonders geeignet zur

Erforschung der LRRK2-Funktion auf Basis einer Zellkultur.
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3.3. Bestimmung des Zusammenhangs zwischen der LRRK  2-
Expression und anderen Faktoren

Zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Experimente waren keine Einflussfaktoren
auf die LRRK2-Expression in humanen Leukozyten (oder anderen Zelltypen
bzw. Organen) bekannt. In der vorgelegten Arbeit wurde zusétzlich untersucht,
ob ein Zusammenhang der LRRK2-Expression mit dem Alter oder Geschlecht
(als fundamentale Probandencharakteristika) bestand. Ein Teil der Patienten litt
unter einem IPS. Aufgrund der vermuteten, wichtigen Bedeutung von LRRK2 im
Rahmen der Atiopathogenese des IPS wurde (berprift, ob das Vorliegen eines
IPS einen Einfluss auf die LRRK2-Expression hatte.
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Il Methoden und Materialien

Die Herstellernamen wesentlicher verwendeter Materialien befinden sich direkt
hinter den im Methodenteil aufgefiihrten Materialien in Klammer. Alle
Materialien, die im Methodenteil nicht ndher bezeichnet sind, sind im Abschnitt

.Materialien* aufgefuhrt.
1. Methoden

1.1. Projektplanung
Entsprechend der in der Einleitung formulierten Zielsetzung, wurden insgesamt
15 Probanden ausgewahlt, darunter zehn IPS-Patienten und flnf Kontrollen.
Bei allen Patienten war das IPS arztlich diagnostiziert. Die zusatzlich zu den
Ergebnissen der Experimente erhobenen Probanden-Eigenschaften wurden
durch Patienten-Interviews oder aus den Patienten-Unterlagen in Erfahrung
gebracht. Alle Probanden bekundeten durch schriftiches Einverstandnis
entsprechend den Vorgaben der Ethikkommission der Universitat Tuibingen ihre

Bereitschaft zur Studienteilnahme.

1.1.1. Ausschlusskriterien
Ausschlusskriterium  far alle Probanden war das Vorliegen anderer
Parkinsonformen als das IPS und anderer neurodegenerativer Erkrankungen.

Ansonsten bestanden keine weiteren Ausschlusskriterien.

1.1.2. Demographische und klinische Charakteristika der Gruppe
Tabelle 5: Demographische und klinische Charakteristika aller Probanden.

Probanden (n= 15)

Alter (in Jahren) 68
(Median, Interquartilsbereich, | 66-71
Min./ Max.) 52/ 83
Geschlecht 10/5

(méannlich/ weiblich)
Proband mit IPS (ja/ nein) 10/ 5
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Tabelle 6: Demographische und klinische Charakteristika der Probanden, aufgeteilt nach
IPS-Patienten und Kontrollen. ,Parkinsondauer* meint die Dauer des IPS zum Zeitpunkt der
Blutentnahme. ,L-Dopa-Dosis* umfasst die Dosis L-Dopa zum Zeitpunkt der Blutentnahme
inklusive dem Dosisaquivalent fir Dopaminagonisten (vgl. (Oertel et al., 2005, S. 23)). Die

Gruppenvergleiche erfolgten mittels Mann-Whitney-Test und Fisher-Exakt-Test.

IPS-Patienten | Kontrollen | p-Wert
(n=10) (n=5)
Alter (in Jahren) 68 68 NS
(Median, Interquartilsbereich, | 60-75,5 66-73,25 |(0,77)
Min./ Max.) 52/ 81 56/ 83
Geschlecht 6/ 4 4/ 1 NS
(méannlich / weiblich) (0,6)
Parkinsondauer (in Jahren) |9
(Median, Interquartilsbereich, | 3,5-26
Min./ Max.) 2/ 42
L-Dopa-Dosis (in mg) 550
(Median, Interquartilsbereich, | 287,5- 950
Min./ Max.) 75/ 1750

1.1.3. Voruntersuchung
Vor Beginn des Projekts war anhand von entsprechenden humanen Zelllinien
Uberpruft worden, ob in den vier zu untersuchenden Zelltypen (also CD4-Zellen,
CD8-Zellen, CD14-Zellen und CD19-Zellen) LRRK2-mRNA mittels RT-PCR

nachweisbar exprimiert wird. Dies war fur alle vier Zelltypen der Fall.

1.2. Isolierung der einzelnen Fraktionen von Blutze  llen

Den Patienten wurden vier EDTA- Rohrchen (a 9 ml) Vollblut aus der Vene
abgenommen. Alle Probandenproben wurden dunkel und bei 4C gelagert,
aufbereitet und spatestens sechs Stunden nach Entnahme
durchflusszytometrisch bearbeitet. Die komplette Aufbereitung der Zellen zur

Zellsortierung erfolgte auf Eis.
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1.2.1. Isolierung der mononukleéren Blutzellen

Die Fraktionierung des humanen Bluts erfolgte durch die Ficoll-Metrizoat-
Dichtezentrifugation. Dazu wurden die EDTA-Blutprobe des Patienten mit PBS
im Verhéltnis 1:1 verdinnt und jeweils 30 ml verdinnte Blutprobe auf zwei
Falcon-Ro6hrchen verteilt. Diese Ansatze wurden vorsichtig mit je 10 ml
Lymphozyten-Separationsmedium unterschichtet und 20 Minuten bei 2000
U/min ohne Bremsfunktion zentrifugiert.

Das Prinzip der Dichtezentrifugation besteht darin, dass die durch das (im
Lymphozyten-Separationsmedium enthaltene) Ficoll agglutinierten Erythrozyten
zusammen mit den polymorphkernigen Granulozyten aufgrund ihrer héheren
Dichte schneller sedimentieren, wahrend sich mononukledre Zellen (v.a.
Lymphozyten, Monozyten) wahrend der isopyknischen Zentrifugation als
milchige Interphase zwischen Plasma und Medium anreichern. Diese kann
dann vorsichtig abpipettiert werden.

Die gewonnene mononukleare Fraktion wurde anschlieRend noch zweimal mit
50 ml PBS (1500 U/min, 8 Minuten) gewaschen, um die (zytotoxischen) Ficoll-
Reste und Thrombozyten zu entfernen. Das Zellpellet auf dem Boden der
beiden Falcon-Réhrchen wurde in 1,5 ml PBS aufgenommen. Anschliel3end
wurden die gewonnenen Zellen mit einer Neubauer-Kammer ausgezahlt (10 pl

Zellsuspension und 90 ul Farbelésung).

1.2.2. Antikorper-Farbung
Eine genaue Beschreibung der Antikorper befindet sich im Abschnitt
.Materialien“. Es wurden murine monoklonale Antikorper gegen humanes CD4,
CD8, CD14 und CD19 verwendet.

Aufbereitung der Probandenprobe

Pro 1.000.000 Zellen wurden von den Antikérper (AK)-Loésungen jeweils
hinzugefugt:

- 2 Wl AK-Losung gegen humanes CD4

- 2 ul AK-LOsung gegen humanes CD8

- 2,5 ul AK-Lésung gegen humanes CD14

- 5 ul AK-L6sung gegen humanes CD19
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Bei allen Probanden-Proben wurden mindestens zwei Ansatze mit je
10.000.000 Zellen mit der entsprechenden Menge AK markiert, und jeder
Ansatz dann mit PBS/FCS (2 %) auf ein Endvolumen von 200 pl aufgefulit.
Dieser wurde dann 30 Minuten lichtgeschitzt auf Eis gelagert, mit 2 ml
PBS/FCS (2 %) aufgeflllt und per Zentrifugation (1500 U/min, 2 Minuten)
gewaschen. Der Waschvorgang wurde einmal wiederholt und der Ansatz auf ein
Endvolumen von 500 pl mit PBS/FCS (2 %) aufgefillt. Die Probe wurde einmal
in ein FACS-Rohrchen gefiltert und mit ca. 3 ml Pufferlosung (PBS/
Humanserum (1 %)) aufgeflllt. In diesem Zustand war die Probe fertig
aufbereitet fur die weitere Analyse mit dem Zellsortierer. Als Auffangbehalter fir
die Zellsortierung (s.u.) wurden jeweils vier FACS-R6hrchen mit etwa 3 ml

Pufferldsung vorbereitet.

Herstellung der Kompensationsproben

Zur Kalibrierung des Zellsortierers musste fir jede Probandenprobe fir jeden
AK-Farbstoff eine sog. Kompensationsprobe angesetzt werden (Einzelheiten
s.u.).

Pro Proband wurden vier Anséatze mit jeweils 1.000.000 Zellen und je einem der
vier verwendeten AK-Farbstoffen entsprechend dem oben aufgefiihrten

Protokoll vorbereitet.

1.2.3. Zellsortierung
Die AK-markierten Zellen wurden direkt im Anschluss mit einem Zellsortierer
entsprechend ihrer Farbung in Fraktionen von CD4-Zellen, CD 8-Zellen, CD14-
Zellen und CD19-Zellen unterteilt. Als Zellsortierer wurde die Maschine FACS

Aria (BD Biosciences, Heidelberg) benutzt.

Prinzip der Zellsortierung

Das Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, einen Zellstrom
zu bilden, in dem sich eine Zelle hinter der anderen befindet und damit jede
einzelne Zelle nacheinander den Laserstrahl passiert (zu den Details der
Durchflusszytometrie s. Teil 1, Abschnitt ,Methoden®).

Zusatzlich zum klassischen Durchflusszytometer bietet ein Zellsortierer die

Moglichkeit, die Zellen physikalisch zu fraktionieren.
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Hierfur sind zwei Voraussetzungen notwendig:

- Der (flussige) Zellstrom wird durch Vibration in einzelne Tropfen
aufgetrennt, wobei jeder Tropfen nur eine Zelle enthélt.

- Nachdem die Zelle im jeweiligen Tropfen aufgrund ihres Verhaltens unter
Laserbeschuss entsprechend den vom Untersucher festgelegten
Kriterien als ein bestimmter Zelltyp erkannt wurde, passiert der Tropfen
ein elektrisches Feld. Da die verwendeten AK einen magnetischen Antell
haben, ist es nun mdglich den ,Zelltropfen® in seiner Flugbahn
abzulenken, so dass jeder Zelltyp (in der vorgelegten Arbeit vier
verschiedene Zelltypen) in einem separaten Auffangbehalter landet.

Damit sind die Zellen, entsprechend ihrer AK-Markierung, fraktioniert.

Die Zellsortierung wurde solange fortgefiihrt, bis von jeder Zellfraktion 50.000
Zellen (als absolutes Minimum) bis maximal 5.000.000 Zellen sortiert waren.
Anschlieend wurden die fraktionierten Zellen mittels konventioneller
durchflusszytometrischer Analyse noch auf den Grad der Reinheit der
Fraktionierung Uberpruft. Bei allen durchgefiihrten Fraktionierungen mittels
Zellsortierer (15 Probanden a max. vier Zellfraktionen) wurde fur jeden Zelltyp

ein Reinheitsgrad von mindestens 98 % festgestellt.
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Abbildung 9: Repréasentatives Beispiel

einer durchflusszytometrischen Analyse nach

Zellsortierung, im vorliegenden Fall von CD4-Zellen: Im unteren Kastchen sind von 1.000

gezahlten Zellen (Spalte ,# Events*) nur zwei (also 0,2 %) als fremde Zellen zu identifizieren.

Um die Zellen optimal lagern zu kénnen, wurde direkt im Anschluss an die

Zellsortierung mit dem ersten Schritt der RNA-Extraktion begonnen, indem die

Zellen im ,Buffer RLT* des Qiagen Mini-/Mikro-Kit (s.u.) gelagert wurden.

Danach wurden die Zellen bei (=) 80C maximal 30 Ta ge gelagert.
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1.3. RNA-Extraktion und cDNA-Gewinnung durch revers e
Transkription

Zur Extraktion der mRNA der einzelnen Zellfraktionen jedes Probanden wurde
das ,RNeasy Mini Kit* (> 500.000 Zellen) oder das ,RNeasy Micro Kit* (<
500.000 Zellen) (jeweils Qiagen, Hilden) verwendet. Die RNA-Extraktion
erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers.
Die am Ende gewonnene RNA-LAsung wurde in funf Aliquots a 5,5 ul (Mini Kit)
bzw. vier Aliquots a 4,5 ul (Micro Kit) bei (=) 20°C tiefgefroren und spatestens
innerhalb der nachsten funf Tage weiterverwendet.
Zur spateren Analyse mit quantitativer RT-PCR (,real time“-PCR) wurde die
gewonnene MRNA in cDNA transkribiert Die reverse Transkription der
gewonnenen mMRNA in cDNA erfolgte mit dem ,Transcriptor First Strand
Synthesis Kit* (Roche Applied Biosciences, Mannheim) entsprechend den
Angaben des Herstellers.
Von der extrahierten RNA (jeder Zellfraktion und jedes Probanden) wurden pro
reverser Transkription 4 pl RNA (ohne die Konzentration der Lésung zu kennen)
eingesetzt. Fur die Standardkurven wurde jeweils 1 pl RNA in verschiedenen
Konzentrationen des internen und externen Standards (s.u.) eingesetzt.
Das Schema entsprach der folgenden Tabelle. Fir die komplette reverse
Transkription wie auch fur die Vorbereitung der gewonnen cDNA (s.u.) zur
anschlieBenden RT-PCR wurde immer mit Handschuhen, Filter-Pipettenspitzen
und auf Eis gearbeitet. Die Proben wurden in PCR-R6hrchen angesetzt.

Tabelle 7: Schema der cDNA-Synthese, Schritt 1. Alle Materialien der Tabelle stammen,

soweit im Abschnitt ,Materialien“ nicht anders aufgefiihrt, aus dem ,Transcriptor First Strand

Synthesis Kit" (Roche Applied Biosciences, Mannheim).

Ansatz 1: Ansatz 2:
Standardkurven Proben
(1) (1)
Merck-Wasser |4,5 4,5
Zufallsprimer 1 1
RNA 1 4
Insgesamt 6,5 6,5
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Jeder Ansatz wurden dann fir 5 min bei 65T in eine m Thermocycler inkubiert,
anschlieBend 1 min bei 4C denaturalisiert. Dann wurde jedem Ansatz ein
.Mastermix“ entsprechend dem folgenden Schema zugefiigt.

Tabelle 8: Schema der cDNA-Synthese, Schritt 2. Alle Materialien der Tabelle stammen,

soweit im Abschnitt ,Materialien“ nicht anders aufgefiihrt, aus dem ,Transcriptor First Strand

Synthesis Kit" (Roche Applied Biosciences, Mannheim).

~-Mastermix* (ul)

Ansatz 1 bzw. 2 6,5
Puffer (5-fach) 2
dNTP-L6sung (10 mM) |1
»,RNAse out” 0,25
»rranscriptor® 0,25

(DNA-Polymerase)

insgesamt 10

Dieser Ansatz wurde dann im Thermocycler in folgenden Schritten inkubiert: 10
min bei 25T, 30 min bei 55T und 5 min bei 85TC. N ach dieser Inkubation war
die reverse Transkription abgeschlossen. Ein Teil der pro Ansatz gewonnenen
10 pl cDNA-Losung wurde direkt im Anschluss per RT-PCR analysiert, der
andere Teil wurde bei (=) 20T gelagert und innerhalb der néchsten funf Tage
fur die RT-PCR verwendet.

1.4. Analyse der LRRK2-Expression durch quantitativ. = e RT-PCR
Mittels RT-PCR (,real time- polymerase chain reaction”, engl. fur Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion) wurde die Sequenz der Exons 1-3 von LRRK2
amplifiziert. Die Sequenz des verwendeten Primers befindet sich im Abschnitt
.Materialien“. Die RT-PCR wurde mit dem ,LightCycler Instrument® (Roche
Applied Biosciences, Mannheim) durchgeftihrt. Die Detektion der PCR-Produkte
erfolgte mit Hybridisierungs-Fluoreszenzsonden (s. Abschnitt ,Materialien®) im
Rahmen des ,hybridization probes format“ als Messprinzip. Dieses Verfahren

zeichnet sich durch die hohe Spezifitat der emittierten Signale aus.
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Die Kalkulation der Probenkonzentration erfolgte durch die LightCycler 480-
Software auf Grundlage der erstellten Standardkurven unter Verwendung der
.second derivate“-Methode.

Fur die Mehrzahl der untersuchten Proben wurde die RT-PCR-Analyse doppelt
durchgefihrt. In keinem Fall wurde eine wesentliche Abweichung von zwei
Proben (desselben Probanden und Zelltyps) festgestellt. Zur Quantifizierung

wurde immer der héhere der beiden Werte beriicksichtigt.

1.4.1. Quantifizierung der LRRK2-Expression
In der vorgelegten Arbeit wurde eine relative Quantifizierung durch Verwendung
eines ,low copy- housekeeping“-Gens (engl. flr sinngemald , konstitutiv
exprimiertes Gen*) angewandt.
Ein ,housekeeping“-Gen ist dadurch charakterisiert, dass es eine Funktion in
der basalen Zellfunktion (dem Grundstoffwechsel), spielt. Daher kann man
davon ausgehen, dass es (pro Einheit mRNA) konstant gleich exprimiert wird,
unabhangig von Zelltyp, Zellstadium und auf3eren Einflissen.
Es ist deswegen zulassig, die Expression dieses Gens zur Bildung eines
Quotienten in verschiedenen Zelltypen zu benutzen. Dadurch kann die
Expression eines bestimmten Gens in verschiedenen Zelltypen relativ
verglichen werden.
Das in dieser Arbeit benutzte ,housekeeping“-Gen war das Gen hPBDG
(humane Porphobilinogendeaminase), dessen Protein eine Rolle in der Ham-
Biosynthese spielt. Die ,housekeeping“-mRNA zur Erstellung der hPBDG-
Standardkurve stammte aus dem ,h-PBGD Housekeeping Gene Set* (Roche
Applied Biosciences, Mannheim). Verschiedene Konzentrationen von LRRK2-
MRNA (laborintern aus HEK-Zellen 293 hergestellt, wobei flir alle Experimente
derselbe Vorrat an LRRK2-mRNA in verschiedenen Konzentrationen genutzt
wurde) wurden zur Erstellung der LRRK2-Standardkurve benutzt.
Die von der Software berechneten Werte der LRRK2- und hPBGD-Expression

wurden als Ratio (in Prozent) angegeben.
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1.4.2. Prinzip der RT-PCR

Das Prinzip und der Ablauf der klassischen PCR wird nicht weiter erlautert. Das
Prinzip der RT-PCR besteht darin, dass der Verlauf eines Experiments
beobachtet werden kann, im Gegensatz zur klassischen PCR, bei der nur das
Ergebnis festgestellt wird. So kann durch die RT-PCR aufgezeichnet werden,
nach wie vielen Amplifikationszyklen die Ziel-DNA vom System detektiert wurde.
Je grolBer die Ausgangskonzentration der (im vorliegenden Fall) zu
detektierenden cDNA ist, desto weniger Amplifikationszyklen sind notwendig,
bis die Signale, die im Rahmen jedes Amplifikationszylus emittiert werden, vom
System detektiert werden. Wichtig ist hierbei vor allem der ,crossing point®, also
diejenige Anzahl von Zyklen, nach denen sich das im Rahmen der
Amplifizierung abgegebenen Fluoreszenz-Signal erstmals vom ,background®,
also der unspezifischen Emittierung, abhebt. Fur diesen ,crossing point* kann
dann mittels der in jedem RT-PCR-Experiment erstellten Standardkurve ein
Zahlenwert errechnet werden.

Damit ist es mdglich, quantitative Aussagen Uber die Konzentration einer

gesuchten DNA zu machen.

1.4.3. Versuchsanordnung

Uberpriifung der hPBGD-Expression

Vor jedem endgultigen RT-PCR-Lauf zur Expressionsquantifizierung wurde die
hPBGD-Expression jeder cDNA-LAsung (jeder Zellfraktion jedes Probanden)
Uberpruft. Diese Vorgehensweise war notwendig, weil bei Vorversuchen zur
Methoden-Etablierung festgestellt wurde, dass der RNA-Gehalt (bzw. der
cDNA-Gehalt nach reverser Transkription) der durch die Extraktion
gewonnenen Losung teilweise stark schwankte. Die Griinde hierfur sind unklar.
Diese Schwankung setzte sich dann in der hPBGD-Expression fort. Um dieses
Phanomen in einem konstanten Rahmen zu halten, wurde die festgelegte
Volumeneinheit von 1 pl jeder cDNA-L6sung (ohne die Konzentration zu
kennen) in einen Probelauf eingesetzt und die hPBGD-Expression bestimmt.
Anschlielend wurde die Volumeneinheit fur die endgultige Quantifizierung

angepasst. Dadurch gelang es, die berechnete hPBGD-Expression aller Proben

79



eines Zelltyps im Bereich etwa einer Dekade zu halten. Das Schema des
Standard-Ansatzes fur einen LightCycler-Lauf ist im Folgenden aufgefuhrt.
Tabelle 9: Schema des LightCycler-Standard-Ansatzes: Alle Materialien der Tabelle

stammen, soweit im Abschnitt ,Materialien“ nicht anders aufgefuhrt, aus dem ,PCR Core Kit

LightCycler* (Roche Applied Biosciences, Mannheim).

.Mastermix* .Mastermix*
h-PBGD LRRK2
(u) (D)
.Fast Sart Mix* |1 1
.Detection Mix” 0,5 Primer f/r 1
(5 pmol/ul)
Sonde 1/2 1
(2 pmol/ul)
MgCl 1,2 1,2
Wasser 6,3 4.8
(autoklaviert)
cDNA 1 1
insgesamt 10 10

Die oben erwdhnte Anpassung erfolgte, indem in Schritten von jeweils 1 pl max.
4 ul Reduktion des

eingesetzten Wassers).

cDNA-LOsung eingesetzt wurde (unter anteiliger

1.5. Statistische Analyse

Die Angabe der LRRK2-Expression erfolgte als Ratio der beiden Ziel-Gene in
Prozent. Die statistische Analyse der gewonnenen Daten erfolgte mit der
Software SPSS 15.0.

Die Angabe der Lagemalfle in den verschiedenen Gruppen von Zelltypen
erfolgte als Median mit Interquartilsbereich (Bereich, der die mittleren 50 % der
Stichprobenwerte enthalt), Minimum (Min.) und Maximum (Max.). Fur alle
erhobenen Variablen wurde aufgrund der Fallzahl der Gesamtgruppe keine

Normalverteilung angenommen.
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Zum Gruppenvergleich wurde fur intervallskalierte Parameter als nicht-
parametrischer Test der U-Test durchgefuhrt. FUr die Variable Geschlecht als
nominaler Parameter wurde der Fisher-Exact-Test durchgefuhrt.

Die aus den 15 Probandenproben gewonnenen vier Fraktionen von Zelltypen
mussen als abhangige Variablen betrachtet werden, da sie jeweils von einem
Probanden stammten. Um multiples Testen zu umgehen, wurden anhand der
Ergebnisse der deskriptiven Analyse nur zwei Zellfraktionen miteinander
verglichen, um anschlieRend Aussagen zu Unterschieden der LRRK2-
Expression in den vier Zellfraktionen treffen zu kénnen. Zum Vergleich der zwei
verbundenen, nicht-parametrischen Variablen wurde der Wilcoxon-Test
verwendet.

Zur Uberprifung von Korrelationen der Variablen innerhalb der Gesamtgruppe
wurde der nichtparametrische Rangkorrelationskoeffizient Spearmans Rho (rho)
sowie fur die Variablen Alter und Gruppenzugehotrigkeit die punktbiseriale
Korrelation berechnet.

Hinsichtlich der Interpretation der Korrelationskoeffizienten wurde ein Wert von
0-0,2 als sehr gering, von 0,2-0,4 als gering, von 0,4-0,6 als mafig, von 06-0,8
als stark und von 0,8-1 als sehr stark gewertet (vgl. Brosius, 2006, S. 519).

Fur alle angewandten Verfahren wurde ein zweiseitiges Signifikanzniveau von p

< 0,05 als bedeutsam gewahlt.
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2. Materialien

2.1. Puffer, Losungen, Verbrauchsmaterialien, Sonst

Lymphocte Separations Medium
(1,077 g/cm 3)

iges
PAA Laboratories (Linz, Osterreich)

PBS (0,0067 M PO4, ohne Ca/Mg) Cambrex BioScience (Verviers,
Belgien)

FCS (engl. Abk. fur fetales|GIBCO BRL Life Technologies

Kalberserum (Eggenstein)

Humanserum

C-C-Pro (Neustadt)

Gibco Trypan Blue Stain 0,4 %

Invitrogen (Karlsruhe)

FACS-R06hrchen

Becton-Dickinson (Heidelberg)

Falcon-Rdhrchen (50 ml)

Becton-Dickinson (Heidelberg)

8er Thermostrip (200 pl)

PeglLab (Erlangen)

LC-Kapillaren (20ul)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Pipetten, Pipettenspitzen, z.T. mit Filter

2.2. Antikorper
CD4-Pacific Blue (PB)-Con,;.

Anti-Human Monoclonal Antibody

Mouse

Eppendorf (Hamburg)

Caltag Lab (Burlingame, USA)

CD8-Phycoerythrin  (PE)-Cy5 Mouse
Anti-Human Monoclonal Antibody

BD Pharmingen (Heidelberg)

CD14-Fluorescein
(FITC) Mouse Anti-Human Monoclonal
Antibody

Isothiocyanate

BD Pharmingen (Heidelberg)

CD19-Phycoerythrin (PE) Mouse Anti-

Human Monoclonal Antibody

2.3. Kits und RT-PCR-Materialien
Rneasy Mini Kit

BD Pharmingen (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)

Rneasy Micro Kit

Qiagen (Hilden)

h-PBGD Housekeeping Gene Set

Roche Applied Biosciences (Mannheim)
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Transcriptor First Strand Synthesis Kit ‘ Roche Applied Biosciences (Mannheim)

PCR Core Kit LightCycler

2.4. Oligonukleotide

‘ Roche Applied Biosciences (Mannheim)

LRRK2-Primer fur die LightCycler-Laufe

Exons | Lange | Primer-Sequenzen (vorwarts/rickwarts)

LRRK2 | (BP)

1-3 185 GTTCACGTACTCCGAGC/CCAACATCCTGGGGTC

Hybridisierungssonden (+ Farbstoff)

2.5. Gerate und Software
FACSAria

TGATCGTCTTGGACTCCTATATGAGAG-fluorescein/
LCRed-640-GCGAGTGTGCAGCAGGT

BD Biosciences (Heidelberg)

LightCycler Instrument

Roche Applied Biosciences (Mannheim)

.LightCycler Carousel” Zentrifuge

Roche Applied Biosciences (Mannheim)

Vortex Top-Mix 94323

Heidolph Instruments (Schwabach)

Zentrifuge (Centrifuge 5810 R)

Eppendorf (Hamburg)

Tischzentrifuge (Centrifuge 5415 D)

Eppendorf (Hamburg)

Thermocycler (DYAD Thermal Cycler)

Biozyme Diagnostik (Oldendorf)

Software FACSAria

BD Biosciences (Heidelberg)

Software Lightcycler 3.5

Roche Applied Biosciences (Mannheim)

Software SPSS 15.0

SPSS (Minchen)
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Il Ergebnisse

1. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression in den einzelnen

Zellfraktionen

1.1. Vergleich der LRRK2-Expression bei IPS-Patient en und
Kontrollen

Es wurde udberpruft, ob sich Kontrollen und IPS-Patienten hinsichtlich der
LRRK2-Expression (in den einzelnen Zellfraktionen) unterscheiden. Dieses
Vorgehen wurde gewahlt um sicherzustellen, dass die im Anschluss
durchgeflihrte deskriptive Analyse der LRRK2-Expression in der Gesamtgruppe
zulassig war. Alle verglichenen Gruppen waren hinsichtlich ihrer Alters- und
Geschlechterstruktur gleich (s. Abschnitt ,Methoden®).

Die statistische Analyse zeigte keinen Unterschied (p= 0,4) der LRRK2-
Expressionswerte in T-Helferzellen (CD4-Zellen) von IPS-Patienten (n= 8) und
Kontrollen (n= 4), ebenso bestand kein Unterschied (p= 0,83) der LRRK2-
Expressionswerten in zytotoxischen T-Zellen (CD8-Zellen) von IPS-Patienten
(n= 6) und Kontrollen (n= 4). Auch fur die LRRK2-Expressionswerte in den
Monozyten (CD14-Zellen) von IPS-Patienten (n= 7) und Kontrollen (n= 5)
konnte kein Unterschied (p= 0,69) festgestellt werden; das gleiche Ergebnis
zeigte sich in den B-Zellen (CD19-Zellen) von IPS-Patienten (n= 9) und
Kontrollen (n=5) (p= 0,84).

Die Ergebnisse bestétigten, dass die Durchfihrung der deskriptiven Analyse der

LRRK2-Expression in der Gesamtgruppe gerechtfertigt war.
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Abbildung 10: Punktdiagramm mit den LRRK2-Expressionswerten der Probanden in den
einzelnen Zellfraktionen, unterschieden nach IPS-Patienten und Kontrollen (s. Legende). Fur
keine Zellfraktion konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen IPS-Patienten und
den Kontrollen festgestellt werden (LRRK2-Expression als Ratio zum ,housekeeping“-Gen in
Prozent (s.Abschnitt ,Methoden")).

1.2. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expressioninde n T-Zellen
(CD4-Zellen und CD8-Zellen)

Von 12 der 15 Probanden konnte die LRRK2-Expression in den T-Helferzellen
(CD4-Zellen) bestimmt werden. Der Median der Expressionswerte lag bei 1,99
%, mit einem Interquartilsbereich von 0,91 % bis 5,94 % und einem Minimum
(Min.) bzw. Maximum (Max.) von 0,41 % bzw. 16,59 %.

Von zehn der 15 Probanden konnte die LRRK2-Expression in den
zytotoxischen T-Zellen (CD8-Zellen) bestimmt werden. Der Median der
Expressionswerte lag bei 1,54 %, mit einem Interquartilsbereich von 0,65 % bis
2,7 % und einem Min. bzw. Max. von 0,45 % bzw. 15,27 %.
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1.3. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression inde  n B-Zellen
(CD19-Zellen)

Von 14 der 15 Probanden konnte die LRRK2-Expression in den CD19-Zellen
bestimmt werden. Der Median der Expressionswerte lag bei 9,2 %, mit einem
Interquartilsbereich von 8,08 % bis 22,83 % und einem Min. bzw. Max. von 5,97
% bzw. 42,09 %. Damit war der Median der Expressionswerte in den CD19-
Zellen etwa funfmal so hoch wie in den CD4-/ CD8-Zellen (1,99 % bzw. 1,54
%).

1.4. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression inde  n Monozyten
(CD14-Zellen)

Von zwolf der 15 Probanden konnte die LRRK2-Expression in den CD14-Zellen
bestimmt werden. Der Median der Werte lag bei 31,53 %, mit einem
Interquartilsbereich von 19,71 % bis 49,79 % und einem Min. bzw. Max. von
4,64 % bzw. 75,94 %. Damit war der Median der Expressionswerte in den
CD14-Zellen etwa 3,4-fach so hoch wie in den CD19-Zellen (9,2 %) und mehr
als 15-mal so hoch wie in den CD4-/ CD8-Zellen (1,99 % bzw. 1,54 %).
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Abbildung 11: Punktdiagramm mit den Expressionswerten der Probanden in den einzelnen
Zellfraktionen. Der Median der Expressionswerte in den CD14-Zellen ist etwa dreimal so hoch
wie derjenige in den CD19-Zellen, welcher wiederum etwa fiinfmal so hoch ist wie der Median
der CD4-/CD8-Zellen (LRRK2-Expression als Ratio zum ,housekeeping“-Gen in Prozent (s.
Abschnitt ,Methoden®)).
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Abbildung 12: Punktdiagramm mit den (LRRK2-)Expressionswerten der Probanden in den
einzelnen Zellfraktionen (LRRK2-Expression als Ratio zum ,housekeeping“-Gen in Prozent (s.
Abschnitt ,Methoden")). Die Interpolationslinien verbinden die Expressionswerte der einzelnen
Probanden. Dabei zeigt sich (trotz der in der vorgelegten Arbeit angenommenen Abhéangigkeit
der einzelnen Expressionswerte eines Probanden), dass die Auspragung der Expressionswerte
in den einzelnen Zellfraktionen einem vergleichbaren Schema folgen, und dass es keine

Probanden gab, deren Expressionswerte in allen Zellfraktionen erhéht bzw. erniedrigt waren.

2. Vergleich der LRRK2-Expression in den einzelnen

Zellfraktionen
Entsprechend der Zielsetzung der Arbeit wurden die Expressionswerte in den
einzelnen Zellfraktionen miteinander verglichen. Aufgrund der Ergebnisse der
deskriptiven Analyse ist offensichtlich, dass die LRRK2-Expressionswerte in
den CD14-Zellen und den CD19-Zellen hoher sind als in den CD4-Zellen und
den CD8-Zellen, wéhrend diese sich hinsichtlich der Expressionswerte nicht

wesentlich voneinander unterscheiden. Deswegen wurde, um das Problem des
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multiplen Testens zu umgehen, nur statistisch analysiert, ob sich die
Expressionswerte in den CD14-Zellen (Monozyten) von denen in den CD19-
Zellen (B-Zellen) unterscheiden. Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p= 0,023; Wilcoxon-Test fur nicht-parametrische, verbundene Daten) zwischen
den beiden Zellfraktionen.

Damit lasst sich festhalten, dass der etwa 3,4-fach erhdhte Median der LRRK2-
Expressionswerte in den CD14-Zellen (31,53 %) im Vergleich zu den CD19-
Zellen (9,2 %) auf einen signifikanten Unterschied der LRRK2-
Expressionswerte in den beiden Zellfraktionen zurtickzufiihren ist. Sowohl
CD14-Zellen als auch CD19-Zellen hatten offensichtlich hohere
Expressionswerte als die T-Zellen (CD4-/CD8-Zellen) (etwa 15-fach bzw. 5-fach

so hoch).
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Abbildung 13: Darstellung der LRRK2-Expressionswerte mittels Box-Plots in den einzelnen
Zellfraktionen. Es bestand ein signifikanter Unterschied (p= 0,023) zwischen den CD14-Zellen
und den CD19-Zellen. Die beiden Kreise und der Stern stehen fur AusreilRer bzw. einen
Extremwert (LRRK2-Expression als Ratio zum ,housekeeping“-Gen in Prozent (s. Abschnitt

.Methoden®)).
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3. Korrelationsanalysen

3.1.Korrelationen der LRRK2-Expressionswerte mit

demographischen und klinischen Parametern in der

Gesamtgruppe (n= 15)
In der Gesamtgruppe konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Alter der Probanden und den LRRK2-Expressionswerten in einer der
Zellfraktionen festgestellt werden. Die Expressionswerte in den CD14-Zellen
und CDB8-Zellen waren zwar umso héher, je éalter die Probanden waren,
allerdings nur in geringer bzw. mittelgradiger Auspradgung und nicht signifikant
(rho=0,32; p=0,31; n=12 bzw. rho= 0,6; p= 0,07; n= 10). In nur sehr schwacher
Auspragung zeigten sich auch in CD4-Zellen und CD19-Zellen hdhere
Expressionswerte mit steigendem Alter der Probanden (jeweils rho= 0,07);
beide Zusammenhéange waren aber statistisch nicht bedeutsam (p= 0,84; n= 12
bzw. p=0,81; n= 14).

Tabelle  10:

(Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman).

Korrelation der Variablen Alter mit der LRRK2-Expression

LRRK2-Expression in
CD4- CD8- CD14- CD19-
Zellen Zellen Zellen Zellen
Alter Korrelationskoeffzient 0,07 0,6 0,32 0,07
p-Wert 0,84 0,07 0,31 0,81
N 12 10 12 14

In allen Zellfraktionen bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht der Probanden und den LRRK2-Expressionswerten.

Die LRRK2-Expressionswerte in CD4-Zellen und CD8-Zellen waren bei
Mannern tendenziell héher als bei Frauen, aber nur in geringem Malf3e und nicht
signifikant (rho= (-) 0,18; p= 0,58; n=12 bzw. rho= (-) 0,24; p= 0,5; n= 10).
Dagegen waren, statistisch nicht signifikant (p= 0,3; n= 12 bzw. p= 0,81; n= 14),
die Expressionswerte in den CD14-Zellen und in den CD19-Zellen eher bei
Frauen hoher als bei Mannern, aber nur schwach bzw. sehr schwach

ausgepragt (rho= 0,33 bzw. rho= 0,07).
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Unter den Probanden befanden sich zehn IPS-Patienten. Die statistische
Analyse ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
eines IPS und den Expressionswerten in einer der Zellfraktionen. Zwar zeigten
sich einerseits bei IPS-Patienten in CD4-Zellen, CD8-Zellen und CD19-Zellen
tendenziell héhere Expressionswerte als bei Kontrollen, wahrend in CD14-
Zellen die Expressionswerte eher bei Kontrollen héher waren. Allerdings waren
alle gefundenen Zusammenhange nicht signifikant und nur schwach ausgepragt
(rho= 0,23; p= 0,46; n= 12 bzw. rho= 0,21; p= 0,56; n= 10 bzw. rho= 0,21, p=
0,47; n=19 bzw. rho= (-) 0,17; p=0,59; n=12).

Tabelle 11: Korrelationsanalyse der Variablen Geschlecht und IPS-Patient mit der LRRK2-

Expression (jeweils punktbiseriale Korrelation mit (Geschlecht: 1= mé&nnlich, 2= weiblich) bzw.
(IPS-Patient: 0= nein, 1= ja)).

LRRK2-Expression in
CD4- CDs8- CD14- CD19-
Zellen Zellen Zellen Zellen
Geschlecht Korrelations- | (-) 0,18 (-) 0,24 0,33 0,12
(1= ménnlich, 2= weiblich) | koeffzient
p-Wert 0,58 0,5 0,3 0,69
N 12 10 12 14
IPS-Patient Korrelations- | 0,23 0,21 (-) 0,17 0,21
(0= nein, 1=ja) koeffzient
p-Wert 0,46 0,56 0,59 0,47
N 12 10 12 14
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IV Diskussion

Das Parkinson-Gen LRRK2 ist seit seiner Erstbeschreibung 2004 im Zentrum
des Interesses der Parkinsonforschung. Epidemiologische Daten zeigen, dass
LRRK2-Mutationen der haufigste Grund fur hereditare Parkinson-Syndrome
sind. Auch beim sporadischen Parkinson-Syndrom finden sich LRRK2-
Mutationen, und fir 2 LRRK2-Polymorphismen konnte gezeigt werden, dass sie
einen Risikofaktor fur die Entstehung des Parkinson-Syndroms darstellen.
Wegen diesen und anderen (klinischen und histopathologischen) Befunden ist
es wahrscheinlich, dass LRRK2 auch bei der Entstehung des IPS eine Rolle
spielt.

Zur physiologischen Funktion von LRRK2 gibt es erste Erkenntnisse, die aber
noch weit von Vollstandigkeit entfernt sind. Im Laufe der weiteren Erforschung
der LRRK2-Funktion wird es deswegen wichtig sein, humane Zellen zur
Verfiigung zu haben, die in ausreichendem Malie LRRK2 exprimieren, um in
Zellkultur Experimente durchfihren zu kdnnen.

Hierflir eignen sich als Zellen, die nicht aus Zelllinien, sondern direkt von
menschlichen Spendern stammen, grundsatzlich (mononukledre) Leukozyten,
fur die als Gesamtpopulation schon gezeigt werden konnte, dass sie LRRK2
exprimieren (White, Toft et al. 2007).

In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob sich eine Zellfraktion der
Leukozyten, namlich T-Helferzellen (CD4-Zellen), zytotoxische T-Zellen (CD8-
Zellen), Monozyten (CD14-Zellen) oder B-Zellen (CD19-Zellen) in besonderem
Mafl3e, aufgrund einer relativ erhohten LRRK2-Expression, als Substrat zur
Erforschung der humanen LRRK2-Funktion in Zellkultur eignet. Alle
ausgewahlten Zelltypen sind dabei prinzipiell zur Etablierung einer Zellkultur

geeignet.
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1. Diskussion der Ergebnisse

1.1. Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression inde  n einzelnen
Zellfraktionen
Die Lagemal3e der LRRK2-Expressionswerte in den einzelnen Zellfraktionen

wurden in der Gesamtgruppe (n= 15) dargestellt.

1.1.1. Zulassigkeit der deskriptiven Analyse in der Gesamtgruppe

Dieses Vorgehen wurde gewahlt, obwohl die Gesamtgruppe insoweit
inhomogen war als dass sich unter den 15 Probanden zehn IPS-Patienten und
funf Kontrollen befanden. Es gibt bis zum heutigen Tag in der Literatur aber
keine Hinweise darauf, dass sich die LRRK2-Expression in Leukozyten bei IPS-
Patienten und Kontrollen unterscheiden koénnte. Um die Legitimitdt des
Vorhabens abzusichern, wurden die LRRK2-Expressionswerte von IPS-
Patienten und Kontrollen in den einzelnen Zellfraktionen miteinander verglichen.
Dabei zeigte sich in keiner Zellfraktion ein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (in CD4-Zellen: p= 0,4; in CD8-Zellen: p= 0,83; in CD14-Zellen: p=
0,69; in CD19-Zellen: p= 0,84). Das gewahlte Vorgehen war damit
gerechtfertigt.

1.1.2. Ergebnisse

Deskriptive Analyse der LRRK2-Expression in den einzelnen Zellfraktionen

In  den T-Helferzellen (CD4-Zellen) lag der Median der LRRK2-
Expressionswerte bei 1,99 % (Ratio der LRRK2-Expression zum
-housekeeping“-Gen hPBGD in Prozent (s. Abschnitt ,Methoden)), in den

zytotoxischen T-Zellen (CD8-Zellen) lag der Median der Expressionswerte bei
1,54 %. Der Median der LRRK2-Expressionswerte in den B-Zellen (CD19-
Zellen) war mit 9,2 % etwa funfmal so hoch wie in den T-Zellen (1,99 % bzw.
1,54 %).

Mit 31,53 % war der Median der LRRK2-Expressionswerte in den Monozyten
(CD14-Zellen) etwa dreimal so hoch wie in den B-Zellen und mehr als 15-mal

so hoch wie in den T-Zellen.
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Vergleich der Zellfraktionen

Die Ergebnisse der deskriptiven Analyse zeigten bereits deutlich die
Unterschiede der einzelnen Zellfraktionen bezuglich der LRRK2-Expression. So
ist offensichtlich, dass sich CD4-Zellen und CD8-Zellen nicht wesentlich
voneinander unterschieden und sich im relativen Vergleich auf einem niedrigen
Niveau bewegten. Im Vergleich zu ihnen war der Median der LRRK-
Expressionswerte in CD19-Zellen etwa fiinfmal so hoch, und in CD14-Zellen
etwa 15-mal so hoch. Um die Problematik des multiplen Testens zu umgehen,
wurde deswegen lediglich statistisch analysiert, ob der etwa dreifach erhdhte
Median der Expressionswerte in den CD14-Zellen im Vergleich zu den CD19-
Zellen auf einem statistisch signifikanten Unterschied der beiden Zellfraktionen
hinsichtlich ihrer LRRK2-Expressionwerte beruhte. Der Wilcoxon-Test (fur
verbundene, nicht-parametrische Variablen) zeigte einen signifikanten
Unterschied der beiden Zellfraktionen (p= 0,023).

1.1.3. Beurteilung
Die Ergebnisse der deskriptiven Analyse und des Vergleichs der LRRK2-
Expression in den einzelnen Zellfraktionen zeigen, dass Monozyten (CD14-
Zellen) im relativen Vergleich das hochste LRRK2-Expressionsniveau
aufweisen. Sie sind damit, entsprechend den in der Zielsetzung formulierten
Vorgaben, von den vier untersuchten Zellfraktionen am besten zur LRRK2-
Erforschung in Zellkultur geeignet. Das Expressionsniveau der B-Zellen (CD19-
Zellen) betragt ca. 29 % der Monozyten; die LRRK2-Expressionswerte in den
beiden Zellfraktionen unterscheiden sich signifikant (p= 0,023). Dagegen zeigen
T-Zellen (CD4-Zellen und CD8-Zellen) ein niedriges Expressionsniveau,
namlich 21,6 % der B-Zellen und 6,3 % der Monozyten und sind damit

schlechter fur Experimente in Zellkultur zur LRRK2-Erforschung geeignet.

Funktionelle Bedeutung des LRRK2-Expressionsniveaus

Abgesehen von der urspringlichen Fragestellung bleibt zu diskutieren, ob die
gefundenen relativen Unterschiede der LRRK2-Expression, etwa die hohe
LRRK2-Expression in Monozyten (CD14-Zellen), eine physiologische

Bedeutung haben kénnen. Da aber bisher nur in sehr geringem Malie
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verstanden ist, welche physiologische Funktion LRRK2 austibt, insb. in welcher
Signalkaskade es involviert ist, sind selbst spekulative Aussagen diesbeziiglich
schwierig. Somit sind keine direkten Ruckschliisse maoglich, ob einer der vier
untersuchten Zelltypen aufgrund von Besonderheiten, die ihn von den anderen
Zelltypen unterscheiden, ein veréndertes LRRK2-Expressionsniveau haben

kdnnte.

Diagnostische Bedeutung

Bisher fehlen Biomarker, insb. laborchemische Parameter, die bei Vorliegen
eines IPS verandert sind. Solche Biomarker sind vor allem im Rahmen der
Diagnostik des IPS von Interesse.

Aufgrund der groBen Bedeutung von LRRK2 auch im Rahmen der
Atiopathogenese des IPS, erschien es zumindest mdoglich, dass die LRRK-
Expression bei Patienten mit IPS (auch) in Blutzellen verandert sein kdnnte. In
der vorgelegten Arbeit zeigte sich aber fur keine Zellfraktion ein signifikanter
Unterschied der LRRK2-Expressionswerte bei IPS-Patienten und Kontrollen.
Die durchgefuhrte Korrelationsanalyse ergab in keiner Zellfraktion einen
signifikanten Zusammenhang zwischen den LRRK2-Expressionswerten der
Probanden und dem Vorliegen eines IPS. Alle berechneten
Korrelationskoeffizienten zeigten aufRerdem immer nur sehr schwach
ausgepragte (nicht signifikante) Zusammenhénge. Damit bietet das LRRK2-
MRNA-Niveau in Leukozyten bzw. einzelnen Leukozytenfraktionen nach
heutigem Kenntnisstand keine Mdglichkeit zur Nutzung als Biomarker in der
IPS-Diagnostik.

1.2. Diskussion der Korrelationsprifung

Es wurde in der Gesamtgruppe (n= 15) Uberprift, ob (in den einzelnen
Zellfraktionen) ein Zusammenhang von LRRK2-Expression mit dem Alter und
Geschlecht der Probanden sowie mit dem Vorliegen eines IPS bestand.

In der Gesamtgruppe konnte fur keine Zellfraktion ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Alter der Probanden und den LRRK2-

Expressionswerten festgestellt werden (CD4-Zellen: rho= 0,07, p= 0,84, n= 12;
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CD8-Zellen: rho= 0,6, p= 0,07, n= 10; CD 14-Zellen: rho= 0,32, p= 0,31, n=12;
CD19-Zellen: rho= 0,07, p= 0,81, n= 14).

Gleichermalen zeigte sich in allen vier Zellfraktionen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Geschlecht eines Probanden und den LRRK2-
Expressionswerten. Alle berechneten Zusammenhé&nge waren zudem maximal
gering ausgepragt (CD4: rho= (-) 0,18, p= 0,58, n=12; CD8: rho= (-) 0,24, p=
0,5, n=10; CD14: rho= 0,33, p=0,3; n=12; CD19: rho= 0,07, p= 0,81, n=14).
Auch fur das Vorliegen eines IPS konnte in keiner Zellfraktion ein Einfluss auf
die Hohe der LRRK2-Expressionswerte nachgewiesen werden. Die IPS-
Patienten wiesen in den CD4-Zellen, CD8-Zellen und CD19-Zellen tendenziell
hohere Expressionswerte auf als die Kontrollen, wahrend es in den CD14-
Zellen der umgekehrte Fall war. Alle berechneten Zusammenhange waren aber
gering ausgepragt und nicht signifikant (CD4: rho= 0,23, p= 0,46, n= 12; CDS8:
rho= 0,21, p= 0,56, n= 10; CD14: rho= (-) 0,17; p= 0,59; n= 12; CD19: rho=
0,21, p= 0,47, n= 14).

1.2.1. Beurteilung

Es gibt bisher keine publizierten Daten tUber mogliche Einflussfaktoren auf die
LRRK2-Expression in speziellen Zelltypen im Allgemeinen sowie in humanen
Leukozyten im Besonderen. Daher wurden in der vorgelegten Arbeit zwei
fundamentale Probanden-Charakteristika (Alter und Geschlecht) ausgewahlt.
Obwohl es keine Hinweise darauf gab, dass zwischen der LRRK2-Expression
von IPS-Patienten und Kontrollen signifikante Unterschiede bestehen, erschien
es dennoch sinnvoll zu Uberprifen, ob zwischen den beiden Eigenschaften
Uberhaupt ein Zusammenhang besteht.

Fur alle drei ausgewdahlten Parameter konnte kein Zusammenhang mit der
LRRK2-Expression nachgewiesen werden. Es bleibt unklar, ob und
gegebenenfalls welche Parameter einen Einfluss auf die LRRK2-

Expressionswerte in den vier Leukozytenfraktionen haben kénnten.
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2. Ausblick

2.1. Uberprufung der LRRK2-Expression in Leukozyten bei
Patienten mit LRRK2-Mutation

In der vorgelegten Arbeit konnte weder ein Unterschied zwischen IPS-Patienten
und Kontrollen hinsichtlich der Expression in den einzelnen Zellfraktionen
festgestellt werden noch zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Hohe der Expressionswerte und dem Vorliegen eines IPS.

Es wurde kein Proband untersucht, bei dem eine LRRK2-Mutation vorlag.
Insofern ist keinerlei Aussage dazu mdoglich, ob die LRRK2-Expression bei
Patienten mit LRRK2-Mutation in den einzelnen Zellfraktionen den Ergebnissen
der vorgelegten Arbeit entspricht.

Es gibt in der Literatur zur Zeit keine Hinweise darauf, dass sich die LRRK2-
Expression in Leukozyten (oder anderen Zelltypen) bei Patienten mit LRRK2-
Mutation von anderen Probanden unterscheiden konnte. Allerdings gibt es
Hinweise auf funktionelle Stérungen der Lymphozyten von Patienten mit
LRRK2-Mutation (s.u.). Es erscheint daher mdglich, dass eine Mutation Einfluss
auf das Expressionsniveau haben kdnnte. Die Relevanz der Fragestellung liegt
insbesondere im diagnostischen Bereich. Wéare die LRRK2-Expression in den
Gesamtleukozyten oder in einer einzelnen Zellfraktion von Parkinson-Patienten
mit LRRK2-Mutation verandert, kdnnte dies als Grundlage zur Etablierung eines

Biomarkers des PARK8-Parkinson-Syndroms dienen.

2.2. Entspricht das mRNA-Niveau dem Protein-Niveau?

In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die untersuchten
Zellfraktionen bezuglich der LRRK2-mRNA-Expression unterscheiden. Da in
jeder Zellfraktion LRRK2-mRNA mittels RT-PCR nachweisbar war, sind sie alle
grundséatzlich fur Experimente in Zellkultur, die LRRK2-mRNA als Substrat
benttigen, geeignet. Aufgrund des im relativen Vergleich hdchsten
Expressionsniveaus, gilt dies im besonderen Male fir CD14-Zellen. Wird
jedoch fur Experimente das Protein LRRK2 als Substrat benutzt, muss
sichergestellt sein, dass die in der vorgelegten Arbeit beschriebenen
Ergebnisse auch auf Ebene des Proteins zu finden sind. Es ist bereits bekannt,
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dass das Protein LRRK2 mittels Western-Blot-Technik in der Gesamtpopulation
von murinen Leukozyten nachweisbar ist (Melrose, Kent et al. 2007). Vor der
Etablierung von Zellkulturen fir Experimente auf Proteinebene, muss daher
analysiert werden, ob sich die unterschiedlichen LRRK2-mRNA-
Expressionsniveaus in den vier Zellfraktionen auch auf Proteinebene

widerspiegeln.

2.2.1. Bestehen Unterschiede zwischen IPS-Patienten  und Kontrollen
bezuglich der LRRK2-Protein-Konzentration?
Bezuglich des Proteins LRRK2 scheint es interessant zu Uberprifen, ob die auf
LRRK2-mRNA-Ebene gefundene Gleichheit des Expressionsniveaus bei IPS-
Patienten und Kontrollen auch auf Proteinebene besteht, oder ob sich
Unterschiede in der Proteinkonzentration zeigen. Es erscheint mdglich, dass,
trotz der Gleichheit auf mMRNA-Ebene, Unterschiede auf Proteinebene zwischen
IPS-Patienten und Kontrollen bestehen. Hieraus kodnnten sich wiederum
Erkenntnisse zur LRRK2-Funktion bei IPS-Patienten und zur Etablierung eines

Biomarkers des IPS ergeben.
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Allgemeiner Teil:

Zusammenfassung

Fur die Weiterentwicklung der therapeutischen Optionen des Parkinson-
Syndroms ist es unabdingbar seine Atiopathogenese verstehen. Hierflr sind
Modelle der Erkrankung wichtig. Bisher besteht ein Mangel an geeigneten
humanen Zelltypen, die als Substrat fir Entwicklung eines ,in vitro“-Parkinson-
Modells verwendet werden koénnen. In der vorgelegten Arbeit wurde die
Eignung von verschiedenen humanen Blutzellen als Substrat fir die Etablierung
von zellularen Parkinsonmodellen bzw. von Zellkulturen zur Erforschung der
Atiopathogenese der Erkrankung uberpriift.

Teil 1:

Hamatopoetische Stammzellen (HSZ) stellen ein vielversprechendes Substrat
zur  Entwicklung von zellularen Parkinsonmodellen dar. Theoretische
Uberlegungen und vorlaufige Ergebnisse hatten suggeriert, dass der Anteil an
HSZ im peripheren Blut (HSZ-Anteil) bei IPS (idiopathisches Parkinson-
Syndrom)-Patienten hoher sein kénnte als bei anderen Personen.
Normalerweise muiussen HSZ-Spender vorher eine Stimulation mit dem
Medikament G-CSF erhalten, um aus dem peripheren Blut eine ausreichende
Zahl an HSZ zu gewinnen.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit zeigten, dass der durchflusszytometrisch
bestimmte HSZ-Anteil bei IPS-Patienten (n= 21) mit 0,00737 % etwa 2,3-fach
so hoch war wie derjenige der Kontrollen (n=9) mit 0,00315 %. Allerdings war
der HSZ-Anteil der IPS-Patienten um mehr als das 13-fache vom Grenzwert
von 0,1 % entfernt, ab welchem eine G-CSF-Behandlung vermieden werden
konnte.

Daher mussen IPS-Patienten ebenso wie sonstige Personen eine G-CSF-
Behandlung erhalten, wenn sie als HSZ-Spender zu Forschungszwecken
fungieren wollen. Weshalb der HSZ-Anteil bei IPS-Patienten hdher war als bei
Kontrollen, bleibt unklar. Fir die Probandeneigenschaften Alter, Geschlecht,
Leukozytenzahl und Vorliegen eines IPS konnte kein Einfluss auf die HSZ-

Werte nachgewiesen werden.
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Teil 2:

Das ,Parkinson-Gen“ LRRK2 ist seit seiner Erstbeschreibung im Jahre 2004 im
Zentrum des Interesses der Parkinson-Forschung, insbesondere bezuglich der
Atiopathogenese der Erkrankung. Zur physiologischen Funktion von LRRK2
gibt es erste Erkenntnisse. Zur Erforschung der LRRK2-Funktion ist es wichtig,
humane Zellen zur Verfigung zu haben, die fur Zellkultur-Experimente genutzt
werden konnen. Daflr eignen sich grundsatzlich humane (mononukleare)
Leukozyten.

In der vorgelegten Arbeit wurden die Leukozyten von 15 Probanden mit einem
Zellsortierer in vier verschiedene Zellfraktionen getrennt, namlich Monozyten
(CD14-Zellen), B-Zellen (CD-19-Zellen) und T-Zellen (CD4- und CD8-Zellen).
Anschlieiend wurde mittels RT-PCR (,real time- polymerase chain reaction”,
engl. fur Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion) untersucht, ob sich die
verschiedenen Zellfraktionen in ihrer LRRK2-Expression unterscheiden.

Dabei zeigte sich, dass Monozyten das héchste LRRK2-Expressionsniveau
hatten. Das Expressionsniveau von B-Zellen (CD19-Zellen) und T-Zellen (CD4-
und CD8-Zellen) betrug nur ca. 29 % bzw. 6,3 % des Expressionsniveaus der
Monozyten. Damit sind Monozyten von den vier untersuchten Zellfraktionen im
besonderen Mal3e zur LRRK2-Erforschung in Zellkultur geeignet

Unter den Probanden befanden sich IPS-Patienten (n= 10) und gesunde
Kontrollen (n=5). Die beiden Gruppen unterschieden sich in keiner Zellfraktion
hinsichtlich der LRRK2-Expression. Fir die Probandeneigenschaften Alter,
Geschlecht und Vorliegen eines IPS konnte kein Einfluss auf die Auspragung

der LRRK2-Expression nachgewiesen werden.
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Abklrzungsverzeichnis

Die wichtigen in der vorgelegten Arbeit verwendeten Abkirzungen finden sich
auch in Klammern direkt im Anschluss an die erstmalige Verwendung des
abzuklrzenden Ausdrucks. Englische Ausdriicke werden in Anflihrungszeichen
aufgefihrt und (soweit sie keine feststehenden Ausdricke oder selbsterklarend

sind) direkt im Anschluss in Klammern (bersetzt bzw. sinngemali

wiedergegeben.
AK Antikdrper
AMHC ~adult multipotent hematopoetic cell”,

engl. fir adulte pluripotente hamatopoetische (Stamm-)Zelle
AMI akuter Myokardinfarkt
BMSC ,bone marrow derived stem cell”

eng. fur in etwa Stammzelle mit dem Knochenmark als Ursprung

BP Basenpaare

CD cluster of differentiation

cDNA ,Copy DNA"

COMT Catechol-O-Methyl-Transferase

COR ~complexe of roc*

DNA ~desoxyribonucleinacid”, engl. fir Desoxyribonukleinsdure
EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat

EPC .epithelial progenitor cell*, engl. fur Epithel-Vorlauferzelle
FCS Jetal calf serum®, engl. fur fetales Kélberserum

FITC ~Fluorescein Isothiocyanate”

ESZ Embryonale Stammzelle

FACS Jluorescence activated cell sorting*

FSC Jforwards scatter”, engl. fir Vorwartsstreuung

G-CSF ~granulocyte-colony stimulating factor”

GDNF .glial-derived neurotrophic factor”

GFAP .glial fibrillary acidic protein®, engl. fir saures Gliafaserprotein
hPBGD humane Porphobilinogendeaminase

HSZ Hamatopoetische Stammzelle

IPS Idiopathisches Parkinson- Syndrom

kb Kilo-Basen

kD Kilo-Dalton

KMT Knochenmarkstransplantation

L-Dopa Levodopa

LRRK Jleucine rich reapet kinase ”

MAO B Monoaminooxidase B

MAPC ~-multipotent adult progenitor cell”, engl. fir pluripotente adulte Vorlauferzelle
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MAPKKK
MBP
Max.
Min.
MPP+
MPTP
mMRNA
NS
NPLC
OMIM

p

PB

PBS
PCR

PE

rho
RNA
ROC
ROS
RT-PCR
6-OHDA
SKP
SNP
Snpc
SSC
VEGF

»mitogen activated kinase kinase kinase”
Myelin-basisches Protein

Maximum

Minimum

1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin
1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin
,messengerRNA”

nicht signifikant

-neuron progenitor-like cells*, engl. fur ,Neuronaler Vorlaufer“-ahnliche Zellen

,Online Mendelian Inheritance in Men*

p-Wert

spacific blue”

~phospate buffered saline”

.polymerase chain reaction”, engl. fir Polymerase Kettenreaktion
Phycoerythin

Korrelationskoeffizient ,Spearman’s Rho*

sfibonucleinacid”, engl. fir Ribonukleinsaure

.fas of complexe”

.reactive O species”, engl. fiir reaktive Sauerstoffspezies

.real time” PCR, engl. fir Echtzeit-PCR

6-Hydroxy-Dopamin

»SKin derived precursors®, engl. fir Haut-Vorlauferzellen

»Single nucleotide polymorphism®, engl. fiir 1-Nukleotid-Polymorphismus
Substania nigra pars compacta

.Sidewards scatter”, engl. flr Seitwartsstreuung

»Vascular Endothelial Growth Factor”
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