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1. Zusammenfassung — Summary

Einleitung: M. Parkinson und die Alzheimer-Demenz gehdren zu den haufigsten
Erkrankungen im Alter. Bei beiden kénnen Symptome der jeweils anderen
Erkrankung auftreten, was eine in Teilen gemeinsame Pathophysiologie vermuten
l&sst. Bei Parkinson-Patienten tritt oft eine Hyperhomocysteindmie (HHcy) auf, die
als Risikofaktor fur den Verlauf und das sekundére ,Outcome® gilt. Mit dieser Arbeit
wurde die These Uberprift, ob das Gesamthomocystein (tHcy) und der
Methylierungsstatus Einfluss auf neurodegenerative Proteine haben.

Material und Methoden: Blut von 87 Parkinson-Patienten wurde auf tHcy,
Methylmalonylsaure, Vitamin B6, Vitamin B 12, Folat, S-Adenosin-Methionin (SAM),
S-Adenosyl-Homocystein (SAH) und 3-Amyloid getestet. Thrombozyten wurden von
45 Patienten isoliert und fur a-Synuclein- und Amyloid-Precusor-Protein (APP)-
Assays aufbereitet. Die Substantia nigra wurde in einer Untergruppe von 58
Patienten mit transcraniellem Ultraschall vermessen.

Ergebnisse: Bei den Patienten wurden erhdhte t-Hcy-Konzentrationen festgestellt
(median = 14,8 ymol/L). Dies konnte nicht mit der L-Dopa-Therapie erklart werden.
Die B-Vitaminstatus zeigten kein allgemeines Defizit, aber die Werte waren mit der
HHcy negativ korreliert. tHcy im Serum (B = -0,276; p < 0,01) und Kreatinin im Serum
(B = -0,422; p < 0,01) waren signifikante Pradiktoren des SAM/SAH-Quotienten.
Negative Korrelationen wurden zwischen SAH und APP in Thrombozyten gefunden,
aullerdem zwischen SAM und a-Synuclein. Der SAM/SAH-Quotient war signifikante
Determinante des DemTect (B = 0,612; p = 0,004). Die Gesamtflache der Substantia
nigra war mit den MMA-Konzentrationen positiv korreliert (r = 0,31; p = 0,029).
Schlussfolgerung: Diese Studie hat gezeigt, dass bei Patienten mit M. Parkinson
die Marker der Neurodegeneration (APP, a-Synuclein) vom zellularen
Methylierungsstatus (SAM, SAH) abhangen. Bessere kognitive Leistung hing mit
héherem  Methylierungspotential (SAM/SAH-Quotient) zusammen. Der B-
Vitaminstatus, der den Methylierungsstatus beeinflusst, steht im Zusammenhang mit
der Neurodegeneration. Folgestudien kénnen den Effekt der B-Vitamin-
Supplementierung, eventuell auch der Zufihrung von SAM auf APP und a-Synuclein

bei Parkinson-Patienten untersuchen.



Homocysteine-pathway’s influence on neurodegenerative diseases:

Status of Homocysteine and Methylisation in Patients with Parkinson’s disease

Background: Among age-related morbidities, Parkinson and Alzheimer diseases are
the most common. A mutual pathophysiology is suggested, as many PD might
develope dementia and many AD might show movement disorders.
Hyperhomocysteinemia (HHcy) is common in PD and considered to be a risk factor
for progression and secondary outcome of the disease. The hypothesis was tested
that total homocysteine (tHcy), or methylation status in PD patients might be related
to neurodegenerative proteins.

Subjects and methods: 87 patients with PD were included. Blood samples were
tested for tHcy, methylmalonic acid, vitamin B12, B6, folate, S-adenosyl methionine,
S-adenosyl homocysteine, and amyloid-B. Platelets extracts of 45 patients were
prepared for amyloid precursor protein (APP) and a-Synuclein assays. In a subset of
58 patients, the area of the substantia nigra was measured by transcranial
Sonography.

Results: Elevated concentrations of tHcy were observed in our patients (median =
14,8 umol/L). This was not explained by L-dopa treatment. B-vitamins’ concentrations
indicated no frank deficiency, but their levels showed negative relation to HHcy.
Serum tHcy (beta = -0,276; p < 0,01) and serum creatinine (beta = -0,422; p < 0,01)
were significant predictors of plasma SAM/SAH ratio. Negative correlations were
found between SAH and platelets APP as well as SAM and a-Synuclein. SAM/SAH
ratio was a significant determinant for DemTect (beta= 0.612, p=0.004). The total
area of the substantia nigra correlated positively with levels of MMA (r=0.31,
p=0.029).

Conclusion: This study showed that markers of neurodegeneration (APP, a-
Synuclein) in patients with PD are related to markers of cellular methylation status
(SAM, SAH). Better cognitive function in PD patients was related to higher
methylation potential (SAM/SAH ratio). B-vitamine-status influencing methylation-
status is related to neurodegenration. Further studies might investigate the effect of

B-vitamine or even SAM-supplement on APP and a-Synuclein in PD patients.



2. Einleitung und Fragestellung

Homocystein (Hcy)

Geschichtlicher Uberblick

Die bereits in den 1930er Jahren von BUTZ und DE VIGNEAUD [22] als Teil des
Methionin-Stoffwechsels beschriebene Aminosaure Homocystein (Hcy), wurde in den
sechziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts im Urin geistig retardierter Kinder
isoliert [26, 52]. Im Jahr 1964 brachten MUDD et al. [118] die Homocysteinurie und
massiv erhéhte Homocysteinspiegel im Plasma mit einem genetischen Defekt des
Enzyms Cystathionin-B-Synthetase (CBS) in Verbindung, das den Abbau von
Homocystein (Hcy) zu Cystathionin (Cys) ermdéglicht. Bei diesen Patienten wurden
auch héaufig arteriosklerotische und thromboembolische Verédnderungen noch vor
dem drei3igsten Lebensjahr beschrieben, in einem Viertel der Félle mit tddlichem
Ausgang [53, 148]. MCCULLY zeigte 1969 [113], dass die Pathologie der Gefalle bei
hohen Blut-Hcy-Spiegeln eine Proliferation der glatten Muskulatur, fortschreitende
arterielle Stenosen und h&mostatische Veranderungen umfasst. Atherosklerose und
thromboembolische Ereignisse treten auf. Epidemiologische Studien in der
Gesamtbevdlkerung zeigten, dass milde bis moderat erhéhtes Hcy im Plasma (Hcy >
14 pmol/l) mit Gefaldveranderungen, Geburtskomplikationen und Neuralrohr- und
anderen Defekten bei Neugeborenen einhergeht. Weiterhin werden verschiedene
neuropsychiatrischen Erkrankungen, kognitiven Beeintrachtigungen und insgesamt
eine erh6hte Mortalitdt mit Hcy in Verbindung gebracht [150]. Prospektive Studien
belegen die bedeutende Rolle der Hyperhomocysteindmie (HHcy) in der Atiologie
des M. Alzheimer. Die Hcy-Plasmakonzentration ist ein bedeutender Pradiktor fir die
Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit im Alter [55]. Die HHcy ist auRerdem
signifikant mit dem Risiko fur die vaskuldre Demenz und die milde kognitive Stérung
(mild cognitive impair, MCI) assoziiert [138]. Bei Patienten mit Schlaganfall (Stroke)
wird sehr oft eine HHcy festgestellt [1]. Psychiatrische Erkrankungen, speziell
Depressionen, beruhen vor allem auf einem gestdrten Monoaminstoffwechsel. Ein
mangelhafter Methylierungsstatus, der mit HHcy einhergeht, kann in diesem

Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen [139].



Chemie und Biochemie des Homocystein

Hcy ist mit einem Molekulargewicht von 135 Dalton ein eher kleines Molekdil. Die
nicht-proteinbildende Aminosaure ist schwefelhaltig und schwer wasserléslich. Sie
wird nicht didtisch zugefuhrt und tritt nur als Zwischenprodukt im Stoffwechsel von
Methionin auf [117]. Methionin (Meth) ist eine essentielle Aminosaure, die Uber die
Nahrung aus tierischem Eiweild zugeflhrt wird und eine wichtige Rolle als
Methylgruppendonator spielt. Durch einen Remethylierungsvorgang kann Methionin
auch aus Hcy (Salvage-Pathway) aufgebaut werden. Cys ist ein Nebenprodukt des
Abbaus von Hcy (Transsulfurierungs-Weg) durch Kondensation von Hcy und Serin.

Abb. 2.1 zeigt die Summenformeln der genannten Molekile.

Homocystein HS-CH,-CH,-CH(NH,) COOH
Methionin CH3-S-CH,-CH,-CH(NH,) COOH
Cystathionin HOOC-CH(NH,)CH-S-CH,-CH,-CH(NH,) COOH

Abbildung 2.1: Summenformeln

Hcy ist die Schnittstelle der drei Bestandteile des Methionin-Stoffwechsels:
Aus der Nahrung gewonnenes Methionin wird zu S-Adenosylmethionin (SAM)
aktiviert, wobei Adenosintriphosphat (ATP) verbraucht wird. SAM ist Methyldonator
fur eine Reihe wichtiger zellularer Reaktionen (Synthese von Phospholipiden,
Nukleinséduren, Aminoséuren, Neurotransmittern etc.) und wird bei der Ubertragung
der Methylgruppe (Transmethylierung) zu S-Adenosylhomocystein (SAH)
umgewandelt. In einem reversiblen Hydrolyse-Vorgang, katalysiert durch SAH-
Hydrolase, entsteht daraus Hcy. Hcy wird nun entweder durch Remethylierung zu
Meth aufgebaut oder durch Transsulfurierung abgebaut [116]. Zur Remethylierung
werden das Enzym Methionin-Synthetase (MS, EC 2.1.1.13) und der Co-Faktor
Cobalamin (Vitamin B 12) in seiner aktivierten Form (Methylcobalamin) bendtigt. 5-
Methyltetrahydrofolat (5-MTHF) Ubertragt dabei eine Methylgruppe auf das Enzym
MS, das diese wiederum auf Hcy Ubertragt und dadurch Meth entsteht. 5-MTHF wird
dann zu Tetrahydrofolat (THF) umgewandelt. THF ist zur Purinsynthese und damit
zur DNA-Produktion notwendig. Bei der Umwandlung von Serin zu Glycin durch die
7




Serinhydroxymethyltransferase wird THF zu 5,10-MTHF aufgebaut, das mit 5,10-
MTHF-Reduktase zu 5-MTHF reduziert wird und somit wieder dem
Remethylierungsweg zur Verfliigung steht [116]. SAM hemmt diesen Schritt [100].

In Leber und Nierenparenchym besteht eine weitere Moéglichkeit zur Hcy-
Remethylierung: Das Enzym Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHMT)
bewerkstelligt dies bei gleichzeitiger Umwandlung von Betain in Dimethylglycin.

Der Abbau des Homocysteins geschieht durch Transsulfurierung. Dabei wird Cys
durch CBS (EC 4.4.1.1) aus Hcy und Serin hergestellt, Vitamin B 6 (Pyridoxal-5-
Phosphat) ist Coenzym fur CBS, die CBS- vermittelte Reaktion wird durch SAM
verstarkt [45, 151]. Die Cystathionase spaltet dann a-Ketobutyrat ab, so dass Cystein
entsteht. Auch hier ist Vitamin B6 Coenzym. Im Gegensatz zur ubiquitaren
Remethylierung findet die Transsulfurierung, allerdings nur in der Leber, den Nieren,
dem Dinndarm und Pankreas statt [45]. Aus Cystein kénnen Pyruvate, Sulfate und
Taurine entstehen, unter anderem kann Cystein auch in Glutathion umgewandelt

werden, der wichtigsten Antioxidans des menschlichen Kdrpers.

S-Adenosylmethionin (SAM) — biochemische Bedeutung, Regulatorfunktion

SAM ist als universeller Methylgruppendonator im menschlichen Ko&rper
unverzichtbar. Es wurde 1952 von CANTONI [23] entdeckt und wird in den letzten
Jahren auch als Medikament eingesetzt, z.B. zur Therapie der Depression [20], bei
bi- und unipolaren Stérungen [25] und in Kombination mit anderen Wirkstoffen auch
bei M. Parkinson [38]. Methylgruppen werden durch viele verschiedene SAM-
abhéngige Methyltransferasen auf DNA, RNA, Proteine, Polysaccharide, Lipide,
Glycin, Katecholamine und weitere Molekile Ubertragen. Von besonderer Bedeutung
fur die vorliegende Arbeit sind die SAM-abhéngige Verstoffwechselung von Dopamin,
L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) und die Regulation des Methionin-Stoffwechsels
durch SAM. Dopamin wird im Gehirn SAM-abhéangig mit Hilfe der Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) abgebaut. Um zur Vanillinmandelsdure als Endprodukt zu
gelangen, sind zwei Schritte nétig, entweder wird zuerst COMT aktiv und
anschliellend die Monoaminooxidase (MAQO) oder umgekehrt. Aulerhalb des
Gehirns wird auch L-DOPA durch COMT zu 3-Ortho-Methyl-DOPA (3-O-MD)

verstoffwechselt, insbesondere dann, wenn die Aminosdure-(acid)decarboxylase
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(AAD), wie haufig bei der Parkinson-Therapie, gehemmt wird. L-DOPA steigert dabei
den SAM-SAH-turnover um das 4-5fache [19]. SAM wirkt im Methionin-Stoffwechsel
als Feedback-Aktivator bzw. Inhibitor. SAM inhibiert im Bereich der Remethylierung
das Enzym 5,10-MTHF-Reduktase und damit die Umwandlung von 5,10-MTHF zu 5-
MTHF (Methyltetrahydrofolat). Aktiviert wird dagegen die CBS und damit die
Umwandlung von Homocystein zu Cystathionin, dem ersten Schritt der
Transsulfurierung. Insgesamt werden SAM und SAH mit geringer Toleranz reguliert.
Das Ansteigen des Verhéltnisses SAH/SAM kann die DNA-Methylierung und damit

die Genexpression beeintrachtigen [116].

Folat, Vitamin B 6, Vitamin B 12 und deren Rolle im Hcy-Stoffwechsel

Die Vitamine B 6, B 12 und Folat sind flr den Hcy-Stoffwechsel unverzichtbar [24,
162], ebenso eine Reihe von Schlisselenzymen [117] (siehe Abb. 2.2). Ist Folat in
der Form 5-MTHF Ubermaldig vorhanden, wird mehr Methionin aus Hcy remethyliert
und die Bildung von SAM wird gesteigert sein, das seinerseits Uber einen
Ruckkopplungsmechanismus das Enzym MTHFR hemmt und damit die Produktion
einschrankt. Ein Mangel an Folat dagegen fuhrt, da weniger remethyliert wird, zu
einem erhoéhten Anfall von Hcy, woraus eine ausgleichende Erhéhung des SAH
resultiert [24]. Umgekehrt flhrt auch ein Hcy-Anstieg zum SAH-Anstieg. Der Mangel
an Vitamin B 12 wirkt sich Uber die Methioninsynthetase weniger stark auf das Hcy
aus, so lange der Transsulfurierungsweg nicht beeintrachtigt ist [151]. Zwei wichtige
Enzyme des Transsulfurierungsweges, CBS und CS, sind Vitamin B 6-
(Pyridoxalphosphat)-abhangig. Im Vitaminmangelzustand fuhrt das zu vermindertem

Hcy-Abbau und kann so zur Erhéhung des Hcy-Spiegels im Plasma fihren.
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Abbildung 2.2: Homocystein-Stoffwechsel, schematisch: SAM als Methylgruppendonator, sowie die
Vitamin B6- und B12-abhéngigen Ab- und Wiederaufbauwege. BHMT: Betain-Homocystein-
Methyltransferase; CBS: Cystathionin-B-Synthase; DHF: Dihydrofolat; DMG: Dimethylglycin; Gly:
Glycin; Hcy: Homocystein; MAT: Methioninadenosyltransferase; MTHFR, 5,10 Methylen-
tetrahydrofolatereduktase; MS: Methioninsynthase; SAH: S-Adenosylhomocystein; SAHH: S-
Adenosylhomocysteinhydrolase; SAM: S-Adenosylmethionin; Ser: Serin; SHMT: Serinhydroxy-
methyltransferase; THF: Tetrahydrofolat; ATP: Adenosintriphosphat; Bg: Vitamin B6; B4,: Vitamin B12;
R: Methylakzeptor
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Homocystein — Formen und in-vivo-Verteilung

Hcy ist als freies Einzelmolekil instabil und bei neutralem pH schlecht 16slich [60].
Als freie Thiolform ist Hcy im Plasma nur in Spuren nachzuweisen, der Grof3teil wird
als Disulfid-Komplex mit Proteinen, vor allem Albumin, vorgefunden, in denen Hcy an
(-SH) Gruppen bindet [168]. MANSOOR et al. fanden 1992 [110] sowohl
symmetrische (Hcy-Hcy) als auch gemischte Disulfide, z.B. mit Cystein (siehe Abb.
2.3). Als normale Konzentration des freien Hcy im Plasma werden nur 1-2 % des
gesamten Hcys (< 12 uymol/L) angesehen. Zur Messung des Gesamt-Homocysteins

wird durch Reduktoren das Hcy aus den Disulfid-Bindungen herausgeldst.

Reduziert
Homocystein (freie Form) 1-2% ‘O0C-CH-CH»-CH,-SH
NH;*
Oxidiert
Symmetrische Disulfide 5-10% NH;*
(Homocystein) -OOC'ICH'CHz'CHQ'?
'OOC-ICH-CHZ-CHZ-S
NH;*
Gemischte Disulfide
Proteingebundenes Homocystein 80-90% "O0C-CH-CH,-CH,-S-S-Protein
N,
Cystein-Homocystein 5-10% NH5*
‘O0C-CH-CH,-CH,-S
'OOC-CH-CHz-é
NH;*

Abbildung 2.3 Bestandteile des Gesamt-Plasma-Homocysteins (tHcy): zur Messung des tHcy werden
die oxidierten Formen reduziert und das Hcy aus den Disulfid-Bindungen herausgel&st
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Hyperhomocysteinamie (HHcy)

Tabelle 2.1: Empfohlene Definition der HHcy nach KANG [94] und GRAHAM [57]

Gesamt-Homocystein im Plasma in umol/L

normal 2-12
milde / moderate HHcy 15-30
intermedidre HHcy 30-100
schwere HHcy > 100

Die beeinflussenden Faktoren fir eine HHcy kdnnen in genetische, also angeborene
und erworbene Faktoren eingeteilt werden. Zu den genetischen Faktoren zahlen
Mutationen, die zu einem Mangel an Cystathionin-B-Synthetase fiihren. Dadurch ist
der Transsulfurierungsweg des Hcy-Stoffwechsels gestért, was zu Homocysteindmie
und Homocysteinurie fuhrt [98]. Auf molekularer Ebene konnten GUTTORMSEN et
al. [61] die Mutationen T833C und G919A als ursachlich identifizieren. Weiterhin
konnten sie feststellen, dass homozygote Trager, meist aufgrund
thromboembolischer Ereignisse, selten alter als vierzig Jahre wurden, heterozygote
dagegen bei ausreichendem Vitamin B Angebot symptomfrei waren. Der
Remethylierungsweg des Hcy-Stoffwechsels kann ebenfalls als Folge von
Mutationen gestért sein. Vollstandige [56] oder teilweise [48] Inaktivitat des Enzyms
5,10-Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) verhindert die Umwandlung von
5,10-MTHF zu 5-MTHF und unterbricht damit den Vorgang. Durch verminderte
Verfugbarkeit von Methylcobalamin kann die Aktivitdt der Methionin-Synthetase
eingeschrankt sein [179]. Ist die Reduktion von Hydroxycobalamin im Cytosol
eingeschrankt, folgt daraus eine geringere Synthese von Methyl- und
Adenosylcobalamin, was die Spiegel von Hcy und MMA ansteigen lasst.

Zu den erworbenen Faktoren einer HHcy gehéren in erster Linie eine eingeschrankte
Nierenfunktion [66, 71], der Mangel an Vitaminen der B-Gruppe, auch aufgrund von
Medikamenten (Folatantagonisten, Antiepileptika etc.) [175], das mannliche
Geschlecht [157], Frauen nach der Menopause [62] und Umweltfaktoren bzw. so
genannte ,Lifestyle-Factors®, wie Rauchen [12], Alkoholismus [149], Kaffee [122]

oder auch eine vegetarische Diat [72].
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Pathophysiologie der HHcy

Die pathologische Wirkung einer moderaten HHcy wurden besonders flir vaskulare
Erkrankungen, namentlich der Atherosklerose, untersucht, nachdem MCCULLY 1975
[114] die Hypothese eines Zusammenhanges gestellt hatte. Mdglicherweise stellen
vaskuldre Veranderungen auch einen Faktor bei Schwangerschaftskomplikationen
wie z.B. der Praeklampsie dar [69]. CARSON und NEILL vermuteten 1962 [26],
auller der geistigen Retardierung, auch eine Verbindung zwischen der HHcy und
Skelettdeformationen, im Rahmen der Osteoporose-Forschung wurden die
Annahmen in jingerer Zeit wieder aufgenommen [115, 172]. Schon frih waren auch
Hinweise vorhanden, dass die HHcy ein Risikofaktor fir neurodegenerative
Erkrankungen wie M. Alzheimer oder M. Parkinson ist [138]. Auler der
neurotoxischen Wirkung sind hier natlrlich auch vaskuldre Stérungen von
Bedeutung. In mehreren Arbeiten wurde beschrieben, dass auch bei der
Carcinogenese im Alter B-Vitaminmangel und HHcy beteiligt sein kénnen [4, 29,
178].

Die pathologischen Vorgdnge an Endothelzellen werden durch mehrere
Mechanismen erklart: HHcy fuhrt zur Dysfunktion der Endothelzellen, unter anderem,
weil durch Autooxidation Wasserstoffperoxid entsteht [37], was kritisch ist, weil im
kardiovaskularen System der Transsulfurierungsweg nicht existiert [28]. HHcy
schrankt auch die Bioverfligbarkeit von Stickstoff ein, eines wichtigen endogenen
Vasorelaxans [169]. PODDAR et al. stellten [132] eine erhdhte Produktion von
proinflammatorischen Cytokinen und dadurch eine erhdhte Rekrutierung von
Leukozyten am verletzten Endothel fest. HHcy kann eine Dysfunktion der glatten
Muskulatur in GefédlRen durch erhéhte Zellproliferation verursachen [165].
Arachidonsaure wird vermehrt aus Thrombozyten freigesetzt. Dies fuhrt Gber weitere
Mediatoren zur vermehrten Entstehung und zur Erhaltung von Thromben [156]. Hcy
beeintrachtigt in-vitro die Freisetzung von Heparan aus Endothelzellen [121]. Im
Knochenstoffwechsel scheint Hcy durch oxidativen Stress die Aktivitdt der
Osteoklasten positiv zu beeinflussen [68, 96]. Hohes Serum-Hcy, der damit haufig
verbundene verminderte SAH/SAM-Quotient und das dadurch eingeschrankte
Methylierungspotential fuhrt sowohl zu einer DNA-Hypomethylierung, als auch der
fehlerhaften Integration von Uracil in die DNA und somit zu einer gestorten

Genexpression und Briichen im DNA-Strang [29, 85].
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Neurotoxizitat: HHcy wirkt toxisch im Zentralnervensystem

Fur neurodegenerative Erkrankungen spielt die neurotoxische Wirkung von Hcy eine
besondere Rolle, ebenso tragen die oben beschriebenen systemischen
pathologischen Abldufe durch Ischdmie des ZNS und neuronale Hypoxie zu
neuropsychiatrischen  Symptomen  bei. Insgesamt gleichen sich  die
Erklarungsanséatze fir die schadigende Wirkung auf systemischer oder ZNS-Ebene.
Es wird angenommen, dass diese Schadigung von Nervenzellen auf finf
pathologischen Vorgédngen basiert, die Hcy bewirkt oder beglnstigt: Oxidativer
Stress, vermindertes Methylierungspotential, excitotoxische Effekte, Interaktionen mit
Entziindungsmediatoren und die Homocysteinylierung von Proteinen.

Dass HHcy neurologische Fehlfunktionen durch oxidativen Stress hervorruft, kann
Uber die vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS), oxidative Deaktivierung von NO und Lipidperoxidation erklart werden [86].
Typische ROS-Molekile und die Antioxidantien des Koérpers zeigt Abbildung 2.4.
Hcy wird oft als Marker fir oxidativen Stress gesehen. Besonders Neuronen
reagieren sensibel auf oxidativen Stress, in Kombination mit vaskuldren Stérungen
scheint dies eine wichtige Rolle unter anderem beim M. Parkinson und M. Alzheimer

zu spielen [7, 67].

Oxidantien (toxische Radikale, reaktive Sauerstoffspezies)

(O} Superoxid-Radikal-Anion ONOOH Peroxynitrit
OH Hydroxyl-Radikal NO Stickstoffmonoxid
H-0, Wasserstoffperoxid

Antioxidantien (Enzyme des Glutathion-Systems, weitere spezifisch antioxidative Enzyme)

Glutathion-Peroxidase: 2 GSH + H>O, -> GSSG + 2H,0
Glutathion-Disulfid-Reduktase: GSSG + NADPH +H"> 2 GSH + NADP"
Superoxid-Dismutase: O, + O, + 2HY > H,O, + 0O,
Katalase: H,O, + H>0, -> 0O, + 2H,0
Peroxidase: H,O, + SH> -> 2 SH, + Sox

Abbildung 2.4 Oxidantien und Antioxidantien im Stoffwechsel dopaminerger Neurone: GSH:
reduziertes Glutathion; GSSG: oxidiertes Glutathion; NADP: Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat; Sp,: oxidiertes Substrat
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Die HHcy Dbeeinflusst direkt den SAM-Stoffwechsel und damit das
Methylierungspotential des Koérpers, wodurch auch die Transmethylierungsvorgange
im Gehirn beeinflusst werden. Eine verminderte Verfligbarkeit von Ubertragbaren
Methylgruppen in Form von SAM bewirkt die Hypomethylierung der DNA, was
beispielsweise die Expression des Presenilin-codierenden Gens verandert [49]. Ein
weiteres Beispiel ist das gesteigerte Risiko bei SAM-Mangel eine Demenz vom
Alzheimer-Typ zu entwickeln. Ohne SAM kann die Proteinphosphatase 2A (PP2A)
nicht methyliert werden, die das tau-Protein effizient dephosphoryliert und so abbaut
[170]. Homocysteinschwefelsdure und Homocysteinsdure, die durch Oxidation
entstehen, wirken excitotoxisch auf eine Reihe von Subtypen der N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA) Glutamatrezeptoren [128]. Dabei strémt vermehrt Calcium in die
Zelle, was Apoptose oder eine Anderung der Signaltransduktion bewirkt [101].
Inflammatorischen Ablaufen wird ein bedeutender pathophysiologischer Anteil an
den neurodegenerativen Erkrankungen, wie M. Alzheimer, M. Parkinson und
Multipler Sklerose, zugesprochen. Hcy interagiert mit bestimmten inflammatorischen
Markern [107]. JAKUBOWSKI konnte in mehreren Arbeiten [82-84] Anhaltspunkte
finden, dass in-vitro Hcy-thiolactone mit Proteinen reagiert, die dadurch geschéadigt
wurden. CBS- oder MS-Inaktivitat, durch Mutation oder Vitaminmangel (Folat, B 6, B
12), beguinstigt diesen Effekt.
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Morbus Parkinson (M. Parkinson, Parkinson’s disease, PD)

Erstbeschreibung, Symptome, Klassifikation

In der Monographie “An essay on the Shaking Palsy” beschrieb der Arzt James
Parkinson (1755-1824) im Jahre 1817 erstmals den Symptomkomplex der
“Schuittellahmung”, heute bekannt als M. Parkinson [131]. Dieser Komplex umfasst
vier Kardinalsymptome: Hypokinesie, Rigor, Tremor und posturale Instabilitat [32].
Dementsprechend wird je nach Auspragung der Symptome in Subtypen eingeteilt:
den hypokinetisch-rigiden, den tremordominanten und den Aquvivalenztyp, wenn die
Symptome gleich stark ausgepragt sind. Hinzu kommt die Feststellung, ob nur eine,
eine verstarkt oder beide Kérperseiten betroffen sind. Zum klinischen Bild zahlen
aullerdem ein kleinschrittiges Gangbild, eine gebeugte Kdrperhaltung, Mikrographie,

Hypophonie und Hypomimie (siehe Abb. 2.5).

Gesichtsstarre

Kopf und Rumpf

Winkelstellung vorniiber gebeugt

der Arme

Tremor

Knie gebeugt

ik

Abbildung 2.5 Typisches Erscheinungsbild eines Parkinson-Patienten

Da weitere dopaminerge und nicht-dopaminerge Gehirnregionen betroffen sind,
beschrankt sich die Symptomatik nicht auf das motorische System [73, 87]:

Dementielle Stérungen oder manifeste Depressionen treten bei ungeféhr 20-28% [2]
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bzw. 40% der PD-Patienten auf, letztere teilweise noch vor Beginn der
Kardinalsymptome [133]. Vom idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS), dessen
Atiopathogenese noch nicht vollstéandig geklart ist, sind hereditdre Formen und
sekundare Parkinsonsyndrome abzugrenzen. Das IPS macht ca. 80% der
Erkrankungen aus, die hereditdren Formen 10-15%. Die sekundaren Syndrome
haben metabolische, vaskuldre, traumatische, toxische, infektidse und
medikamentése Ursachen [109]. Die Diagnose erfolgt klinisch nach bildgebender
Differentialdiagnostik (z.B. zum Ausschluss der Multisystematrophie) und auch durch

therapeutisch-diagnostische L-DOPA-Gabe.

Neurophysiologie, Dopamin

Die Basalganglien sind ein funktionell verbundenes System neuronaler Kerngebiete,
die zwischen Cortex und Thalamus liegen und Kontroll- und Modifizierungsinstanz fiir

motorische, assoziative und limbische Informationen bilden [92] (siehe Abb. 2.6).

Abbildung 2.6 Basalganglien[11]: Amyg.: Corpus amygdaloideum; Nuc. acc.: Nucleus accumbens;
VTA: ventrales tegmentales Areal; Olfactory bulb: Bulbus olfactorius; Caudate: Nucleus caudatus;
Cingulate cortex: Gyrus cinguli

17




Funktionell gehért unter anderen Strukturen auch die Substantia nigra, bestehend
aus pars compacta, pars lateralis und pars reticulata zu diesem System. Der Impuls
fir eine Bewegung wird aus dem limbischen System Uber den préafrontalen Cortex
zum Kleinhirn und den Basalganglien geleitet. Wahrend das Kleinhirn fir die
Feinabstimmung zustandig ist, verstarken oder schwéachen die Basalganglien die
Bewegungsabldufe. Im Thalamus werden beide Instanzen vereint und zum
motorischen Cortex zur Ausflihrung Uber das pyramidale System weitergeleitet [76,
130]. Die Basalganglien werden, vereinfacht dargestellt, aus kortikalen Feldern durch
exzitatorische Neurotransmitter (Glutamat, Aspartat) im Striatum erregt. Zwei
entgegensteuernde Ablaufe regeln, wie viel inhibitorischer Neurotransmitter (y-
Aminobuttersdure, GABA) im Thalamus ausgeschittet wird, der seinerseits Einfluss
auf die Aktivitdt des motorischen Cortex nimmt. Weitere Modulationen finden in
dieser Schleife unter anderem durch dopaminerge Zustréme aus der Substantia
nigra pars compactal/lateralis ins Striatum statt [134]. Die dopaminergen Zustréme
aktivieren beide der oben beschriebenen konkurrierenden Ablgufe. Im
physiologischen Zustand besteht ein Gleichgewicht in diesem weitaus komplexeren
Regelsystem. Abbildung 2.7 zeigt schematisch die pathophysiologischen Ablaufe

innerhalb der Basalganglien bei Patienten mit M. Parkinson.
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Normal Parkinsonism

I_ Cortex L Cortex
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Abbildung 2.7 Pathophysiologie der Basalganglien bei M. Parkinson [43]: A, Dopamin aus der
Substantia nigra pars compacta innerviert das Neo-Striatum mit einem Mechanismus, der Uber einen
Ldirekten® und einen ,indirekten“ Signalweg wirkt. Dopamin inhibiert die striatalen Neurone Uber D2
Rezeptoren, die zum indirekten Weg gehdren. Von diesen striatalen gamma-Aminobuttersdure
(GABA)-Neuronen gehen inhibitorische Fasern zum Globus pallidus externa (GPe) aus; vom GPe aus
gehen GABAerge inhibitorische Fasern zum Ncl. subthalamicus (STN); der STN gibt glutamaterge
exzitatorische Fasern zum Globus pallidus interna (GPi) ab; der GPi sendet GABAerge inhibitorische
Signale an den ventrolateralen (VL) und ventral anterioren Kern des Thalamus. Der Effekt des
Dopamins dber den "indirekten" Weg ist die Inhibition des tonisch aktiven GPi. Andererseits wirkt
Dopamin exzitatorische Uber D1 Rezeptoren, auf die striatalen Neurone des "direkten Signalwegs".
Inhibitorische Fasern dieser striatalen GABAergen Neurone filhren direkt zum GPi. Der Effekt des
Dopamins Uber den “direkten” Weg ist die Inhibition des tonisch aktiven GPi. Folglich wird der GPi
Uber beide Wege durch Dopamin inhibiert, das Uber das Striatum wirkt. B, Beim M. Parkinson, bei
dem durch die Degeneration der Neuronen der Substantia nigra pars compacta ein Mangel an
striatalem Dopamin entsteht, ist der Gesamteffekt eine Steigerung der Aktivitat des GPi, sowohl durch
den “direkten”, als auch durch den “indirekten” Transduktionsweg. Das fiihrte zu Versuchen die
Wirkung des Dopaminmangels durch chirurgische Eingriffe im Bereich der STN und des GPi zu
mindern. SNc—Substantia nigra pars compacta; SNr—Substantia nigra pars reticulata. (modifiziert
von Wichmann et al.)
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Dopamin ist ein wichtiger Neurotransmitter, der in mehreren Schritten aus L-
Phenylalanin gebildet wird. In der Leber entsteht aus L-Phenylalanin L-Tyrosin, das
die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden kann und dann in dopaminergen Neuronen zu L-
Dihydroxyphenylalanin (Levodopa, L-DOPA) hydrolysiert wird. Dabei ist das Enzym
Tyrosinhydroxylase der geschwindigkeitsbestimmende Katalysator. Die DOPA-
Decarboxylase katalysiert dann die Umwandlung zu Dopamin, das wiederum
gewebeabhangig zu Noradrenalin und Adrenalin weiter umgesetzt werden kann [33]
(Siehe Abb. 2.8).

L-Phenylalanin

6-BH, me—— @ Phenylalaninhydroxylase

L-Thyrosin

G—BH., [ 2 ! ! Tyrosinhydroxylase

L-Dopa

Pyridoxalphosphat e— ! ! L-aromatische Aminosauredecarboxylase

Dopamin

Ascorbinsdure = ———— @ Dopamin-R-hydroxylase

Noradrenalin

SAM - e—— ! ! Phenylethanolamin-N-methyltransferase

Adrenalin

Abbildung 2.8 Biosynthese der Katecholamine [58]: L-Tyrosin wird durch Phenylalaninhydroxylase
(PAH) in L-Phenylalanin umgewandelt, dabei ist O, Substrat und 6-Tetrahydrobiopterin (6BH,) als
Cofaktor, letzteres ist Vitamin B6 und SAM-abhé&ngig. L-Tyrosin wird von TH zu L-Dopa oxidiert, das
von der L-aromatischen Aminosauredecarboxylase zu Dopamin konvertiert wird. Die Oxidation durch
Dopamin-3-Hydroxylase fuhrt zu Noradrenalin. SchlieRBlich katalysiert Phenylethanolamin-N-
Methyltransferase Adrenalin aus Noradrenalin mit Hilfe von S-Adenosyl-L-Methionin (SAM).
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Gespeichert wird Dopamin durch den vesikuldren Monoamin-Transporter (VMAT) in
synaptischen Vesikeln, die sich auf einen Nervenimpuls hin in den synaptischen
Spalt entleeren [79]. Der Dopamintransporter (DAT) nimmt das Dopamin aus dem
synaptischen Spalt wieder auf und stellt es entweder der erneuten vesikularen
Speicherung oder dem enzymatischen Abbau zur Verfligung [160]. Der Abbau erfolgt
im ZNS intrazelluldr oder extrazellular in benachbarten Gliazellen Uber die Typ B
Monoaminooxidase (MAO-B) und die Katecholamin-O-Methyl-Transferase (COMT).
Intrazelluldr greift zunéachst die MAO-B an, es entsteht das Zwischenprodukt 3,4-
Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC), extrazellulér wirkt COMT zuerst, es entsteht
3-Methoxytyramin (Abb. 2.9). Endprodukt ist die Vanillinmandelséure, die Uber die
Nieren ausgeschieden wird [78].

I
Peripherie | Gehirn
I
| coMT ™ .
3-0-MD | DOPAC ——— Vanillinmandelsdure
I
coMT | MAO-B intrazelluldr
I
I

AAD
L-Dopa — L-Dopa ——> Dopamin

AAD : coMT extrazellular
) I MAO-B . .
Dopamin | 3MT ———> Vanillinmandelséaure
I
Blut-Hirn-
Schranke

Abbildung 2.9 Stoffwechsel von L-Dopa nach Applikation und Dopamin-Abbau: Peripher wird L-Dopa
entweder von der Katecholamin-O-Transferase (COMT) zu 3-O-Methyldopa umgewandelt, oder von
der Aminosauredecarboxylase (AAD) zu Dopamin. Im Gehirn wirkt zundchst die AAD. Das
entstandene Dopamin wird dann intrazelluldr durch Monoaminooxidase B (MAO-B) zu 3,4-Dihydroxy-
phenylessigsdure (DOPAC) und anschlieBend durch die COMT in das Endprodukt Vanillin-
mandelsdure umgewandelt. Extrazellular greifen die Enzyme in umgekehrter Reihenfolge an: COMT
baut zu 3-Methoxythyramin (3MT) um, danach MAO-B zu Vanillinmandelsdure.
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Neuropathologie, Pathophysiologie und Atiopathogenese

Neuropathologisches Hauptkriterium des M. Parkinson ist eine Degeneration der
dopaminergen Neurone in pars compacta und pars lateralis der Substantia nigra [75]
(Abb. 2.10).

M. Parkinson Normalbefund

Abbildung 2.10 Substantia nigra Degeneration im makropathologischen Schnitt

Erste Symptome treten bei 50-70% degenerierter Neurone auf [13]. Abh&ngig vom
Ort der Degeneration und dessen Projektion auf das Striatum sind die Symptome
eher motorisch (Projektion zum Putamen) oder dementiell (Projektion zum N.
caudatus) [35, 142]. Durch das verminderte Dopamin-Aufkommen fallt der
ausgleichende Effekt im Regelkreis der dopaminergen Beeinflussung des
GABAergen Effekts auf Thalamus und Cortex weg. Dadurch wird mehr GABA im
Thalamus ausgeschittet, wodurch die glutamaterge Aktivierung des Cortex gehemmt
wird. Folge daraus ist die mangelnde Verstarkung kortikaler Bewegungsmuster und
mangelnde Umsetzung der willkirlichen Motorik [16]. Da beim M. Parkinson auch
Stérungen in anderen Transmittersystemen vorliegen [87], wird diskutiert ob der

Dopaminmangel mdglicherweise fir die Degeneration nicht-dopaminerger Neurone
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mitverantwortlich sein kann [73]. Das Ausmal} der dementiellen und depressiven
Symptome ist beispielsweise mit dem Noradrenalinmangel eng verknupft [87].

Weiteres neuropathologisches Kriterium sind die bereits oben erwahnten LEWY-
Korperchen. Diese 1912 nach F.H. LEWY benannten eosinophilen
Einschlusskérperchen befinden sich im Zytoplasma der betroffenen Neurone. Sie
haben einen dichten, zentralen Kern umgeben von filamentartigen Strukturen und
werden als neuropatholgischer Marker fur Zytoskelettverdnderungen angesehen [40]
(Abb. 2.11). Die biochemischen Aspekte werden im Kapitel Uber B-Amyloid und o-

Synuclein besprochen.

Abbildung 2.11: Lewy Bodies in einem pigmentierten Neuron der Substantia nigra [14]: Die
cytoplasmatischen Einschlisse (nach Farbung mit Periodic acid-Schiff (Perjodsaure und Schiff’'scher
Reagenz) (PAS) und Anwendung von Ubiquitin- und alpha-Synuclein-Antikérpern) sind von einem
Vorhof umgeben und werden als typisches Merkmal des klassischen M. Parkinson erachtet.
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Epidemiologische Studien lassen vermuten, dass das idiopathische Parkinson-
Syndrom am ehesten durch drei Faktoren entsteht: altersbedingte Veranderungen,
genetische Pradisposition und Umweltfaktoren [153, 176]. Verwandte von Parkinson-
Patienten haben ein zweifach erhohtes Risiko, an der Krankheit zu erkranken, daher
scheint ein genetischer Einfluss wahrscheinlich zu sein [64, 173]. Durch diese
Faktoren werden pathologische Mechanismen aktiviert oder unterstitzt, die
schliel3lich zum Absterben der dopaminergen Zellen flhrt. Dazu zahlen der oxidative
Stress, die mitochondriale Dysfunktion, auRerdem weitere Pathomechanismen wie
z.B. inflammatorische Prozesse, die als vermutlich reaktiv, aber die Progression der
Krankheit unterstitzend, beschrieben werden [105]. In Abbildung 2.12 sind diese

Faktoren Ubersichtlich dargestellt.

Neuroinflammation,
Exzitotoxizitat, mitochondriale

Gendefekte Altersbedingte Umweltfaktoren Dysfunktion, oxidativer Stress,
a-Synuklein, Parkin etc. Veridnderungen Schwermetalle, Pestizide etc. Proteinaggregation
’ T J L . ]
Atiologie l Pathogenese

| Nekrose | Apoptose |

]

Neurodegeneration

Abbildung 2.12 Hypothesen zur Atiopathogenese des idiopathischen M. Parkinson (modifiziert nach
[146])

Zentraler Mechanismus in der Pathogenese des M. Parkinson ist allem Anschein
nach der oxidative Stress [91, 152]. Die reaktiven Sauerstoffspezies andern und
beeinflussen durch ihre hohe Reaktivitat die mikrobiologischen Vorgénge der Zelle.
Der Mechanismus wurde bereits im Abschnitt ,Neurotoxizitdt der HHcy“ beschrieben.
Oxidativer Stress ist ein Missverhéltnis zwischen Oxidantien und kd&rpereigener
Antioxidantien [91].
In komplexem Zusammenhang mit dem oxidativen Stress steht die mitochondriale
Dysfunktion, die erstmals 1976 bzw. 1982 in Verbindung mit der Degeneration
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dopaminerger Neurone gebracht wurde. Damals |6ste das Gift MPTP (1-Methyl-4-
Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin) akute Parkinson-Syndrome bei
Drogenkonsumenten aus, die es als Beimischung zu Heroincocktails inkorporiert
hatten [106]. Dabei schadigen Sauerstoffradikale offenbar mitochondriale
Proteinkomplexe, die bei Fehlfunktion entlang der Atmungskette ihrerseits wiederum
zu einem erhdhten Anfall an hochreaktiven Sauerstoffradikalen fihren. Das dadurch
nicht gebildete ATP hat ein Energiedefizit in der Zelle zur Folge, ein circulus vitiosus,
der zur Zelldegeneration flihren kann. Besonders empfindlich fir diesen

Mechanismus sind offenbar Mitochondrien an Nervenendigungen [147, 154].
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Pharmakologische Therapie des M. Parkinson

Fur die Therapie des M. Parkinson stehen, wie Tabelle 2.2 auf der Folgeseite zeigt,
eine Reihe von Praparaten zur Verfigung. Durch das Prodrug L-DOPA wird das
fehlende Dopamin ersetzt, in fester Kombination mit einem Decarboxylase-Hemmer
(DDI), teilweise in Dreierkombination mit einem Catechol-O-Methyltransferase-
Hemmer (COMT-I). Alternativ oder zusatzlich zu L-DOPA zeigen Agonisten am
Dopamin-Rezeptor und MAO-(Monoaminooxidase)-B-Inhibitoren Wirkung.
Altersgrenze in der aktuellen Therapieempfehlung ist das (biologische) 70.
Lebensjahr. Vorher wird zu Beginn der Behandlung eine Monotherapie mit Dopamin-
Agonisten empfohlen, danach direkt L-DOPA. Unabhangig vom Alter wird der
Einsatz von L-DOPA so lange wie moéglich hinausgezdgert, um den
Therapiespielraum offen zu halten. Die weiteren Wirkstoffe werden
symptomspezifisch erganzt. Neurochirurgisch steht die tiefe Hirnstimulation, in der
Regel am Nucleus subthalamicus, zur Verfigung. Dieser Eingriff ist bei
nachlassender pharmakologischer Therapierbarkeit indiziert. Bei ausgepragten
Einzelsymptomen werden auch NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor-
Antagonisten und Anticholinergika eingesetzt. Antidementiva und Antidepressiva
spielen bei einer Komorbiditdt von bis zu 40% eine weitere wichtige Rolle
(entsprechend den derzeit aktuellsten Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie vom Oktober 2005 und [146]).
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Tabelle 2.2: Medikamente zur Therapie des M. Parkinson

Dopamin-Agonisten:
Ergot-Derivate:

Bromocriptin: Pravidel®
Pergolid: Parkotil®
Dihydroergocryptin: Almirid®
Cabergolin: Cabaseril®
Non-Ergot-Derivate:
Ropinirol: Requg)®
Pramipexol: Sifrol
Rotigotin: Neupro®
Piripedil: Clarium®
Indirekte Agonisten (Amantadine):
PK-Merz®
L-Dopa:

Kombination mit Benserazid (DI): Madopar®
Kombination mit Carbidopa (DI): Nacom®, Isicom®, Striaton®
Kombination mit Carbidopa (DI) und Entacapone (COMT-I): Stalevo®

COMT-=Inhibitoren:
Entacapon (Comtess®)
Tolcapon (Tasmar®)

Anticholinergika:
Biperiden (Akineton®)
Trihexyphenidyl (Artane®)
Metixen (Tremarit®)

MAOQO-B-Hemmer:
Selegelin (Antiparkin®, Deprenyl®, Movergan®)
Rasagilin (Azilect®)

Budipin (monoaminerq, antimuskarinerg):
Budipinhydrochlorid (Parkinsan®)

DI: Decaboxylase-Inhibitor; COMT-I: Catechol-O-Methyltransferase-Inhibitoren. Die bei den Patienten
der vorliegenden Arbeit verwendeten Medikamente sind fett gedruckt. Wirkstoffe und Praparate sind
eine exemplarische Auswahl der einzelnen Strategien.
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Homocystein und M. Parkinson

Mehrfach wurde Uber erhdhte Plasma-Hcy-Spiegel bei Patienten mit M. Parkinson
berichtet [15, 180]. Erklart wird der Anstieg durch den oft verminderten Folat- und
Vitamin-B12-Status der Patienten, genetische Beeinflussung des Hcy-Metabolismus
[180] oder die Pharmakotherapie der Krankheit mit L-DOPA [15, 102, 103]. L-DOPA
wird groéltenteils durch COMT methyliert, SAM liefert die dazu bendtigten
Methylgruppen. Aus SAM wird dabei SAH, aus SAH entsteht anschliel’end Hcy. Das
Methylierungspotential, ausgedrickt im SAM/SAH-Quotient sinkt also, der Hcy-
Spiegel steigt. Die HHcy bei L-DOPA-therapierten Patienten entsteht vermutlich
durch das Zusammenspiel mehrerer Mechanismen. Der exzessive Metabolismus des
L-DOPA Uber COMT, wie oben beschrieben. Bei Folat-und B12-Mangel, sowie bei
genetisch bedingten Enzymdysfunktionen (z.B. MS, MTHFR) ist die Zahl der
verfligbaren Methylgruppen zusatzlich vermindert. Der Transsulfurierungsweg kann
durch Vitamin B6-Mangel, genetisch bedingte CBS-Fehlfunktion und fehlende
Aktivierung durch SAM behindert sein [123]. Die Erschdpfung des Methylgruppen-,
speziell des SAM-Pools und der gleichzeitige Anstieg von SAH und Hcy férdern die
neurodegenerativen Prozesse im Tiermodell [108]. Aktuelle Untersuchungen wiesen
in der substanta nigra von PD-Patienten, ebenso wie in der Schale von Lewy-Bodies,
das homocystein-induzierte Endoplasmatische Retikulum-Protein (Herp) in
aufregulierter Form nach [158]. Bei alkoholabhéangigen Patienten konnte im
Zusammenhang mit deren HHcy eine erhéhte Aktivitat der Promoter-DNA am a-
Synuclein-Gen nachgewiesen werden [17]. Die Aussagen zur Wirkung von COMT-I
auf die Hcy-Plasmakonzentration sind uneinheitlich [104, 171], auch wird berichtet,
dass das tHcy zwar sinkt, mdglicherweise aber alternative Stoffwechselwege
neurotoxische Substanzen hervorbringen [119].

Eine ausreichende Versorgung der mit L-DOPA behandelten PD-Patienten mit Folat
und B12 wirkt sich senkend auf Hcy aus [103, 137]. Offenbar erhéhen Folatmangel
und HHcy die Empfindlichkeit dopaminerger Neurone gegeniber toxische
Umwelteinflisse [39]. Aufgrund der bekannten Komorbiditdten und der bekannten
Eigenschaft von Hcy als Risikofaktor z.B. fir vaskulare Erkrankungen, ist es, auch
ohne Nachweis kausaler Zusammenhange, sinnvoll, den Hcy-Plasmaspiegel zu
bestimmen und durch Vitaminsubstitution zu kontrollieren. Wie bereits erwahnt sind

Demenz und Depression sehr hdufig bei Parkinson-Patienten anzutreffen, Patienten
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mit einem Hcy > 14 umol/l zeigten dabei eine schlechtere kognitive Leistung und
waren depressiver [125]. Eine starkere Progression der Erkrankung war ebenfalls
nicht auszuschlieBen. Zusatzlich besteht ein erhéhtes Risiko fir die Koronare
Herzkrankheit [143] und cerebrovaskuldare Ereignisse. Fir eine préaventive
Beeinflussung der Hcy-Konzentration spricht auch die Tatsache, dass HHcy ein
Risikofaktor fur Huftfrakturen darstellt [115, 144, 172] und diese bei Parkinson-
Patienten sehr haufig sind [3].

Einige Studien konnten keine Beziehung zwischen Hcy- und Vitaminstatus und dem
Auftreten oder klinischen Verlauf der PD feststellen [124]. Diese besitzen aber
eingeschréankte Aussagekraft, da die Probandenzahlen gering und die
Beobachtungszeit sehr kurz war. Ob Hcy eine kausale Rolle bei der Entstehung des
M. Parkinson spielt, ist bisher noch nicht untersucht worden. Es kann ebenso eine

Sekundarerkrankung, oder auf Parkinson-Medikamente rickfihrbar sein.
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a-Synuclein

1988 wurden von MAROTEAUX et al. [111] ein Proteine aus dem prasynaptischen
Neuron isoliert und Synuclein genannt. Bestandteile der Amyloid-Plaques bei
Patienten mit M. Alzheimer wurden spater als Synucleine identifiziert [167]. Dem 140
Aminosauren langen Protein wurde der Name a-Synuclein zugeordnet, das humane
Ortholog eines 14 kD schweren Phosphoneuroproteins, isoliert aus Ratten und
Rindern, das ebenfalls zu den Synucleinen gehért, wurde zu B-Synuclein [81]. Die
Aufgaben dieser beiden Synucleine liegen vermutlich zum einen im Bereich der
prasynaptischen Vesikel, deren gerichteter Transport durch Reorganisation des
Cytoskeletts erreicht wird zum anderen im Bereich membraner Prozesse [31, 89].
MAROTEAUX und SCHELLER hatten 1991 [112] vermutet, dass aulRerdem die
Ausschittung und die Wiederverwertung der Vesikel beeinflusst wird.
Neurodegenerative Erkrankungen wie M. Alzheimer und M. Parkinson zeigen
Akkumulationen von a-Synuclein in den Plaques bzw. Lewy-Bodies und Lewy-
Neuriten [80], weshalb dieses Protein Gegenstand weiterer Projekte war. Als
Mutationen auf dem a-Synuclein-Genlocus (A30P und A53T) bei Patienten mit der
seltenen familiaren Form des M. Parkinson entdeckt und als ursachlich erachtet
wurden [135], wurde diese Hypothese bekraftigt. Wodurch die Akkumulation
ausgeldst wird ist bisher unbekannt. Diskutiert werden ein abnormer intrazellularer
Proteintransport, Stérungen des axonalen Flusses und beglnstigende Faktoren, wie
z.B. oxidativer Stress [63]. Was zum neuronalen Zelltod fiihrt ist ebenfalls unbekannt.
Mdglicherweise wirken die a-Synuclein-Filamente sogar neuroprotektiv [47, 164].

Dagegen vermuten neuere Quellen, dass kleinste a-Synuclein-Aggregate, die von
der Nervenzelle bekdmpft, aber nicht aus der Peripherie zum Zentrum geschafft
werden koénnen, zum Verkimmern der Signaltransduktion des betreffenden
Dendriten fuhrt. Entsprechende Hinweise wurden bei Patienten mit Lewy-Body-
Demenz gefunden [99]. Offenbar ist a-Synuclein auch ein Inhibitor der
Tyrosinhydroxylase, die L-Tyrosin in L-DOPA umwandelt und damit die Dopamin-

Produktion vermindert [6].
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Amyloid-B-Precusor-Protein (APP) und 3-Amyloid

Amyloid-B (AB) ist ein 39 — 43 Aminosauren groldes Peptid, das nach sequentieller
Trennung aus dem transmembranen Glykoprotein Amyloid-Precusor-Protein (APP)
entsteht. Die haufigsten Isoformen haben 40 bzw. 42 Aminosauren (AB40 und AB42).
AB40 wird von beiden am meisten angetroffen, AB42 dagegen neigt mehr zur
Fibrillenbildung und ist somit eher in krankhaftem Gewebe anzutreffen [181]. Im
Mausmodell steigert B-Amyloid die Anreicherung von a-Synuclein [41]. B-Amyloid
reichert sich unter anderem beim M. Alzheimer in Plaques an, bei M. Parkinson in
Lewy-Bodies und Lewy-Neuriten. Bei den Lewy-Body Krankheiten, wie z.B. der
Demenz vom Lewy-Body Typ, scheinen sich interessanterweise beide
Krankheitsbilder zu tiberschneiden [88]. Einen Uberblick gibt Abb. 2.13.

[ 5 - ]
l Parkinsonismus [

Subkortikale Lewy Bodies vorhanden

l Demenz I—

Dementielle Symptome

DLB

Kortikale Lewy Bodies vorhanden

Abbildung 2.13: Erkrankungen mit Vorkommen von Lewy-Bodies: Die meisten Félle von Demenz, bei
denen Parkinson-Symptome auftreten, sind auf den idiopathischen M. Parkinson (IPD, idiopathic
Parkinson’s disease), M. Alzheimer (AD, Alzheimer's disease) und Demenz vom Lewy Body-Typ
(DLB) oder eine Kombination dieser zurlickzufihren. Diese Grafik zeigt die Beziehungen zwischen
diesen Erscheinungsformen. 20% bis 30% der IPD-Patienten haben eine Demenz [2], 15 — 25% der
AD-Patienten motorische Defizite [50]. Die meisten mit IPD assoziierten Falle entstehen vermutlich
eher durch die IPD selbst, als durch eine Uberlagerung einer Alzheimer Pathologie oder kortikaler
Lewy-Bodies. Der Symptomkomplex ist subkortikal und weitgehend abgrenzbar vom Erscheinungsbild
der AD. PDD: Parkinson’s Disease with Dementia, Demenz bei M. Parkinson
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Fragestellung

Die haufigsten sporadischen Formen der Alzheimer-Demenz und des M. Parkinson
zeigen pathologische Akkumulationen von B-Amyloid und a-Synuclein in Lewy
Bodies bzw. Lewy Body &hnlichen Inklusionen. Dies lasst vermuten, dass bei der
Entstehung &hnliche oder gleiche pathologische Bedingungen vorherrschen. Die
neurotoxische Potenz der HHcy ist bekannt [138], das vermehrte Vorkommen von
endothelialen Zellkérpern und die vermehrte Vaskularisation [44] erhéhen vermutlich
die Vulnerabilitdt gegentber Neurotoxinen. Der Methylierungsstatus ist eng mit dem
Hcy-Stoffwechsel verbunden und wird durch B-Vitamine beeinflusst. Daraus ergibt
sich die Hypothese, dass die beim M. Parkinson gegebenen metabolischen
Bedingungen und ihre beeinflussenden Faktoren, die Neurodegeneration
begunstigen kénnen. Als Pathomechanismus kommt mdglicherweise die gesteigerte
Akkumulation von Proteinmarkern wie [(B-Amyloid und a-Synuclein in Betracht.
Thrombozyten haben eine ausreichende Ahnlichkeit mit Neuronen, um als Model zu
dienen [34], daher isolieren wir die Proteinfraktion aus den Thrombozyten und testen
auf APP und a-Synuclein. Darlber hinaus untersuchen wir den Zusammenhang
zwischen den Blutparametern und der echogenen Flache der Substantia nigra im

transcraniellen Ultraschall.
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3. Material und Methodik

Probanden, Material / Proben

Probandenrekrutierung, Probengewinnung, Datenerhebung

Die Probanden sind Patienten der Parkinson-Ambulanz der neurologischen Poliklinik
an der Universitdtsklinik des Saarlandes oder stationdre Patienten der
neurologischen Klinik. Die unten angefihrten Tests wurden als Teil der ambulanten
oder stationdren Diagnostik durchgefuhrt. Die Blutentnahme erfolgte zur
Routinediagnostik, die Patienten wurden Uber die zuséatzlichen laborchemischen
Untersuchungen zu wissenschaftlichen Zwecken informiert und stimmten diesen
schriftlich zu.

Zur Diagnostik wurde entnommen (jeweils in Monovetten® der Fa. Sarstedt):

4,7 ml Blut auf Lithium-Heparin zur Routinediagnostik (Kreatinin, Aspartat-
Aminotransferase (ASAT), Alanin-Aminotransferase (ALAT), y-GT
(Glutamyltransferase), C-reaktives Protein (CRP)); 2,7 ml Blut auf EDTA zur
SAH/SAM und Vitamin B6 Bestimmung; 5 ml Blut auf Citrat zur Isolierung der
Thrombozyten; 4,7 ml Blut in trockener Monovette zur Bestimmung von Hcy, Cys,
MMA, Vitamin B12, holoTC, Amyloid-f3(.42) und Folat.

Ein- / AusschluBkriterien fiir Probanden, Ubersicht

Einschlusskriterium war die Diagnose idiopathischer M. Parkinson. Klinische
Ausschlul3kriterien waren sekundare Parkinsonsyndrome, Multisystematrophien und
weitere  Differentialdiagnosen  des idiopathischen M. Parkinson. Vom
laborchemischen Gesichtspunkt her wurden Patienten ausgeschlossen, die eine
akute Entziindung aufwiesen (CRP > 10 mg/l), niereninsuffizient waren (Kreatinin > 2
pmol/l), die innerhalb der letzten drei Monate einen Hirn- oder Myokardinfarkt erlitten
hatten oder regelméaRig Folat, Vitamin B6 und/oder B12 einnahmen.

An der Studie nahmen zwischen September 2007 und Mai 2008 insgesamt 91 an M.

Parkinson erkrankte Patienten teil, vier davon konnten aufgrund der
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Ausschlul3kriterien nicht bertcksichtigt werden. Die verbliebenen 87 waren im
Median 68 Jahre alt, bei 49 (56,3%) Probanden wurde die Diagnose vor mehr als 5
Jahren gestellt. Die mediane kognitive Leistungsfahigkeit lag in der MMSE bei 28
Punkten und im DemTect bei 14. Der mediane UPDRS IIl war 26. 38 Patienten
(43,7%) zeigten zum Untersuchungszeitpunkt das Symptom Tremor. 33 Patienten
(38%) waren mannlich, 30 (34,5%) rauchten. An Diabetes mellitus waren 11 (12,6%)
erkrankt. Zusatzlich zur Parkinson-Therapie waren 30 Patienten (34,5%) mit
Antidepressiva eingestellt, 9 (10,3%) nahmen Antidementiva. 58 Patienten (66,7%)
wurden mit L-Dopa therapiert, 35 (40,2%) der Gesamtheit bekamen dies in
Kombination mit Carbidopa. L-Dopa kombiniert mit COMT-Inhibitor bekamen 32
Patienten (36,8%). MAO-Inhibitoren wurden bei 14 (16,1%) eingesetzt. Fir Rauchen,
Antidepressiva, MAO-Inhibitoren oder Diabetes mellitus konnte kein Effekt auf die
tHcy-Konzentration oder verwandte Marker festgestellt werden. Tabelle 4.1 zeigt die

klinischen Daten in der Ubersicht.

Tabelle 3.1: Hauptmerkmale der Studienpopulation (n = 87)

Alter, Jahre* 68 (54-78)
Erkrankungsdauer, Jahre* 5(0-12)
MMSE, Score* 28 (22-30)
DemTect, Score* 14 (7-18)
UPDRS lll, Score* 26 (12-49)
Mannlich, n (%) 33 (38%)
Aktuell mit Tremor, n (%) 38 (43,7%)
Raucher, n (%) 30 (34,5%)
Diabetes mellitus, n (%) 11 (12,6%)
Dopaminagonist, n (%) 63 (72%)
L-Dopa, n (%)l 58 (66,7%)
Carbidopa, n (%) 35 (40,2%)
MAO-Inhibitor, n (%) 14 (16,1%)
Erkrankungsdauer > 5 Jahre, n (%) 49 (56,3%)
L-Dopa plus COMT-Inhibitor, n (%) 32 (36,8%)
Antidepressiva, n (%) 30 (34,5%)
Antidementiva, n (%) 9 (10,3%)

* Median (10. — 90. Perzentile), oder prozentuale Angaben bezogen

auf die Gesamtpopulation
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Préaanalytik

EDTA-Blut und Serum-Gel wurden auf Eis gelagert und innerhalb von 45 Minuten
abzentrifugiert (2000g/10 min), abgetrennt und aliquotiert. Einer EDTA-Plasma-Probe
(500 pI) wurde fur die SAH/SAM-Messung 50 pl Essigsdure 1 N zugefiigt. Alle
Proben wurden anschlieRend bei — 70°C gelagert. Das Citrat-Blut wurde umgehend
bei niedriger Umdrehungszahl (200g/10 min) zellschonend zentrifugiert, um das
thrombozytenreiche Plasma gewinnen zu kénnen. Die Thrombozyten wurden
zweimal mit kalter PBS (Phospahte-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlésung)

gewaschen und anschliel3end bei -70°C eingefroren.
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Methodik

Klinische Methodik

Bei den Probanden wurde bereits im Vorfeld ein idiopathischer M. Parkinson
diagnostiziert, die Diagnose leitliniengerecht gesichert und entsprechend therapiert.

Die klinischen Tests wurden immer von derselben Person durchgeflihrt.

Parkinson Scores

Parkinson Scores ordnen anhand unterschiedlicher Merkmale der aktuellen
Krankheitssituation einen bestimmten Punktwert zu. Dadurch soll der Progress und

der Therapieverlauf quantifiziert werden.

Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, Teil Ill (UPDRS Il

Die UPDRS wurde 1987 [42] sowohl fur Diagnostik, als auch fur Therapieplanung
und -kontrolle des M. Parkinson entwickelt. Prognostische Aussagen kénnen damit
nicht gemacht werden. Zur Kontrolle wird routinemaflig nur der dritte Teil des
UPDRS bestimmt, der die motorischen Fahigkeiten des Patienten untersucht. Die
geringst mogliche Punktzahl im dritten Teil ist 0, die héchste 108. Die anderen flnf
Teile beschéftigen sich mit der psychischen und kognitiven Situation, der
Lebensqualitat, mit Komplikationen, dem Ausbreitungsmuster etc. und werden nur zu
Beginn und dann in grélReren Abstédnden erhoben. Die Reliabilitdt des UPDRS wird

im Gesamten fur exzellent [155] oder gut [140] erachtet.

Hoehn & Yahr (HY)

Die Skala nach Hoehn & Yahr [74] teilt die Progression des M. Parkinson in funf
Stadien ein. Den gréften Einfluss auf Zuordnung hat dabei das Krankheitsmerkmal

posturale Instabilitat, die beiden weiteren Merkmale kdrperliche Einschrankung und
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Behinderung flieRen in geringerem Umfang ein. Nicht-motorische Probleme bleiben
unbeachtet. Fur die Stadien 2 - 4 sind Validitat und Reliabilitdt weitgehend gegeben,
allerdings nur fur die nicht-modifizierte Version. Weiterhin muss die Nicht-Linearitat

bei der Auswertung beachtet werden [54].

Demenz Scores

Demenz Scores versuchen, Hinweise auf eine Demenz zu finden bzw. eine
manifeste Demenz zu quantifizieren und Progress und Therapie zu Uberwachen.
Dabei werden verschiedene kognitive Fahigkeiten abgefragt, wie z.B. die Merk- und
Rechenfahigkeit.

Mini-Mental-Status (MMSE, MMST)

Der Test besteht aus 30 Fragen und Aufgaben, die von einem Untersucher gestellt
werden. Sie geben Aufschluss Uber die Orientierung, Aufmerksamkeit und
Rechenfahigkeit, Merkfahigkeit, Erinnerungsfahigkeit, Sprache und visuell-
konstruktive Fahigkeiten. Die héchste zu erreichende Punktzahl ist 30, die niedrigste
0. Weniger als 10 Punkte sind hinweisend fir eine schwere Demenz, weniger als 20
auf eine mittelschwere Demenz. Unterhalb von 24 — 26 Punkten besteht ein
pathologisches kognitives Defizit [46]. In einer Literaturstudie von 1993 wird die
Reliabilitat als zufriedenstellend bewertet [163]. In einer Studie von 1982 wurden die
Sensitivitdt mit 87% und die Spezifitdt mit 82% zur Erkennung von Demenz und
Verwirrtheit festgestellt. Somit ist der MMSE als alleiniges Instrument zur

Diagnosestellung nicht ausreichend [5].

DemTect (DT)

Der Untersucher fragt im DT (DemTect = Demenz-Detektion) in 5 Aufgaben das
verbale Gedachtnis, die Wortflussigkeit, die intellektuelle Flexibilitdt und die

Aufmerksamkeit ab. Visuell-konstruktive Fahigkeiten werden nicht getestet. Die
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Rohdaten werden in Testdaten Uberfihrt, validiert fir Probanden junger oder &lter als
60 Lebensjahre. Bemerkenswert hoch sind Sensitivitat (97%) und Spezifitat (93%),
besonders auch bei beginnenden kognitiven Einschrankungen. Minimal kénnen 0O
Punkte, maximal 18 erreicht werden. Punktwerte < 8 begrinden einen
Demenzverdacht, 9 — 12 sprechen fir eine milde kognitive Beeintrachtigung und
Werte > 12 sind als angemessene kognitive Leistung anzusehen. Das pramorbide
intellektuelle Niveau des Probanden muss bei der Bewertung der Testergebnisse

berlcksichtigt werden [93].

Depressions Score

Beck’s Depressions Inventory (BDI)

Der Proband beantwortet selbststdndig Fragen zu 21 Symptomen einer klinischen
Depression, die Antworten sind in vier Antwortstufen intensitatsskaliert. Der minimale
Score betragt 0, der maximale 63. In der Normalbevélkerung gelten Scores Uber 21
als Depression, bei bereits klinisch diagnostizierten Patienten werden 0 — 9 Punkte
als minimale, 10 — 16 als milde, 17 — 29 als moderate und Werte zwischen 30 und 63
als schwere Depression gewertet [8, 9, 65]. Die Reliabilitat wird als hoch, die Validitat

als belegt eingestuft [141].
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Bildgebende Verfahren

Transcranielle Sonographie (TCS)

Die Pars squamosa des Scheitelbeins (Os temporalis), vor dem Ohr und oberhalb
des Jochbeins (Os zygomaticum) gelegen, ist in der Regel ausreichend dinn, um als
Schallfenster dienen zu kénnen. Intrakranielle Strukturen wie das Ventrikelsystem,
die Basalganglien und der Hirnstamm sind im B-Mode abgrenzbar (siehe Abb. 3.1).
Im gesunden Gehirn kann die Substantia nigra normalerweise nicht, oder nur
weniger echoreich, abgegrenzt werden. Finden jedoch degenerative Veranderungen,
wie z.B. bei der Parkinson’schen Erkrankung statt, ist im transversalen Schnitt im
mesencephalen Hirnstamm neben den Nuclei ruber und Raphe und dem Aquédukt,
auch die Substantia nigra ganz oder teilweise als hyperechogene Struktur
abgrenzbar. Diese Tatsache kann zur Diagnostik bei M. Parkinson genutzt werden
[177, 182].

Abbildung 3.1: Verschiedene Schnittebenen der Hirnparenchymsonographie durch das temporale
Schallfenster. Rechts die entsprechenden kernspintomographischen Schnitte.
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Die Darstellbarkeit der Substantia nigra korreliert mit dem Schweregrad und der
Dauer der Erkrankung. Die erhdhte Echogenitat wird auf eine Gliose als Folge der
Degeneration zurlickgefuhrt [10]. Die hyperechogenen Strukturen werden auf dem
Monitor mit dem Cursor umfahren und dann planimetrisch die Flache errechnet. Fir
diese Studie wurde ein Farbduplexdopplersonographiegerat vom Typ Sonoline
Antares der Firma Siemens verwendet, das mit einem Schallkopf ausgestattet war,
der mit einer Sendeleistung von 2,5 MHz auf eine Penetrationstiefe von 14 cm und
eine Empfangsempfindlichkeit von 55 dB eingestellt war. Die Untersuchung wurde
von einer medizinsch-technischen Assistentin fir Funktionsdiagnostik (MTA-F) und
einem Neurologen durchgefihrt. Mdogliche Ergebnisse waren die
Nichtdurchfihrbarkeit der Untersuchung mangels Schallfenster, die
Nichtdarstellbarkeit der Strukturen trotz vorhandenem Schallfenster und schliefRlich
die Flachenangabe in cm? (sieche Abb. 3.2). Da diese Variable semi-quantitativ ist,
wurden die Ergebnisse stratifiziert: echogenes Areal > 0,22 cm? (n = 27), < 0,22 cm?

(n = 24) und ohne Ergebnis, d.h. Befund nicht verwertbar (n = 8).

Echogene SN

Abbildung 3.2: Echogene Substantia nigra in der trancraniellen Sonographie mit Pfeilen
gekennzeichnet bzw. umrandet (unten links) und gesunde Kontrolle (unten rechts). Oben die
entsprechenden Bilder in der Fluordopa-Positronen-Emissions-Tomographie (Fluordopa-PET).
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Laborchemische Methodik

Messung der Metaboliten des Homocysteinstoffwechsels im Blutserum

Messung von Homocystein (Hcy), Cystathionin (Cys) und Methylmalonylséure (MMA)

Die Bestimmung von Hcy, Cys und MMA wird mit Hilfe der Gaschromatographie und
Massenspektrometrie (Gas Chromatography — Masspectrometry (GC/MS)
durchgefiuhrt. Die Methode von STABLER et al. [161] wurde fur unsere Zwecke
modifiziert. Zunachst werden gasférmige Derivate der Molekile hergestellt, die dann
gaschromatographisch getrennt werden. Die Konzentration wird
massenspektrometrisch festgestellt. Hcy und Cys kénnen gleichzeitig gemessen
werden. In der Probe befinden sich deshalb deuterierte Formen von Hcy und Cys
bzw. MMA als Interne Standards (IS). Zur lonisation wird die
Elektronenstofionisation (El, Electron Impact) genutzt. Bei dieser
Energielbertragung entstehen lonen oder lonenfragmente nach einem
substanzspezifischen Muster. Diese werden in einem Analysator aufgetrennt, ein
Detektor erfasst die Anzahl und setzt sie in ein Signal um, das der Gesamt-lonenzahl
einer bestimmten Masse proportional ist. Die Kurve des Massenspektrogramms ist
dann die Funktion Masse/Ladung. Die Konzentration des Stoffes in der Probe wird
mit Hilfe der bekannten Konzentration der deuterierten Form in der Probe errechnet.

Gerate und Reagenzien:

e Gaschromatograph/Massenspektrometer der Firma Agilent Technologies® (Typ
6890N).
e Poly-Prep Chromatography Columns der Firma Bio-Rad®.
e Anionisches Resin der Firma Bio-Rad®.
e Derivatisierung: N-methyl-butyldimethylsilyl-Tri-fluoroacetamid (MBDSTFA) der
Firma Machery and Nagel®.
¢ Interne Standards:
Hcy: DL-Homocystein(3,3,3’,3’,4,4,4’,4’,D-8)
Arbeitskonzentration: 110,544 mg/l = 400 pmol/l.
Cys: DL-(2-amino-2-carboxyethyl)Homocystein = DL-Cystathionin
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Arbeitskonzentration: 1,78 mg/l = 7,86 ymol/l.
MMA: DL-Methylmalonylsé&ure
Arbeitskonzentration: 4 mg/l = 33,03 nmol/l.
e Reduktionsmittel: 1,4-Dithiotritol (C4H1002S,, DTT) der Firma Roth®,
Arbeitskonzentration: 10 mg/ml in 1N; NaOH.
e Acetonitril, Methanol, Essigsdure und Chromatographenwasser (HPLC Grade)
der Firma Merck®.

e Concentrator (Typ 5301) der Firma Eppendorf®.

Zur Vorbereitung der Messung von Hcy/Cys wurde anionisches Resin mit 1N:HCI
und Methanol vorgewaschen und bei 60°C fir 4 Stunden getrocknet, pro Saule 100
mg Resin. 200 uyl Serum wurden mit 30 pl DTT (30 mg/ 1mL 1N NaOH), 30 pl IS Hecy
1:3 und 30 pl IS Cys 1:2 versetzt und bei 42°C 30 Minuten zur Reduktion inkubiert.
Vor dem Auftragen der Probe wurde die Festphase mit 1 ml Methanol und 3 ml
Wasser gespult. Nach dem Auftragen wurde die Probe dreimal mit 3 ml Wasser
gewaschen, anschlieend einmal mit 3 ml Methanol. Die Elution erfolgte mit 1,1 ml
0,4N Essigsaure/Methanol-Mischung. Getrocknet wurden die Proben fir etwa 3
Stunden bei 60°C im Concentrator. Den getrockneten Proben wurden 30 pl
Acetonitril und MBDSTFA im Verhéltnis 2:1 hinzugefugt und fur finf Minuten bei 440
Watt in die Mikrowelle gestellt. Danach konnte das GC/MS-Gerét beladen werden.
Autosampler, Chromatograph und Massenspektrometer flihrten die Analyse
vollautomatisch durch. Die MMA-Prozedur unterschied sich nur in der Zugabe von 25
Ml IS MMA, das Waschen wurde einmal mit Wasser und dreimal mit 0,01 N
Essigsdure/Methanol-Mischung durchgefihrt, die Elution mit 1,1 ml einer Mischung
aus Essigsaure/Methanol und 1N:HCI im Verhdltnis 9:1. Die Gerateeinstellungen
wurden abgeandert.

Berechnet wird die Konzentration als Quotient aus dem Integral des Peaks der
Probenkurve und dem Integral des Peaks der Standardkurve, multipliziert mit

folgenden Standardkonzentrationsfaktoren:

Einheit Standardfaktor
Hcy pmol/l 39,2
Cys pmol/l 1000
MMA nmol/l 4087,5
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Formel zur Konzentrationsbestimmung im Analyt:

Konzentrationanay: = [Peakintegralanay:/ Peakintegralstandara] X Konzentrationstandard

Geréateeinstellung des Gaschromatographen:

Ofentemperatur: Min: 80°C Max: 310°C
Einlasstemperatur: 230°C
Injektionsvolumen: 1l
Flussgeschwindigkeit: 1ml/min
Retentionszeit: fur MMA ~ 9 min

fur Hey 13,1 min
fur Cys 17,1 min

Zur Qualitdtskontrolle wurden in jeder Messreihe Poolseren mitgemessen und der

Coefficient of variation (Variationskoeffizient, CV%) ermittelt:

Fir die Messungen ergaben sich folgende CV%-Werte:

Level CV%
Hcy 12 pmol/l 4%
Cys 560 nmol/l 4,3%
MMA 300 nmol/l 5%
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Messung von S-Adenosylmethionin (SAM) und S-Adenosylhomocystein (SAH)

SAH und SAM werden simultan mit einer modifizierten FlUssigkeits-
chromatographie(LC)-Tandem-Massenspektrometrie(MS)-Methode  (stable-isotope
dilution liquid chromatography tandem mass spectrometry method) nach
GELLEKINK et al. [51] bestimmt. Die Proben werden mit deuterierten SAH und SAM
als Internen Standards versehen und dann je beide Stoffe {ber eine
Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) aus der Probe extrahiert und in
geeignete Vials eluiert. Dann kann die vollautomatische Bearbeitung im oben
genannten HPLC-Tandem-MS-Verfahren gestartet werden. Die Menge der einzelnen
chromatographisch aufgetrennten Molekile wird dabei massenspektrometrisch mit
dem Tandem-Massenspektrometrie-Prozedur bestimmt: Zwei Analysatoren werden
hintereinander geschaltet. Zwischen den beiden Geraten wird den lonen in einer
Kollisionskammer weitere Energie zugeflhrt, sodass diese in noch kleinere, typische
lonen zerfallen, die wiederum vom Detektor gemessen werden. Anhand der
Referenzwerte der Internen Standards kann nun die Konzentration als Integral der
Masse-Ladungs-Kurve des Massenspektrogramms im definierten Bereich berechnet

werden.

Gerate und Reagenzien:

= Eppendorf Zentrifuge 5810 R

= Siulen zur SPE: BondElut® PBA der Firma Varian, an deren Kieselsaure-
Oberflache Phenylboronsdure kovalent gebunden ist, Straight Barrel Cartridge,
100 mg 1 ml.

= SAH und SAM der Firma Sigma

= |Interner Standard (3 mM fir 2H3-SAM und 0,8 mM fiur *C5-SAH)

= LC und Tandem-MS: Alliance® HT 2795 HPLC der Firma Waters mit Micromass
Quattro Micro APl Tandem Massenspektrometer
Berechnung der Konzentration: Software QuanLynx.

» Pufferldsung: 20 mM Ammonium(NHg)-acetat-Lésung, pH 7,4
mobile Phase: Acetat/H,O-Lésung, pH 2,636

Probenneutralisierung: 1 M NH3-Lésung
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Die Saulen wurden funf Mal mit mobiler Phase und dann funf Mal mit Puffer jeweils 1
Minute bei 500 g gespult. Parallel dazu wurde der SAM-Stock 1:2 und der SAH-Stock
1:25 verdinnt und auf dieser Grundlage eine Kalibratorreihe erstellt. Der
Ausgangskalibrator (200/48) bestand aus 17,8 ul SAH 1:25, 20 pyl SAM 1:2 und
1162,2 pl Puffer. 600 ul dieser Lésung wurden mit 600 ul Puffer vermischt, so dass
die nachste Kalibratorstufe 100/24 entstand. Ebenso wurden Kalibratoren 50/12 und
25/6 hergestellt. Der Kalibrator 0 war 1200 ul Puffer. Die High Control setzte sich
zusammen aus 14,9 yl SAH 1:25, 20 yl SAM 1:2 und 1465,1 pl Puffer. 400 ul davon
gemischt mit 1200 pl Puffer ergaben die Low Control. Dann wurden 400 ul der
einzelnen Kalibratoren in neue Reaktionsgeféle Ubertragen, ebenso 400 ul der
Proben. Den Proben wurde dann zur Neutralisierung 40 yl 1 M NH3 hinzugeftigt, der
Kalibratorreihe jeweils dieselbe Menge Puffer. Abschlielfend wurde der gesamten
Messreihe noch je 25 pl IS beigemischt. So vorbereitet wurden die Proben
aufgetragen und bei 250 g / 2 min. abzentrifugiert, daran anschlie®end zweimal mit 1
ml Puffer fir eine Minute bei 500 g gespult und schlieRlich mit dreimal 350 pl mobiler
Phase fur zwei Minuten bei 250 g eluiert. Die Vials konnten dann bei -20°C
eingefroren werden oder direkt in den HPLC/Tandem-MS-Automat zur Messung

eingespeist werden.

Gerateeinstellung:

Fluss 0,3 ml/min

Probenvolumen: 20 pl

Retentionszeit: SAM 1 min
SAH 1,8 min

Laufzeit/Probe: 3 min

Cv: <7%
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Messung der Vitamine im Blutserum
Messung von Folat und Cobalamin (Vitamin By)

Die Konzentrationen der beiden Vitamine wurden maschinell mit ADVIA Centaur®
System von Bayer durchgefiuhrt. Das Nachweisverfahren beruht auf
Chemilumineszenz markierter Antigene oder Antikérper. Nachdem die Vitamine aus
ihrer Proteinbindung herausgeldst worden sind, werden die Proteine durch markierte
Teilchen ersetzt. Vitamin B4, bindet durch eine begrenzte Menge instrinsic factor, der
in der Festphase vorhanden ist, an mit Acridiniumester markiertes Vitamin B4,. Die
Signalstarke des markierten B4, ist proportional zum B4, in der Probe. Folat bindet
durch eine bestimmte Menge folat-bindendes Protein, das mit Biotin markiert ist, an
Avidin-markiertes Folat. Hier ist die Starke des Signals antiproportional zur Menge an

Folat in der Probe.

Messung von Holo-Transcobalamin (HoloTC)

Vitamin B12 ist im Kérper im Wesentlichen an zwei Proteine gebunden: Haptocorrin
(80%), und Transcobalamin (20%). Der Komplex aus Trancobalamin und Vitamin
B12 wird Holo-Transcobalamin (Holo-TC) genannt und stellt die aktive, fir alle Zellen
verfligbare Form des Vitamin B12 dar. An Haptocorrin gebundenes Vitamin B12 ist
nur Zellen der Leber und des Retikuloendothelialen Systems (RES) zugéanglich, da
nur hier die spezifischen Rezeptoren vorhanden sind. Holo-TC ist der sensitivste
Wert fir einen Mangelzustand im Vitamin B12-Stoffwechsel [70]. Die Bestimmung
der Konzentration im Serum erfolgte mit einem immunologischen Verfahren
(Mikropartikel-Enzym-Immunoassay, MEIA) nach BRADY et al. [18] mit dem AxSYM
Analyzer der Fa. Abbott®. Dabei bilden Holo-TC spezifische Antikérper, die an Latex-
Mikropartikeln fixiert sind, Antigen-Antikérper-Komplexe. In einem zweiten Schritt
werden die Antigen-Antikérper-Komplexe farblich markiert, sodass aus der Intensitat
der Fluoreszenz, die proportional zur Konzentration ist, letztere errechnet werden

kann.
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Messung von Pyridoxal-5-phosphat (Vitamin Bs)

Die Bestimmung der Konzentration wurde mit Hilfe eines Kits der Fa.
Immundiagnostik®, dem HPLChromatograph Gynkotek Modell 480 und dem
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL der Fa. Shimadzu durchgefihrt. Entsprechend dem
Herstellerprotokoll, erfolgte nach einem Féllungsschritt zur Abtrennung
héhermolekularer Substanzen, die Derivatisierung mit dem Reagenz des Kits, bevor
die Proben eingespeist werden. Das HPLC-Verfahren ist isokratisch. Die Auswertung
des Vorgangs erfolgt mit der ,externer Standard-Methode“ nach der Integration der
Peak-Werte.
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Messung von Proteinen in Thrombozytenextrakt und EDTA-Blut

Die Gesamtproteinmenge im Zellextrakt wurde mit Hilfe der Bicinchionic Acid
Solution von Sigma® (4% CuS04x5H,0) und der Standardkurve des BSA (bovines

Serumalbumin gemessen.

Messung von a-Synuclein in Thrombozytenextrakt

Die kurz nach der Blutenthahme isolierten Thrombozyten wurden mit dem Cell
Extraction Buffer (10 mM Tris (pH 7,4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1
mM NaF, 20 mM NasP207;, 2 mM NazVOy4, 1% Triton X-100, 10% Glycerol, 0,1%
SDS (Natriumdocecylsulfat), 0,5% deoxycholat) behandelt, dem
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und ein Protease Inhibitor Cocktail (Roche
Diagnostics®) beigemischt wurden, um die Proteine aus den Zellen zu l6sen. Der
Vorgang wurde auf Eis ausgefthrt und dauerte 30 min, dabei wurde in 10-Minuten-
Intervallen mit dem Vortex™ durchmischt. Das BioSource® Immunoeassay Kit fir
humanes a-Synuclein (Cat #KHB0061) ist ein Festphase Sandwich Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA). Uber eine spezifische zweifache Antigen-
Antikdrper-Reaktion  wird das  a-Synuclein, unabh&ngig von  seinem
Phosphorylierungsstatus, farblich markiert. Die Intensitdt dieser Farbung ist
proportional zur Konzentration im Medium. Erfasst wird die Intensitdt mit einem

Mikrotiterplatten-Lesegerét anhand der Absorption bei 450 nm.

Messung von Amyloid-Precusor-Protein (APP) in Thrombozytenextrakt

Zur Messung von APP in Thrombozyten wurde das APP ELISA Kit der Firma
BIOMOL verwendet. Entsprechend der ,Procedure for Extraction of Proteins From
Cells" des Hersteller wurden die Proteine aus den isolierten Thrombozyten extrahiert
und die Proteinmenge bestimmt. Mit dem klaren Lysat wurde dann das Assay-
Protocol des Herstellers durchgefiuihrt. In einer ersten Reaktion wird der N-terminale
Teil des humanen APP gebunden, der Detektions-Antikérper bindet dann am N-

terminale Teil des Amyloid-B-Peptids. Dabei werden unter anderen die in
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Thrombozyten vorkommenden Isoformen APP770 und APP751 [136] erkannt. Das
farbige Produkt dieser Methode ist direkt proportional zur Konzentration des
humanen APP in der Probe. Die Absorption wird bei 450 nm mit einem

Mikrotiterplatten-Lesegerat gemessen.
Messung von B-Amyloid .42 im EDTA-Plasma

B-Amyloid(.42) wurde im Plasma mit dem High Sensitivity Protocol B-Amyloidi.42)-
Immunoassays (INNOGENETICS®) gemessen. Innotest® ist ein Festphase Enzym
Immunoessay, das hei3t monoklonale Antikérper sind auf der Festphase befestigt
und binden die gesuchten Antikdrper. Diese Antigen-Antikérper-Bindung wird von
Peroxidase-markiertem Streptavidin erkannt und férbt sich nach Behandlung mit

Substratlésung blau. Die Absorption wird bei 450 nm ausgelesen werden.
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Messung von Standardwerten im Blut

Messung von Kreatinin

Kreatinin bildet in alkalischen Medien mit Pikrinsaure eine gelb-orangene Verbindung
(Jaffé-Reaktion). Die farbliche Intensitdt des Komplexes kann photometrisch
gemessen werden und ist proportional zur Konzentration des Kreatinins in der Probe.
Die Analyse wurde mit Geraten und Material der Firma Roche Diagnostics
durchgefuhrt.

Messung von ASAT, ALAT, y-GT

Die Bestimmung der Leberenzyme wurde nach den aktuellen Empfehlungen der
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) bei 37°C mit
Pyridoxalphosphat-Zusatz vorgenommen (ASAT, ALAT) oder liquid (y-GT). Das
Prinzip der Messmethode ist kinetisch-photometrisch, es wird vom Umsatz

NAD*/NADH auf das vorhanden Enzyme geschlossen.

Messung von CRP

CRP wird mittels immunologischer Turbidimetrie/Nephelometrie bestimmt. Nach
einer Antigen-Anitkdrper-Reaktion des CRP kommt es zu einer typischen

Veranderung der Absorption (Turbidimetrie) bzw. des Streulichts (Nephelometrie)

eines Licht- oder Laserstrahls in einer Suspension.
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Statistik

Die statistische Auswertung fihrten wir mit Hilfe der Software SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) durch. Soweit nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse als
Mediane (10.-90. Perzentile) dargestellt. Der Vergleich der Mittelwerte mehrerer
Gruppen erfolgte mit dem ANOVA-Test und den post-hoc Tamhane-Tests. Fir Tests,
die Normalverteilung erfordern, wurden die Daten logarithmisch transformiert. Um die
Mediane zwischen zwei Gruppen zu vergleichen wurde der Mann-Whitney-Test
herangezogen. Korrelationen zwischen verschiedenen Variablen wurden mit dem
Spearman-Test Uberprift. Mit der Backward Regression Analyse versuchten wir
unabhéngige Variablen zu finden, die in dieser Population eine Vorhersage des
DemTect-Scores und der SAM/SAH-Quotienten erlauben. Als signifikant wurden p-
Werte unter 0,05 erachtet.
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4. Ergebnisse

Blut- und Thrombozyten-Parameter der Gesamtstudie

Wie in friheren Untersuchungen [127], zeigte sich in den Blut-Parametern dieser

Gruppe von Parkinson-Patienten ein im Median erhdhtes tHcy (14,8 pmol/L).

Ebenfalls konnten wir einen relativ geringen medianen Vitamin B12-Spiegel (236

pmol/L) und niedriges medianes holoTC (< 36 pmol/L), bei relativ hohem medianen

MMA (261nmol/L) feststellen, wie Tabelle 4.1 zeigt.

Tabelle 4.1: Konzentrationen von Blut- und Thrombozyten-Parametern

Parameter Normwerte  Median (10.-90. Perzentile)
tHcy, umol/L <12 14,8 (9,4-23,2)
Cystathionin, nmol/L <300 260 (158-693)
MMA, nmol/L <270 261 (170-884)
Folat, nmol/L >7 19,0 (8,9-38,1)
Vitamin B12, pmol/L > 156 236 (152-355)
HoloTC, pmol/L > 50 43 (22-96)
Vitamin B6, nmol/L > 16 43,7 (15,7-121,0)
SAH im Plasma, nmol/L 13,6 (9,8-28,3)
SAM im Plasma, nmol/L 124 (93-173)
SAM/SAH Quotient im Plasma 8,7 (5,5-13,3)
a-Synuclein in Thrombozyten, ug/L* 20,5 (11,8-36,1)
APP in Thrombozyten, ug/L * 20,6 (1,4-39,4)
Amyloid 3 im Plasma, ng/L 26,9 (24,0-29,6)
Kreatinin, umol/L 88,4 (61,9-114,9)

* Werte bezogen auf das Gesamtprotein des Zellextrakts
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Biomarker nach Therapiegruppen

Tabelle 4.2 zeigt die biochemischen Parameter der gesamten Studienpopulation und
die der einzelnen Therapiegruppen. Biochemische Hinweise auf einen Vitamin B12-
Mangel wie eine holoTC Konzentration < 36 pmol/L und eine MMA-Konzentration >
271 nmol/L hatten 15 % der Patienten. 14 % hatten einen niedrigen Vitamin B6-
Status (< 16 nmol/L) und 1 % hatten ein erniedrigtes Serumfolat (< 7 nmol/L).
Entsprechend den aktuellen Therapie-Empfehlungen [97] waren Patienten, die mit
Agonisten behandelt wurden jinger, als solche, die L-Dopa oder L-Dopa und Agonist
kombiniert erhielten (medianes Alter 61 Jahre gegentber 74 und 69 Jahre). So
verhielt es sich auch mit der Erkrankungsdauer, die beim Agonisten-Regimen
median 2,5 Jahre betrug und bei Patienten, die mit L-Dopa plus Agonisten therapiert
wurden, mit medianen 8 Jahren deutlich l&nger war.

Interessant ist, dass die héchsten Plasma-SAH-Werte in der Gruppe derer Patienten
gemessen wurde, die L-Dopa alleine einnahmen, die niedrigsten dagegen in der
Gruppe, die nur einen Agonisten einnahmen (median 17,2 nmol/L gegeniber 12,7
nmol/L). Die Tatsache, dass die héchsten SAH-, MMA- und tHcy-Konzentrationen,
sowie die geringsten HoloTC-Werte und SAM/SAH-Quotienten bei L-Dopa-
therapierten Patienten gemessen wurden, kann sehr wahrscheinlich durch das Alter
der Patienten erklart werden: Nach Bericksichtigung von Alter und
Erkrankungsdauer bei der Bewertung der p-Werte, konnten keine Signifikanzen mehr

nachgewiesen werden.
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Vitamin B 6, SAM/SAH-Quotient und B-Amyloid bezogen auf DT-Scores

Bezogen auf die mit DemTect gemessenen kognitiven Leistungen der Probanden
konnte eine signifikante positive Assoziation zwischen dem Score, der Plasma-
Konzentration von Vitamin B6 und dem SAM/SAH-Quotienten im Plasma hergestellt
werden. Die Daten bezogen auf den MMSE-Score bestatigten dies und werden
daher nicht gezeigt. Wie Abbildung 4.1 zeigt, hatten Probanden mit altersgeméafier
kognitiver Funktion (DemTect > 12) verglichen mit Probanden mit reduzierter
kognitiver Leistung (DemTect < 9) signifikant héhere Vitamin B6-Konzentrationen im
Plasma (Median 48,4 nmol/L zu 26,1 nmol/L) und einen hdheren SAM/SAH-
Quotienten (Median 9,0 zu 6,7). DarUber hinaus, so zeigt Abbildung 4.2, waren die
DemTect-Scores negativ korreliert mit dem Plasma--Amyloid-Spiegel (r = -0,45; p <
0,001).
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Abbildung 4.1: Vitamin B6 (A) und SAM/SAH-Quotient (B) bezogen auf Tertilen der DemTect Scores:
median, 25.-75-Perzentile; verglichen mit der hohen DemTect-Tertile p < 0,05 (ANOVA- und
Benferoni-Test); p-Werte im Vergleich der hohen mit der niedrigen Tertile blieben auch nach
Einbeziehung von Alter, Krankheitsdauer und Therapie-Regimen signifikant (Vitamin B6: 0,013;
SAM/SAH-Quotient: 0,024)
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Abbildung 4.2: B-Amyloid im Plasma bezogen auf den DemTect-Score. Eine altersgemalie kognitive
Leistung entspricht einem DemTect-Score von > 12.
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Backward Regression: Riickschluss auf den DT-Score lber den SAM/SAH-Quotient

Mit der Backward Regression Analysis bestimmten wir Faktoren, die mdglicherweise

die DemTect-Scores der Studienpatienten vorhersagen kénnen. Der SAM/SAH-

Quotient wurde als solcher identifiziert (beta = 0,612; p = 0,004. Fir die Berechnung
des SAM/SAH-Quotienten erwiesen sich tHcy (beta = -0,276; p < 0,001) und die

Kreatinin-Konzentration im Serum (beta = 0,422; p = 0,001) als signifikante Faktoren,

wie Tabelle 4.3 verdeutlicht.

Tabelle 4.3: Backward Regression Analyse

Abhéngige Variable DemTect Score (A)

Getestete unabhéngige Ausgeschlossene Variablen
Variablen

tHcy tHecy

MMA MMA

Vitamin B12 Vitamin B12

Vitamin B6 Vitamin B6

Folat Folat

Erkrankungsdauer Erkrankungsdauer

L-Dopa Therapie L-Dopa Therapie

Plasma Amyloid- Plasma Amyloid-8
Thrombozyten a-Synuclein Thrombozyten a-Synuclein
Alter Alter

Thrombozyten APP Thrombozyten APP

SAM/SAH Quotient -

Abhdngige Variable SAM/SAH-Quotient (B)

Getestete unabhangige Variablen Ausgeschlossene Variablen

MMA MMA

Vitamin B12 Vitamin B12

Folat Folat

Vitamin B6 Vitamin B6
Erkrankungsdauer Erkrankungsdauer
L-Dopa Therapie L-Dopa Therapie
Alter Alter

Kreatinin -

tHey -

Variablen mit signifikantem
Effekt

SAM/SAH Quotient
B =0,612, p = 0,004

Variablen mit signifikantem Effekt

Kreatinin (8 =-0,422, p = 0,001)
tHcy (B =-0,276, p < 0,001)

A

R? = 0.29; BR? = 0.41. Eingeschlossen waren 87 Patienten mit M. Parkinson.
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Signifikante Rangreihenkorrelationen der ermittelten Werte

Die Korrelationsstarke unter den einzelnen gemessenen Werten wurde mittels der
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman ermittelt (Tabelle 4.4). Dabei war zu
sehen, dass Thrombozyten-APP negativ mit Plasma-B-Amyloid.42) korrelierte (r =
-0,36; p = 0,028), letzteres dagegen aber positiv mit a-Synuclein in Thrombozyten (r
= 0,42; p = 0,005). Zwischen APP und a-Synuclein, jeweils in Thrombozyten war
ebenfalls eine negative Korrelation zu erkennen (r = -0,35; p = 0,031). Die vorher
genannten Beziehungen sind in der Abbildung 4.3, im Anschluss an die Tabelle,
genauer dargestellt. Die Plasmaspiegel von SAM und SAH waren stark korreliert (r =
0,53, p< 0,001).
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Abbildung 4.3: Korrelationen zwischen Plasma-Amyloid-f und APP in Thrombozyten (A), Plasma-
Amyloid-B und a-Synuclein in Thrombozyten (B), sowie a-Synuclein in Thrombozyten und SAM (C).
Messung in Plasma, bzw. Thrombozytenextrakt, bezogen auf das Gesamtzellprotein.
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Negative Beziehung zwischen Plasma-SAH und Thrombozyten-APP, sowie Plasma-

SAM und Thrombozyten-a-Synuclein

Abbildung 4.4 veranschaulicht die negative Beziehung zwischen SAH im Plasma und
APP in Thrombozyten (Spearman Korrelationskoeffizient: r = 0,41, p = 0,007) und die
ebenfalls negative Beziehung zwischen SAM und a-Synuclein in Thrombozyten (r = -

0,32, p = 0,033).
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Abbildung 4.4: Korrelation zwischen den Konzentrationen von Plasma-SAH und Thrombozyten—APP
(A), sowie zwischen Plasma-SAM und a-Synuclein in Thrombozyten (B). Daten erhoben in einer
Teilgruppe von 45 Patienten mit M. Parkinson.
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Plasma-tHcy, -SAH, und SAM/SAH-Quotient, sowie B 6 und Folat bezogen auf
Plasma-B-Amyloid

Abbildung 4.5 prasentiert die Serumkonzentrationen von Folat und den Vitaminen B6
und B12, sowie Plasma-tHcy, -SAH und den SAM/SAH-Quotienten aufgeteilt nach
den Tertilen des B-Amyloid(42) im Plasma. Im Vergleich der hohen und der niedrigen
Tertile waren in der Hohen die tHcy- und SAH-Werte deutlich héher, die Werte von
Folat, B6, B12 und SAM/SAH-Quotient dagegen deutlich niedriger als in der Tertile

mit wenig B-Amyloid.42).
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Abbildung 4.5: Konzentrationen von Vitaminen im Serum und Metaboliten im Plasma (Median, 25.-
75. Perzentile) aufgetragen gegen B-Amyloid.4z) im Plasma. * kennzeichnet signifikante Unterschiede
zwischen der hohen und der niedrigen Tertile von B-Amyloid(.4.. Nach Einbeziehung von Alter,
Krankheitsdauer und Therapie-Regimen waren die p-Werte fur Folat und Vitamin B6 weiter signifikant
(p < 0,05). Fur tHey (p = 0,078), SAH (p = 0,114) und SAM/SAH-Quotient (0,103) lieBen sich
Tendenzen feststellen. Daten von 87 Patienten mit M. Parkinson.
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Echogene Fléche der substantia nigra: relevante Variablen

Addierte man die Fladchen der rechten und linken Substantia nigra zur Gesamtflache,
so korrelierte diese positiv mit der Plasmakonzentration von MMA, aber mit keinem
anderen Marker des Vitamin B12-Status. Diese Beziehung blieb auch nach Einbezug
von Alter und Erkrankungsdauer signifikant (r = 0,49, p = 0,002). Unter
Bericksichtigung von Kreatinin stieg der p-Wert auf 0,036. Bei einer Untergruppe von
24 Patienten, bei denen sowohl thrombozytares APP, als auch die Flache der
Substantia nigra verfligbar waren, konnten wir eine moderate Korrelation zwischen
der Substantia nigra-Gesamtflache und der H&he des thrombozytdren APPs
nachweisen (r = 0,42, p = 0,038).

Tabelle 4.5: Relevante Variablen in Relation zur Echogene Flache der Substantia nigra (n = 51)

Variable Fliche sn < 0,22 cm®  Fliche sn > 0,22 cm®  Panova
n=24 n=27
Alter, Jahre 63 (9,0) 67 (8,3) 0,123
Erkrankungsdauer, Jahre 4,5 (4,4) 6,0 (7,4) 0,120
DemTect, Score 14 (3) 14 (5) 0,246
Kreatinin, umol/L 81,6 (11,3) 91,8 (21,6) 0,099
tHcy, umol/L 14,0 (3,2) 15,8 (10,8) 0,207
MMA, nmol/L* 236 (107) 351 (544) 0,016*
Folat, nmol/L 19,2 (16,1) 17,9 (13,1) 0,614
HoloTC, pmol/L 47 (19) 48 (73) 0,676
Vitamin B12, pmol/L 232 (70) 251 (102) 0,385
Vitamin B6, nmol/L 51 (104) 46 (46) 0,616
SAM/SAH-Quotient 9,2 (2,1) 8,4 (2,5) 0,249
L-Dopamin plus Dopaminagonist, n (%) 8 (33) 13 (48)
Dopaminagonist, n (%) 14 (58) 5 (18,5)
L-Dopa, n (%) 2 (8) 9 (33)

Daten sind geometrischer Mittelwert (SD, Standardeviation). * p = 0,036 bei Einbezug von Kreatinin
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5. Diskussion

Histopathologisch  sind  subkortikale Lewy-Bodies mit a-Synuclein-reichen
Einschlissen typisch fir Patienten mit M. Parkinson [40]. Ein nicht geringer Anteil (20
— 28 %) weist im Verlauf dementielle Symptome auf [2], die mit B-Amyloid-Plaques
vergesellschaftet sind. Umgekehrt sind fiar Demenzen vom Lewy-Body-Typ
parkinsondhnliche Bewegungsstérungen typisch. Das Uberlappen dieser
Krankheitsbilder fihrte zu dem Verdacht, dass zwischen den Vorkommen von 3-
Amyloid und a-Synuclein eine Verbindung besteht [167]. Da beide Proteine in Lewy-
Bodies auftreten, liegt weiterhin die Vermutung nahe, dass ahnliche pathologische
Rahmenbedingungen zur Akkumulation fihren. Stérungen im Methionin-Stoffwechsel
und die dadurch verminderte Fahigkeit Methylierungsprozesse durchzuflhren, ist
vermutlich ein Bestandteil dieser pathologischen Bedingungen, die zur
Neurodegeneration filhren. Dies geschieht wahrscheinlich durch die vermehrte
Expression von APP oder durch gesteigerte Hydrolyse von APP zu B-Amyloid [126,
159]. Die hier vorliegende Studie gibt Hinweise darauf, dass ein Zusammenhang
zwischen den beiden neurodegenerativen Proteinen APP und a-Synuclein und
géangigen Plasmamarkern des Methylierungsstatus besteht.

Die bei den M. Parkinson-Patienten dieser Studie gemessenen tHcy-
Konzentrationen, waren vergleichbar mit denen friherer Studien [137, 183],
allerdings aber auch deutlich hoher, als die Werte von a&lteren Patienten
vorausgegangener Studien, die nicht an M. Parkinson erkrankt waren [127]. Ahnlich
angelegte Untersuchungen fihrten auch zu vergleichbaren Ergebnissen [143, 180].
Die Mehrheit der Patienten (76%) hatte einen tHcy-Wert von tber 12 pymol/L, aber
nur wenige davon hatten auch gleichzeitig einen Vitamin B12-Mangel (15%), einen
Vitamin B6-Mangel (14%) und/oder einen Mangel an Folat (1%). Somit schied die
allgemein anerkannte Erklarung fir erhéhte tHcy-Werte, der Mangel an Vitaminen
der B-Gruppe, als Ursache in diesem Fall aus. Desweiteren konnte daraus gefolgert
werden, dass ein B-Vitaminstatus im Normalbereich nicht ausreicht, um den
katabolen Stoffwechsel des tHcy bei Parkinson-Patienten zu steigern. Patienten, die
nur mit L-Dopa behandelt wurden, hatten hdhere Plasma-Konzentrationen von tHcy,
MMA und SAH, als solche, die nur mit Agonisten oder mit einer Kombination aus

Agonisten und L-Dopa therapiert wurden (Tabelle 4.4). Diese Tatsache konnte damit
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erklart werden, dass die Altersverteilung in den unterschiedlichen Therapiegruppen
uneinheitlich war: Patienten mit L-Dopa-Regime waren alter und I&nger erkrankt. Da
diese Unterschiede in den aktuellen Therapie-Leitlinien [97] begrindet liegen, kann
ein Matching aus ethischen Grinden keinen Aufschluss bringen. Keine der
auffélligen Plasma-Konzentrationen von Vitaminen oder Metaboliten konnte mit der
L-Dopa-Therapie in Verbindung gebracht werden, friihere Arbeiten hatten
diesbeziglich andere Ergebnisse erbracht [120]. Ob COMT-Inhibitoren eine L-Dopa-
induzierte HHcy vermeiden kénnen ist umstritten [104, 129, 171]. Wie schon andere
Arbeitsgruppen [137], fanden wir keine Hinweise darauf, dass COMT-Inhibitoren bei
L-Dopa-therapierten Patienten SAM einsparen oder den tHcy-Spiegel senken
kénnen. Die zusatzliche Zufuhr von Vitamin B12 dagegen scheint bei eben diesen
Patienten zu einer Verringerung des tHcy zu fuhren [103, 137].

Das Verhédltnis von SAM zu SAH, ausgedrickt im SAM/SAH-
Quotienten, konnte bei unseren Patienten pradiktiv am tHcy-Spiegel festgemacht
werden. Aufgrund der positiven Korrelation von Plasma-SAM zu Plasma-SAH
vermuten wir, dass die SAM-Konzentrationen im Plasma Folge des erhdhten SAH-
Spiegels sind, der wiederum durch die hohen tHcy-Werte bedingt ist. Darlber hinaus
war der SAM/SAH-Quotient ein wichtiger positiv-pradiktiver Faktor zur Vorhersage
des DemTect-Scores von Parkinson-Patienten. Méglicherweise hangt die positive
Auswirkung hoher SAM/SAH-Quotienten auf die kognitiven Leistungen, gemessen
mit DemTect, damit zusammen, dass die ausreichende Versorgung mit
Methylgruppen die Bildung von neurodegenerativen Proteinen unterdriickt und/oder
deren Reparatur begtinstigt.

Auch die suffiziente Versorgung mit Vitamin B6 scheint einen
protektiven Einfluss auf die Patienten mit M. Parkinson zu haben, zumindest insofern,
dass Vitamin B6-Spiegel und DemTect-Score positiv miteinander korrelieren, also
Vitamin B6 offenbar dementielle Symptome mildern oder verhindern kann. Dieser
protektive Effekt kdnnte durch die indirekt antioxidative und antineurotoxische
Wirkung von Vitamin B6 erklért werden: die Verminderung von tHcy und von
oxidativem Stress unter Verbrauch von Vitamin B6 fuhrt zur Verringerung des
kognitiven Verfalls [95]. Bekannt ist, dass oxidativer Stress bei Parkinson-Patienten
mit zunehmendem kognitiven Defizit einhergeht [90]. Vitamin B6 ist Co-Faktor bei der
Transsulfurierung von tHcy in Cystein, das eine Vorstufe von Glutathion ist und bei

guter Versorgung mit Vitamin B6 verstarkt gebildet werden kann. Bei diesem
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Vorgang wird Hcy verbraucht, zum einen sinkt also das neurotoxische Potential, zum
anderen ist Glutathion eines der wesentlichen antioxidativ wirksamen Molekile in
den dopaminergen Neuronen von Parkinson-Patienten. Durch das Absenken des
tHcy Uber die Transsulfurierung zu Cystein kann Vitamin B6 auch eine Verbesserung
des SAM/SAH-Quotienten bewirken. Wie im Absatz oberhalb beschrieben, wirkt ein
positiver Methylierungsstatus ebenfalls antidementiv. In dieser Studie zeigte sich eine
starke Korrelation zwischen Vitamin B6 und Folat (r = 0,60, p < 0,001). Vitamin B6 ist
offenbar in der Lage, den Methylierungsstatus und SAM/SAH-Quotienten Uber einen
weiteren Mechanismus zu verbessern, durch den mehr aktives Folat fir den
Remethylierungsweg zur Verfigung gestellt wird. Auch bei diesem Vorgang wird
neurotoxisches Hcy verbraucht. Zwei Enzyme, Serin-Hydroxymethyltransferase und
Dihydrofolatreduktase, benétigen Vitamin B6 als Co-Faktor. Dihydrofolatreduktase
katalysiert den Aufbau von Folat zu Dihydrofolat und in einem weiteren Schritt von
Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat, der aktiven Form von Folsdure. Serin-
Hydroxymethyltransferase katalysiert im Wesentlichen die Umwandlung von L-Serin
in Glycin, sowie von 5,6,7,8-MTHF zu 5,10-MethylenTHF. Vitamin B6 scheint eine
protektive Funktion flir das Gehirn zu haben, indem es oxidativen Stress,
neurotoxisches Hcy und Dopaminmangel verringert. Dadurch mindert es offenbar die
degenerativen Vorgénge im Gehirn der Patienten.

Untersuchungen zeigen, dass die Plasmakonzentration von [3-
Amyloid(1-42) ein Marker fur die Neurodegenration ist [59]. Man geht davon aus,
dass diese Proteine in den von Neurodegeneration betroffenen Neuronen produziert
werden und spater, Uber die Blut-Hirn-Schranke hinweg, ins Blut Ubertreten. Auch
von den Thrombozyten weil3 man, dass sie das APP hervorbringen und 3-Amyloid
herstellen kénnen. Beide Zellarten, Neuronen und Thrombozyten, zeigen &hnliche
Eigenschaften [21]: Thrombozyten speichern Neurotransmitter und setzen diese,
gesteuert durch die intrazelluldre Calcium-Konzentration, frei. Sie haben unter
anderem auch Oberflachenproteine, die denen der Neuronen entsprechen und
verlangern Plasmamembranprozesse, die Neuriten durch extrazellulédre Proteasen
anpassen. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten ist die Untersuchung von Gehirn-Proteinen,
die in Thrombozyten exprimiert werden, eine interessante Mdglichkeit
krankheitsbedingte Veranderungen zu studieren. Aus den Messungen zu dieser

Arbeit konnte eine inverse Korrelation zwischen B-Amyloid im Plasma und APP in
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Thrombozyten abgeleitet werden (r = - 0,34, p = 0,028). Dies lasst die Vermutung zu,
dass Thrombozyten eine wichtige Quelle des B-Amyloid im Plasma sind.

An der Neurodegeneration bei Patienten mit M. Parkinson ist ein
weiteres Protein, das a-Synuclein, beteiligt. Auch dieses Protein wird von
Thrombozyten produziert. B-Amyloid und a-Synuclein kénnen in neuronalen Zellen
Co-Oligomere auf der Zellmembran bilden [166]. B-Amyloid beglnstigt dabei die
Aggregation und toxische Umwandlung von a-Synuclein auf der Zellmembran und ist
damit vermutlich an der Pathogenese der Krankheit beteiligt. Innerhalb der Zelle
erhdhen diese kanalverdndernden Vorgange die Akkumulation von Calcium. In
unserer Studie war eine positive Korrelation zwischen 3-Amyloid im Plasma und a-
Synuclein in Thrombozyten nachweisbar. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass ein auf
Gegenseitigkeit beruhender Mechanismus existiert, der entweder die Produktion der
beiden Proteine steuert oder deren Katabolismus. Das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS), das fehlgefaltete, aggregierte Proteine an der Ubiquitinmarkierung erkennt
und eliminiert, kbnnte ein mdglicher Faktor sein. Die HHcy bei Parkinson-Patienten
verursacht oxidativen Stress und kann durch den erhdhten Anfall an fehlerhaften
Proteinen das UPS erschépfen. Oligomere aus B-Amyloid und a-Synuclein kénnen
sich so ungestért bilden und ablagern. Au3erdem beeinflusst die HHcy Gber Herp die
Formation von B-Amyloid und und mdéglicherweise auch die neuroinflamatorischen
Erscheinungen bei M. Parkinson [158].

Weiterhin kann bei vermindertem Methylierungsstatus der gestoérte
Phospholipidstoffwechsel ein Mechanismus sein, der zur Bildung und Ablagerung
von B-Amyloid und a-Synuclein-Oligomeren fihrt. Ist Phosphatidylcholin, das
methylierte Produkt von Phophatidylethanolamin, nur in geringem Mal3e vorhanden,
kann dies zur Folge haben, dass auch die Proteinkinase C (PKC) nur vermindert
auftritt. Dies hat zur Folge, dass vermehrt APP in amyloidogenes B-Amyloid Gberfihrt
wird [77]. Die negative Korrelation zwischen dem Methyl-Donator SAM im Plasma
und APP in den Thrombozyten unterstitzt die Hypothese, dass ein ausreichender
SAM-Spiegel mdglicherweise die Hydrolyse von APP zu B-Amyloid vermindert [27,
49, 145]. Die verminderte Expression des Presenilin |-Gens ist vermutlich die
Ursache dieses Effekts.

In unseren Messreihen fiel eine inverse Korrelation zwischen der
Plasmakonzentration von SAM und der Konzentration von a-Synuclein in den

Thrombozyten auf. Die Isoaspartylmethyltransferase, ein SAM-abhéngiges Enzym,
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das auch in Thrombozyten vorhanden ist [30], bewirkt die Wiederherstellung von
Proteinen mit Isoaspartyl-Rest, die altersbedingt oder durch oxidativen Stress
beschadigt wurden. Zu diesen Proteinen gehért auch das a-Synuclein. Im
Tierversuch konnte gezeigt werden, dass eine geringe SAM-Konzentration im
Plasma mit einer erhdhten Retention von isoaspartylreichem a-Synuclein verbunden
war. Das isoaspartylreiche a-Synuclein neigt zum Aggregieren und verursacht so die

gestdrte synaptische Ubertragung im Organismus der betroffenen Tiere [174].
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Abbildung 5.1: Zusammenfassende Darstellung der Beeinflussung von Entstehung und Ablagerung
von a-Synuclein und B-Amyloid durch erhohtes tHcy: Die Expression des Presenilin I-Gens wird
erhoht, der nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg wird vermindert. Reparatursysteme wie das UPS
werden gehemmt, weniger PIMT entsteht. PIMT: Isoaspartylmethyltransferase, Co-Oligomere: a-
Synuclein und B-Amyloid, B12: Vitamin B12, B6: Vitamin B6

Weiterhin  konnten wir eine positive Relation zwischen den
Serumwerten der MMA und der mit Ultraschall bestimmten Flache der Substantia
nigra der Probanden aufzeigen. Da weder das Gesamt-Vitamin B12, noch das

holoTC mit diesem Messwert korrelierte, schied der Vitamin B12-Status als Erklérung
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fur diese Beobachtung aus. In einer Tierstudie wurde gezeigt, dass MMA die
Phosphorylierung von Proteinen des Cytoskeletts im Cortex von jungen Ratten
vermutlich indirekt beeinflusst [36]. Die Wirkung von MMA auf dieses System konnte
zum Teil durch die erhéhte Aktivitat von Proteinphosphatase 2A erklart werden.
Hierzu sei auf die Methylmalonurie mit ihren Symptomen Lethargie,
Wachstumsstérung, Erbrechen und Koma verwiesen, von der es eine Form gibt, die
sich auf Vitamin B12-Gabe nicht bessert. Ausgehend von diesen Erkenntnissen
nehmen wir an, dass der neurotoxische Effekt von Cobalamin-Mangel zumindest
teilweise eher in der vermehrten Anreicherung von MMA, als im niedrigen
Vitaminstatus begriindet liegt.

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Studie und dem aktuellen
Wissensstand, ist, zur Vermeidung und Verminderung neurodegenerativer
Komplikationen, die Optimierung des B-Vitamin-Haushalts als sinnvoll zu erachten.
Eventuell sollte in diesem Zusammenhang auch der empfohlene Tagesbedarf,
gerade fur altere Menschen, Uberdacht werden. Es empfiehlt sich, neben den
géngigen Parametern auch die Bestimmung von HoloTC und evtl. auch MMA und
Hcy vorzunehmen, besonders bei Risikogruppen, wie alteren Menschen,
Vegetarieren, Malabsorptionsgefahrdeten, idiopathisch neurodegenerativ oder
psychatrisch Erkrankten etc.. Hcy- und Methylierungsstatus sollten durch Vitamin-
Substitution und préventiv durch die Modifikation von Lifestylefaktoren, besonders
der Erndhrung und des Suchtverhaltens, positiv beeinflusst werden.
Behandlungsstudien kdénnen in Zukunft zeigen, auf welche Weise dies am besten
geschieht und ob mdglicherweise auch eine direkte Substitution von SAM sinnvoll

sein kann.
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