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1 Abstract — The enteric diagnosis of a-Synuklein aggregate diseases

Objective

Since differential diagnostic of synuclein aggregation diseases like Parkinson's disease remains a challenge,
further diagnostic tools are needed. According to Braak's hypothesis, Parkinson’s disease manifests itself early
inside the gut through aggregated a-synuclein, spreading to the central nervous system in a prionoid fashion.
We thus examined whether enteric biopsies might aid clinicians as biomarkers. We address the following main
questions: Which immunoreactive patterns are found inside the gastrointestinal tract? Which sections show the
highest density of a-synuclein aggregates? Does the distribution follow a gradient? Is there a difference in
prevalence between the submucosa and the muscular layer? Do immunoreactivity and disease duration

correlate? What is the diagnostical protocol of choice? And which size should a diagnostic biopsy have?

Methods

The author of this dissertation prepared, stained, and analyzed microscopically human tissue to answer the
above-mentioned questions. Autopsy tissue was acquired beforehand from the esophagus, stomach, duodenum,
jejunum, ileum, colon, appendix, and rectum. 20 patients with either Parkinson’s disease, Parkinson’s disease
dementia or Dementia with Lewy bodies were compared to 15 control subjects with a differential diagnosis.
Immunohistochemistry, the current gold standard for histopathological diagnostic of synuclein aggregation
diseases, was compared against a highly sensitive method for aggregate detection called Paraffin-Embedded
Tissue Blot. Using these methods, the antibodies pSer129 and 10D2 were tested with and without proteinase
pretreatment. Each section was then evaluated in ten high-power fields. For Paraffin-Embedded Tissue Blot,

an additional whole section analysis was performed.

Results

Several sparsely described immunoreactive patterns were found. Stomach and ileum in particular showed
elevated prevalence of aggregated a-synuclein while the appendix and rectum showed lowest. This indicates
a non-linear gradient. The submucosa showed more immunoreactivity than the muscular layer. No correlation
between reactivity and disease duration was seen. In most protocols, pSer129 reached highest overall reactivity.
A Paraffin-Embedded Tissue Blot protocol with pSer129 and whole-slide evaluation on stomach sections

scored 68.8 % sensitivity and 100 % specificity. No minimal size for biopsy could be determined.

Conclusion

This case-control study contributes to the pathophysiological understanding of synuclein aggregation diseases
as well as to their clinical differential diagnosis. Accumulation of a-synuclein inside the stomach and ileum
supports the hypothesis that Parkinson's disease may spread in a prionoid fashion starting in the gut. Our
findings strongly discourage minimally invasive biopsies as potential diagnostic tools, thus shifting the focus
to surgical gut resections as promising objects of investigation. Paraffin-Embedded Tissue Blot in whole-slide
evaluation with pSer129 antibody proved to be the method of choice, which provides a biomarker with
reasonable sensitivity and excellent specificity. The stomach and ileum seem to be a particularly suitable

targets for this purpose. Now, prospective clinical studies are needed to validate these findings in patients.



2 Zusammenfassung

Fragestellung

Da die Differentialdiagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten bis heute herausfordernd ist, sind
weitere Diagnostika notwendig. Der Braak-Hypothese zufolge wird Morbus Parkinson als prominenter
Vertreter dieser Krankheiten ausgeldst durch aggregiertes a-Synuklein im Magen-Darm-Trakt und breitet sich
prionoid bis in das zentrale Nervensystem aus. Die vorliegende Arbeit untersucht daher, ob sich Darmbiopsate
zur Diagnostik eignen. Die Fragestellungen umfassen: Welche Farbemuster finden sich im Magen-Darm-
Trakt? Welche Abschnitte zeigen die hochste a-Synuklein-Pravalenz? Folgt das Verteilungsmuster einem
Gradienten? Findet sich ein Unterschied zwischen Submukosa und Muskularis? Korreliert das Ausmal} der
Immunreaktivitiat mit der Erkrankungsdauer? Welches ist das diagnostische Verfahren der Wahl? Und wie grof3

sollte eine diagnostische Biopsie sein?
Methoden

Der Doktorand war damit betraut, die Proben zu farben und mikroskopisch anhand eigens erstellter Protokolle
auszuwerten. Zur Verfiigung standen Proben aus Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon,
Appendix und Rektum. Diese wurden zuvor in Autopsien aus 20 Patienten mit Morbus Parkinson, Parkinson-
Demenz und Demenz mit Lewy-Korperchen sowie 15 differentialdiagnostischen Kontrollfillen gewonnen.
Die Immunhistochemie wurde verglichen mit dem Paraffin-Embedded Tissue Blot, einer hochsensitiven
Methode zur Detektion von a-Synuklein-Aggregaten. Die Antikorper pSer129 und 10D2 wurden in
Protokollen mit unterschiedlicher Proteinase-Vorbehandlung getestet. Zur Auswertung wurde ein Score
anhand der Immunreaktivitét in je zehn mikroskopischen Gesichtsfeldern erfasst. Die mit Paraffin-Embedded

Tissue Blot gefarbten Praparate wurden auch in toto ausgewertet.
Ergebnisse

Es fanden sich diverse bisher sparlich beschriebene Farbemuster. Eine erhohte Dichte an aggregiertem -
Synuklein fand sich im Magen und Ileum, kaum in der Appendix und dem Rektum. In der Submukosa ergab
sich eine hohere Dichte immunreaktiver Strukturen als in der Muskularis. Zwischen Immunreaktivitit und
Krankheitsdauer, Alter sowie Demenz lieBen sich keine statistisch signifikanten Korrelationen finden. pSer129
zeigte in allen Protokollen die hochste Dichte an Immunreaktivitét. Ein Protokoll mittels Paraffin-Embedded

Tissue Blot und Antikorper 10D2 im Magen erreichte 68,8 % Sensitivitét bei 100 % Spezifitt.
Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie liefert somit Beitrdge zur Differentialdiagnostik sowie auch Pathophysiologie der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten. Der Paraffin-Embedded Tissue Blot war der Immunhistochemie in
Sensitivitdit und besonders Sperzifitit liberlegen. Neben der Glandula submandibularis, die bereits ein
vielversprechendes Ziel darstellt, liefert unser Protokoll die weitere Option, Resektate des Magen-Darm-
Traktes diagnostisch zu nutzen. Magen und Ileum scheinen hierfiir besonders geeignet. Wir empfehlen nun

eine prospektiv-klinische Studie, um die Ergebnisse dieser Pilotstudie zu validieren.



3 Abkiirzungsverzeichnis

aSyn
AD
ALS
CBD
DLB
ENS
GIT
H.-E.
HPF
LB
LE
LN
M.
mk
MSA
N.
Ncl.
p-aSyn
PET Blot
PD
PDD
pk
PK
Prpse
Prion
PSP
vPD
ZNS

a-Synuklein

Alzheimer’s Disease (Morbus Alzheimer)

Amyotrophe Lateralsklerose

Corticobasal degeneration (Kortikobasale Degeneration)
Dementia with Lewy bodies (Demenz mit Lewy-Kdrperchen)
Enterisches Nervensystem

Gastrointestinaltrakt

Héamatoxylin-Eosin(-Farbung)

High Power Field (hier: Gesichtsfeld in 200-facher VergréB3erung)
Lewy body (Lewy-Korperchen)

Lymphatische Enzephalopathie

Lewy-Neurit

Morbus (Krankheit)

monoklonaler Antikorper

Multisystematrophie

Nervus (Nerv)

Nucleus (Kern)

(Antikorper gegen) phosphoryliertes a-Synuklein
Paraffin-Embedded Tissue Blot

Parkinson’s Disease (Morbus Parkinson)

Parkinson’s Disease with Dementia (Parkinson-Demenz)
polyklonaler Antikorper

Proteinase K

Prion-Protein Scrapie

Proteinaceous infectious particle

Progressive Supernuclear Palsy (Supranukledre Blickparese)
vaskuléres Parkinsonoid

Zentrales Nervensystem
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4  Einleitung

4.1 Neurodegenerative Krankheiten

»Neurodegenerativ* sind Krankheiten, wenn sie mit dem Funktionsverlust spezifischer Neuronenpopulationen
einhergehen. Eine selektive Vulnerabilitidt fithrt zu typischen pathologischen Mustern innerhalb des
Nervensystems (PRZEDBORSKI et al., 2003). Entsprechend der spezifischen Symptome ldsst sich somit die
Unterscheidung in verschiedene Krankheiten, wie z. B. die Frontotemporale Demenz oder die Kortikobasale
Degeneration, vornehmen (DICKSON, WELLER, 2011). Eine Form der neurodegenerativen Krankheiten sind
die Protein-Aggregationskrankheiten, welche durch Konformationsédnderung (Aggregation) charakteristischer
Proteine verursacht werden. So ist z. B. das Scrapie-Prionprotein (PrP%) typisch fiir bestimmte
Prionenerkrankungen, wohingegen das tau-Protein eine Rolle in der Pathogenese vielfiltiger
neurodegenerativer Krankheiten zu spielen scheint (TAYLOR et al., 2002). Durch diese Proteine kommt es
zundchst zum Funktionsverlust (der Neurodegeneration sensu stricto) und schlieflich zum Zelltod (der
Apoptose) der Nervenzellen.

Es finden sich zahlreiche Uberschneidungen zwischen neurodegenerativen Krankheiten, weshalb immer
haufiger von einem Kontinuum (ARMSTRONG, 2012) ausgegangen wird. Eindriicklich zeigt sich dies bei
einer Subgruppe der Protein-Aggregationskrankheiten: So lassen sich bei den o-Synuklein-
Aggregationskrankheiten (auch ,,Lewy-Korperchen-Krankheiten oder ,,Synukleinopathien) klinisch wie
auch neuropathologisch Uberschneidungen zwischen dem Morbus Parkinson (Parkinson’s Disease, PD), der
Parkinson-Demenz (Parkinson’s Disease with Dementia, PDD) und der Demenz mit Lewy-Korperchen
(Dementia with Lewy Bodies, DLB) feststellen (JELLINGER, KORCZYN, 2018; MCKEITH et al., 2005).
Andere Krankheiten lassen sich trotz klinischer Ahnlichkeit neuropathologisch gut unterscheiden: Sie werden
daher als ,,Parkinson-Plus-Syndrome* (auch ,,atypische Parkinson-Syndrome‘‘) zusammengefasst, so z. B. die
Progressive Supranukledre Blickparese und die Kortikobasale Degeneration (LEVIN et al., 2016). Die
Multisystematrophie nimmt eine Sonderstellung ein, da sie mit extraneuronalen (astrozytéren) a-Synuklein-
Aggregaten einhergeht und sei im Rahmen dieser Arbeit klinisch-pragmatisch zu den Parkinson-Plus-
Syndromen gezihlt. Diverse Studien haben eine Progredienz von Inzidenteller Lewy-Korperchen-Krankheit
und der REM-Schlaf-Verhaltensstorung zu klinisch schwerwiegenderen neurodegenerativen Erkrankungen
wie PD feststellen konnen, weshalb diese Dbeiden Syndrome auch als prodromale
»Vorboten* neurodegenerativer Krankheiten bezeichnet werden (BARONE, HENCHCLIFFE, 2018;
DICKSON et al., 2008; FRIGERIO et al., 2011; POSTUMA et al., 2015b).

In der vorliegenden Arbeit sollen die neuronalen a-Synuklein-Aggregationskrankheiten — genauer PD,
PDD und DLB - als klinisch-neuropathologisch definiertes Spektrum verstanden werden (DODEL et al., 2023;
JELLINGER, KORCZYN, 2018; MCKEITH et al., 2005). Dementsprechend wurden PD-, PDD- und DLB-
Féille in unsere Diagnosegruppe eingeschlossen und neuropathologisch klar abgrenzbaren
Differenzialdiagnosen gegeniibergestellt. Im Folgenden wird, sofern nicht anders angegeben, insbesondere auf
PD eingegangen, um eine Einfiihrung in das Gebiet der neurodegenerativen Krankheiten im Allgemeinen und

der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten im Speziellen zu vermitteln.
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4.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Bei PD handelt es sich um die zweithdufigste neurodegenerative Krankheit nach Morbus Alzheimer. Immerhin
weist sie in den Industrienationen eine im Alter zunehmende Prévalenz von hin zu 3 % in der Altersgruppe
iiber 80 auf und geht mit einer altersabhidngigen Inzidenzrate von 8-18 pro 100.000 Personenjahren einher
(LEE, GILBERT, 2016). Ménner sind statistisch héufiger betroffen als Frauen (ASCHERIO,
SCHWARZSCHILD, 2016) — wenngleich dieser Effekt je nach Ethnie unterschiedlich ausgeprigt und
scheinbar riickldufig ist (ZIRRA et al., 2023). Patienten sind zu Krankheitsbeginn durchschnittlich 60 Jahre alt
und erwarten einen Krankheits-verlauf von etwa 15 Jahren mit jedoch erheblichen interindividuellen
Unterschieden (LEE, GILBERT, 2016). Die Lebenserwartung vermindert sich um durchschnittlich 4-11 Jahre
(ISHIHARA et al., 2007), wobei Pneumonie einer der bedeutendsten Faktoren hinsichtlich der Mortalitét ist
(LEES et al., 2009). Fiir Privatpersonen wie auch fiir die Gesellschaft insgesamt entsteht somit eine relevante
Krankheitslast.

Diese spiegelt sich einerseits in gesamtgesellschaftlichen Kosten, andererseits auch in erniedrigter
Lebensqualitdt wider. So werden ca. 29 % der Betroffenen durch die Krankheit zur Aufgabe ihrer Arbeit
gezwungen (WINTER et al., 2010). Dies fiihrt nicht nur zur erheblichen psychosozialen Belastung, sondern
verursacht auch 20.095 € pro Patienten und Jahr an direkten und indirekten Kosten (WINTER et al., 2010).
Somit ist PD vergleichbar mit anderen Krankheiten, welche langfristiger (Nach-)Behandlung bediirfen, wie
z. B. Herzinsuffizienz, Diabetes oder Schlaganfall (CHAUDHURI et al., 2006a). Beziiglich Lebensqualitit,
Hospitalisierungsrate und dkonomischer Faktoren stellen die nicht-motorischen Symptome, zu denen unter
anderem Demenz, Dysphagie und Obstipation zéhlen, den bedeutendsten Faktor dar (CHAUDHURI et al.,
2006a). Entsprechend diesen Belastungen wurde PD auch als unabhingiger Risikofaktor fiir einen Suizid
identifiziert; Betroffene sehen sich teils gezwungen, auf Programme zur Sterbehilfe zuriickzugreifen (CHEN
et al., 2021; NUEBLING et al., 2021). Nicht zuletzt findet sich auch eine negative Auswirkung auf die
Lebensqualitit der Angehorigen, die ihre erkrankten Partner oder Verwandten hidufig ohne spezifische
Fachkenntnisse pflegen (MARTINEZ-MARTIN et al., 2007).

Obwohl die kausale Wirkung unklar ist, wurde eine Vielzahl risikomodifizierender Elemente identifiziert.
So fanden sich als Risikofaktoren fiir die Entwicklung von PD der Konsum von Molkereiprodukten, Pestizide,
Herbizide, Metalle, Methamphetamin, Melanome, traumatische Hirnschiddigung, Alkoholabusus und
postmenopausale Ostrogeneinnahme. Als protektiv angenommen werden hingegen Tabak, Coffein,
Epigallokatechingallat aus Griintee-Extrakt, Harnsdure, physische Aktivitat, nichtsteroidale Antirheumatika,
Kalziumkanalblocker und Statine (ASCHERIO, SCHWARZSCHILD, 2016).

Zusammenfassend stellt PD eine mit steigendem Alter zunehmend relevante Krankheit dar, die fiir
Hausirzte und Neurologen nicht zuletzt aufgrund des demographischen Wandels zunehmend an Bedeutung
gewinnen wird. Es handelt sich um eine hdufige und volkswirtschaftlich relevante neurodegenerative
Erkrankung, welche die Lebenserwartung verringert und die Lebensqualitit der Betroffenen wie auch ihrer
Angehorigen im Verlauf zunehmend einschrénkt. Eine Fiille risikomodifizierender Umweltfaktoren wurde in

den letzten Jahren identifiziert, was auf therapeutische und schlieBlich priaventive Erfolge hoffen lésst.
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4.3 Definition der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten

Whether Parkinson s Disease is one disease or several

depends upon how one defines a disease. (CALNE, MIZUNO, 2004)

4.3.1 Klinik

Abbildung 1: Zeichnungen stereotyper Patienten mit Parkinson-Syndrom. Eine pathognomonische
Flexionshaltung (linke zwei) steht im Kontrast zur ,,atypischen* Variante in extendierter Haltung (rechte zwei)
(CHARCOT, 1888).

Im Folgenden wird zundchst auf den M. Parkinson als wohl prominentesten Vertreter der a-Synuklein-
Aggregationskrankheiten eingegangen, bevor weitere Entitdten dieser Gruppe diskutiert werden. Die ersten
Erwédhnungen parkinsonoider Symptome finden sich bereits ca. 2500 v. Chr. in der arjuvedischen Literatur
(MANYAM, 1990) sowie in diversen westlichen Werken vor 1817 (CALNE et al., 1989; STERN, 1989).
Nichtsdestotrotz wird die Synthese vom Symptom zum Syndrom und letztlich die Erstbeschreibung des
zundchst noch rein klinisch definierten ,,Morbus Parkinson“ (je nach Nomenklatur teils synonym
»idiopathischer, ,sporadischer oder ,klassischer”; auch ,Parkinson-Krankheit“) James Parkinson
zugeschrieben. Dieser formulierte anschaulich die Symptome der zunichst als ,,Shaking

Palsy* (Schiittellihmung) bezeichneten Krankheit (siehe auch Abbildung 1):

Involuntary tremulous motion, with lessened muscular power, in parts not in action and
even when supported; with a propensity to bend the trunk forwards, and to pass from a

walking to a running pace [...]. (PARKINSON, 1817, Reprint 2002)

In dieser Beschreibung finden sich neben Weiteren auch zwei oftmals als (Kardinal-)Symptome zitierte
klinische Phdnomene: Der charakteristische Tremor sowie eine (meist erst im Verlauf hinzutretende) posturale
Instabilitdt. James Parkinsons Diagnosekriterien wurden in den folgenden iiber 200 Jahren vielfach erginzt
(Review sieche MARSILI et al., 2018). Zunédchst geschah dies durch Charcot, der sic um die Symptome
,,Bradykinese“ und ,,Rigor” erweiterte und der Krankheit den Namen Parkinsons verliech (CHARCOT und
VULPIAN, 1862, zitiert nach ENGELHARDT, 2017). Entsprechend der aktuellen S2k-Leitlinie
(HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023) soll demnach auch im Folgenden vom , Morbus

Parkinson“ gesprochen werden. Dies entspricht der Rede vom ,,idiopathischen Morbus Parkinson“ der
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vorangegangenen Leitlinie (DEUSCHL et al., 2016), ohne jedoch atiologische Annahmen iiber das klinisch-
neurologisch definierte Krankheitsbild zu treffen. Aus Charcots Beschreibung entwickelten sich die
Kardinalsympome, welche das zur Diagnose der Krankheit notwendige ,,Parkinson-Syndrom* definieren
(GIBB, LEES, 1988; HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023; MOVEMENT DISORDER SOCIETY TASK
FORCE ON RATING SCALES FOR PARKINSON'S, 2003): (I) Bradykinese (teils synonym auch
»Akinese* oder ,,Hypokinese®, siche SCHILDER et al. 2017) in Verbindung mit entweder (II) Rigor, hiufig
mit charakteristischem ,,Zahnradphdnomen®, (III) niederfrequentem ,,Pillendreher*“-Ruhetremor, oder beidem.
Teils wird auch (IV) eine im Verlauf auftretende posturale Instabilitit zu diesen Kardinalsymptomen gezahlt
(SHAHED, JANKOVIC, 2007). Diese ,,klassischen motorischen Symptome* priasentieren sich typischerweise
asymmetrisch und sprechen initial gut auf eine Behandlung mit Levodopa an (GELB et al., 1999). Daneben
gibt es fakultative motorische Symptome, die sich teils von den Kardinalsymptomen ableiten, teils eigene
Entitdten darstellen (Review siehe SHAHED und JANKOVIC, 2007). Nach Einbeziehung von ,,red flags* und
supportiven Symptomen kann so schlieBlich die endgiiltige Diagnose eines ,,Morbus Parkinson gestellt
werden (GIBB, LEES, 1988; HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023).

Klinisch kann anhand der Hoehn-und-Yahr-Skala ein Staging vorgenommen werden, welches mit
Bildgebung, Beeintrichtigungsgrad und Lebensqualitit korreliert (GOETZ et al., 2004). Es erfasst in seiner
urspriinglichen Form die klinische Entwicklung des PD in fiinf Stadien anhand der Dimensionen ,,unilaterale
versus Dbilaterale Symptomatik®, ,axiale Symptome und Gangschwierigkeiten und ,funktionelle
Einschrankungen® (HOEHN, YAHR, 1967). Die Hoehn-Yahr-Skala findet sich auch im Anhang der — in den
1980er Jahren konzipierten und 2008 durch die Movement Disorder Society (MDS) revidierten — ,,Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale” (MDS-UPDRS), welche den longitudinalen Krankheitsverlauf klinisch
erfasst. Hierbei handelt es sich um eine Skala hoher Reliabilitit, welche 42 Items entlang von vier (I-IV)
Dimensionen bewertet: (I) nicht-motorische Symptome, (II) motorische Aspekte des tdglichen Lebens
(Activities of daily living), (III) eine standardisierte motorische Untersuchung und (IV) motorische
Komplikationen, z. B. Off-Zustinde oder Dyskinesien (GOETZ et al., 2008; MOVEMENT DISORDER
SOCIETY TASK FORCE ON RATING SCALES FOR PARKINSON'S, 2003). Nach aktueller S2k-Leitlinie
formen diese Kriterien in ihrer Fassung von 2015 den Goldstandard klinischer Diagnostik und sollen im
klinischen Alltag die UK-Brain-Bank-Kriterien abldsen (HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023;
POSTUMA et al., 2015a). Anhand des UPDRS inklusive Hoehn-Yahr-Staging ist somit eine Einschétzung des
klinischen Schweregrades und Verlaufs bei Patienten mit PD moglich. Insbesondere Teil III der UPDRS-Skala
hat hierzu im klinischen Alltag weite Verbreitung gefunden.

Ahnlich wie das vorwiegend durch die motorischen Kardinalsymptome definierte Parkinson-Syndrom ist
auch das Phanomen der nicht-motorischen Symptome seit langem bekannt. So bringt die arjuvedische Literatur
schon parkinsonoide Symptomatik mit cittanasa und buddi pramaha (Demenz und Verwirrung) in Verbindung
(GOLDMAN, GOETZ, 2007, MANYAM, 1990). James Parkinson stellte weiterhin Beobachtungen zu
Verstopfung, stockender Sprache sowie Beschwerden mit Speichel und Schluckakt an (HURWITZ, 2017;
PARKINSON, 1817). Mogliche Assoziationen mit dem Darm-Mikrobiom (FITZGERALD et al., 2019) und
der ,,Darm-Hirn-Achse“ (KLINGELHOEFER, REICHMANN, 2015) sowie das EinflieBen der nicht-
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motorischen Symptome in neuere Diagnostiksysteme (HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023; POSTUMA
et al., 2015a) zeigen heute deren zunehmende Bedeutung in der Forschung und dem klinischem Alltag. Dieses
neugefundene Interesse ldsst sich dadurch begriinden, dass nicht-motorische Symptome der klinischen
Diagnose im Mittel 10,2 Jahre vorausgehen und 98,8 % aller Parkinson-Patienten betreffen (GAENSLEN et
al., 2011). Zu ihnen zéhlen neuropsychiatrische, autonome, gastrointestinale, sensorische, schlafbezogene und
weitere Probleme (CHAUDHURI et al., 2005). Insbesondere Hyposmie, Verstopfung, Depression und REM-
Schlaf-Verhaltensstorung sind auch als relevante Risikofaktoren zur Entwicklung eines PD bekannt
(MAHLKNECHT et al., 2015). Fiir Patienten ergibt sich hieraus ein iiberaus langer Krankheitsverlauf (mit
zundchst als unspezifisch wahrgenommenen Symptomen), welcher Jahre bis Jahrzehnte vor der klinischen
Diagnose beginnt (siche Abbildung 2). Diese Phase wird auch als ,,prodromaler PD* (,,Pre-motor PD*)
bezeichnet (MAHLKNECHT et al., 2015). Der klinisch definierten Prodromalphase kann wiederum eine rein
neuropathologisch definierte, praklinische Latenzphase vorangestellt werden: Einige Autoren diskutieren, ob
schon zwischen dem 25. Bis 35. Lebensjahr klinisch unbemerkt die ersten Verdnderungen des zentralen
Nervensystems im Sinne eines Incidental Lewy Body Disease auftreten (GIBB, LEES, 1988; SANDMANN-
KEIL, BRAAK, 2005; VINGERHOETS et al., 1994). Die priklinische Phase und Prodromalphase sind
Gegenstand aktueller Forschung hinsichtlich potentieller Frithdiagnostik und verlaufsmodifizierender

Therapien (MAHLKNECHT et al., 2015).
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Abbildung 2: Prodromaler (primotorischer) und klinischer Verlauf (KALIA, LANG, 2015). Die nicht-
motorischen Symptome treten Jahrzehnte vor den klassischen Motorsymptomen auf und nehmen in Qualitit
und Quantitdt kontinuierlich zu.

Zu den haufigsten Symptomen des prodromalen PD zihlen die gastrointestinalen, weshalb diese im Folgenden
exemplarisch dargestellt werden. Unter PD-Patienten betréigt die Pravalenz allein fiir Obstipation bis zu 80 %
(CHAUDHURI et al., 2006b; MARTINEZ-MARTIN et al., 2007; RODRIGUEZ-VIOLANTE et al., 2010;
WANG et al., 1993) bei jedoch hoher Dunkelziffer je nach Datenerhebung (KAYE et al., 2006; KNUDSEN et
al., 2017). Die Odds Ratio, ausgehend von Obstipation PD zu entwickeln, lag gegeniiber Kontrollen bei 2,48
(SAVICA et al., 2009), wobei das relative Risiko, an PD zu erkranken, in einer prospektiven Studie invers mit
der Frequenz der Stuhlginge korrelierte (ABBOTT et al., 2001). Der definitiven Diagnose geht Obstipation
im Durchschnitt 18 Jahre voraus (GAIG, TOLOSA, 2009). Aufgrund der hohen Privalenz, der Korrelation mit
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spéterer Parkinson-Diagnose und des auBergewdhnlich langen prodromalen Verlaufs verdienen die
gastrointestinalen Symptome somit unter den nicht-motorischen Symptomen besondere Beachtung.

Der hier exemplarisch fiir die a-Synuklein-Aggregationskrankheiten dargestellte PD ist wie dargestellt
durch spezifische Diagnose- und Staging-Kriterien und unter Beachtung motorischer und nicht-motorischer
Symptome gut definiert. Die klinisch-neuropathologisch definierte Krankheit muss jedoch abgegrenzt werden
vom rein klinisch verstandenen ,,Parkinson-Syndrom‘ oder ,,Parkinsonismus* (DEUSCHL et al., 2016). Das
Syndrom fasst Symptome zusammen, die nicht nur fiir den idiopathischen Morbus Parkinson typisch sind,
sondern auch fiir ,,familidre” (hereditire), ,,Parkinson-Plus-““ (atypische) und ,,sekundére* (symptomatische)
Varianten (MCFARLAND, 2016). Die Feststellung eines Parkinson-Syndroms stellt somit die Basis weiterer
Differenzialdiagnostik dar (POSTUMA et al., 2015a). Diese miindet schlieBlich in konkreten
Therapiekonsequenzen, z. B. welche pharmakologische Therapie primér indiziert ist und ob neurochirurgische
Verfahren wie die Tiefe Hirnstimulation in Betracht kommen (MCFARLAND, 2016).

Zu den a-Synuklein-Aggregationskrankheiten z&hlen auch DLB und PDD (SEZGIN et al., 2019) sowie
im weiteren Sinne die Incidental Lewy Body Disease (FORNO, 1969), welche moglicherweise prasyndromale
Bedeutung hat (DELLEDONNE et al., 2008; DICKSON et al., 2008). DLB unterscheidet sich vom PD durch
das zentrale Merkmal eines progredienten demenziellen Syndroms und ist durch die folgenden drei
Kernmerkmale charakterisiert: (I) delir-dhnliche kognitive Fluktuationen, (II) ,,szenische® visuelle
Halluzinationen und (III) Parkinsonismus. Im Vergleich mit der PDD {iiberwiegen die klinischen
Gemeinsamkeiten etwaige Unterschiede — die klinische Unterscheidung erfolgt anhand des Verlaufs: eine DLB
wird diagnostiziert, wenn die dementielle Entwicklung dem Parkinson-Syndrom vorangeht oder innerhalb des
ersten Jahres nach klinischer Diagnose auftritt (Einjahresregel); die Diagnose einer PDD ist angezeigt, wo die
Demenz zu einem etablierten Parkinson-Syndrom hinzutritt, frithestens aber ab dem zweiten Jahr des
klinischen Verlaufs (DODEL et al., 2023; MCKEITH et al., 2017; MCKEITH et al., 2005).

Wie die vorangehend beschriebenen nosologischen Schwierigkeiten erahnen lassen, stellt auch die
Differentialdiagnostik zwischen a-Synuklein-Aggregationskrankheiten wie PD einerseits und Parkinson-Plus-
Syndromen andererseits im klinischen Alltag eine Herausforderung dar. Anekdotisch sei hierfiir auf James
Parkinson verwiesen, der in seiner Arbeit zur ,,Paralysis agitans* mindestens drei seiner sechs Patienten nach
heutigem Versténdnis falsch-positiv als PD-Erkrankte fehldiagnostiziert hiatte (WEINER, 2008). Und auch in
der Gegenwart stehen Kliniker Schwierigkeiten gegentiber: In einer Metastudie wurden 11 Studien einbezogen,
welche die Genauigkeit der klinischen Diagnose mit dem neuropathologischen Goldstandard post-mortem
verglichen. Im Ergebnis wurde die gepoolte Genauigkeit der klinischen Diagnose mit 80,6 % angegeben. Der
positiv pradiktive Wert einer frithen Diagnostik lag mit 53 % bei < 5 Jahren Erkrankungsdauer knapp {iber
Miinzwurf-Niveau und sank auf 26 % bei < 3 Jahren (RIZZO et al.). Der positiv pradiktive Wert nimmt erst
zum Zeitpunkt der endgiiltigen Diagnosestellung Werte zwischen 75 % und 99 % an, jedoch mit erheblichen
Unterschieden je nach Expertise (POSTUMA, BERG, 2017). Eine genauere Diagnostik, unterstiitzt durch
Biomarker, ist somit dringend anzustreben, um die Frith- und Differentialdiagnostik der a-Synuklein-

Aggregationskrankheiten im Allgemeinen und des PD im speziellen zu verbessern.
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Zusammenfassend handelt es sich bei PD als Hauptvertreter der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten um ein
seit langem bekanntes und in den letzten Jahrzehnten durch motorische und non-motorische klinische Kriterien
zunehmend besser definiertes Krankheitsbild. Die Kardinalsymptome sowie eine Vielzahl motorischer und
nicht-motorischer Symptome ergeben ein individuelles Krankheitsbild, welches einen progredienten Verlauf
von préklinischer iiber Prodromal- bis Endphase der Erkrankung vollzieht. Insbesondere die Prodromalphase
gewinnt aufgrund héiufiger und beeintriachtigender Symptome zunehmende Aufmerksamkeit. Zum Staging
stehen mit der Skala nach Hoehn und Yahr sowie der UPDRS klinisch etablierte und reliable Werkzeuge zur
Verfiigung. Angesichts differentialdiagnostischer Schwierigkeiten gewinnen die non-motorischen Symptome
zunehmende Aufmerksamkeit und konnen folglich ein Schritt auf dem Pfad zur Fritherkennung und Prévention
vor Einsetzen der klassisch-motorischen Symptomatik sein. Dass eine solche konzeptionell moglich und fiir
Proben des Gastrointestinaltraktes sinnvoll ist, soll im Folgenden anhand der pathophysiologischen

Grundlagen der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten erklért werden.
4.3.2 Zentrale Histopathologie

Fast 100 Jahre nach der klinischen Charakterisierung des PD durch James Parkinson beschrieb Friedrich H.
Lewy die heute als ,,Lewy-Korperchen™ (Lewy bodies, LB) bekannten Einschlusskorper (siehe Abbildung 5)
sowie eine Zelldegeneration der Neurone des dorsalen Vaguskerns (HOLDORFF, 2002; LEWY, 1912). Nur
wenige Jahre spéter konnte auch die bis heute neuropathologisch wegweisende degenerative Verdnderung und
Depigmentierung der Substantia nigra pars compacta (siche Abbildung 4) durch Tretiakoff erarbeitet werden
(TRETIAKOFF, 1919 zitiert nach LEES et al., 2008). Die derzeit vorherrschende Auffassung ist, dass sich das
klinische Parkinsonsyndrom entwickelt, sobald mindestens 60 % der dopaminergen Neurone der Substantia
nigra untergegangen sind (FEARNLEY, LEES, 1991). Ob die charakteristische Lewy-Pathologie an diesem
Prozess pathophysiologisch beteiligt ist und ob sie protektiv oder schéadlich wirkt (vgl. Abbildung 3), wird
anhaltend kontrovers diskutiert (AU, CALNE, 2005; SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Die
neuropathologischen Hauptmerkmale des PD umfassen somit nach derzeitigem Kenntnisstand: (I) die
makroskopische Abblassung, (II) den mikroskopisch prominenten Zellverlust und (III) die charakteristische
Lewy-Pathologie innerhalb der Substantia nigra pars compacta (HALLIDAY, MURPHY, 2010). Diese drei
Kriterien sollen im Folgenden ndher betrachtet werden.

Das erste neuropathologische Merkmal, die Depigmentierung bis hin zum voélligen Pigmentverlust, fallt
bereits bei makroskopischer Betrachtung auf (sieche Abbildung 4). Diese prominente Abblassung findet
vorwiegend in der Substantia nigra pars compacta, teils jedoch auch im darunter gelegenen Locus caeruleus
auf (TOLNAY, PAULUS, 2012). Es handelt sich um ein charakteristisches Zeichen vieler mit Parkinsonismus
einhergehender Krankheiten und tritt in verschiedenen Krankheiten des nigrostriatalen Systems auf (LEES et
al., 2008). Makroskopisch finden sich — im Gegensatz zu vielen anderen neurodegenerativen Krankheiten — an
den Gehirnen der PD-Patienten weder in der Bildgebung noch in der Begutachtung post-mortem regelméafig
Atrophien oder Volumenminderungen (DICKSON et al., 2009), weshalb eine Schnittbildgebung in der
klinischen Praxis eher als Ausschlussdiagnostik zu empfehlen ist (HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023).
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Abbildung 3: Pathophysiologie des Morbus Parkinson. Wihrend der neurodegenerative Funktionsverlust
der Synapse gut charakterisiert ist, ist die pathophysiologische Rolle der Lewy-Pathologie bisher nicht
abschlieffend geklart. Grafik adaptiert nach SCHULZ-SCHAEFFER, 2015.

Mikroskopisch geht die Depigmentierung mit dem zweiten neuropathologischen Merkmal des PD einher: der
Degeneration und Destruktion der pigmentierten Neurone. Dies fiihrt im Verlauf der Krankheit zu einem
Verlust von ca. 80 % der Neurone der Substantia nigra pars compacta, im ventrolateralen Teil bis zu 90 %
(HALLIDAY, MURPHY, 2010). Der Zellverlust kann mikroskopisch entweder direkt oder aber indirekt iiber
eine astrozytire Gliose und extrazellulires Neuromelanin (,,Pigmentinkontinenz*) festgestellt werden
(DICKSON et al., 2009; TOLNAY, PAULUS, 2012). Der Beginn dieser Neurodegeneration lisst sich in Féllen
von PD, PDD und DLB gleichermaBlen lange vor Absterben der Neurone als Verlust prisynaptischer
Endigungen und dendritischer Spines visualisieren (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007; SCHULZ-
SCHAEFFER, 2010).
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Abbildung 4: Pigmentverlust der Substantia nigra. Im Vergleich mesenzephaler Transversalschnitte auf
Hohe der Substantia nigra eines Kontrollfalls (links) sowie eines Patienten mit PD (rechts) fallt eine bereits
makroskopisch sichtbare Abblassung durch den Verlust der pigmenthaltigen Zellen auf. Die Bilder wurden
durch Herrn Prof. Dr. med. Walter J. Schulz-Schaeffer erstellt und diirfen mit freundlicher Genehmigung hier
dargestellt werden.

SchlieBlich sind auch intraneuronale Protein-Ablagerungen, die unter dem Begriff ,Lewy-
Pathologie™ (Review siche auch WAKABAYASHI et al., 2013) subsummiert werden ein Hauptmerkmal
(CHARTIER, DUYCKAERTS, 2018). Die prominentesten Vertreter, die sogenannten ,Lewy-
Korperchen® und ihre Vorldufer, die ,,Pale Bodies* entstehen dabei im Soma der Nervenzelle und lassen sich
schon mittels konventioneller Firbemethoden wie Héamatoxylin-Eosin-(H.-E.-)Féarbung nachweisen
(DICKSON et al., 2009). Die bis zu 25 pm groflen LB présentieren sich in H.-E.-Férbung typischerweise
rundlich, homogen und eosinophil mit hellem Randsaum (sieche Abbildung 5 A) (GREENFIELD,
BOSANQUET, 1953), nehmen je nach Hirnregion aber auch bizarre Formen an (siche Abbildung 5 links)
(FORNO, 1996; LEWY, 1912). Sie konnen auBerdem entsprechend ihrer Lokalisation weiter unterteilt werden
in hyaline ,,klassische LB* in den Nuclei des Hirnstammes und die weniger kompakten ,,kortikalen LB*. Der
Unterschied zwischen diesen LB-Varianten liegt morphologisch darin, dass die die kortikalen LB weniger
scharf von ihrer Umgebung abgegrenzt sind und keinen aufgehellten Hof besitzen, welcher die klassischen LB
ausmacht. Auflerdem finden sich die kortikalen Lewy-Kd&rperchen nach manchen Autoren 6fter in DLB und
PDD, ohne jedoch pathognomonisch fiir diese Krankheiten zu sein (DICKSON et al., 2009). Auch sind die
verschiedenen Arten von LB keinesfalls auf das Gehirn beschrinkt, sondern sind in verschiedenen Geweben
des peripheren Nervensystems beschrieben worden (MA et al., 2019b). Ultrastrukturell bestehen LB neben
Neurofilamenten auch aus Lipid-Membranen, Zytoskelett-Elementen, dysmorphen Zellorganellen und
Vesikeln, die im Saum und Zentrum der LB unterschiedlich angeordnet sind (SHAHMORADIAN et al., 2019).
Mittels immunhistochemischer Techniken lassen sich weitere Subkategorien der Lewy-Pathologie
differenzieren (s. Abbildung 5 B, C, D): Im Soma der Nervenzellen finden sich dann diffuse, granulédre oder
pleomorphe Strukturen, im Axon sicht man neben den ,,Lewy-Neuriten (LN) auch neuritische LB sowie

punktformige und sphéroide Ablagerungen (DICKSON et al., 2009; SAITO et al., 2003).
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Abbildung 5: Lewy-Pathologie. Die Pathologie findet sich in verschiedenen Organen, meist in seinen
typischen Formen als Einschlusskorperchen, Neurit oder punktférmig. Links: Mann- (Nr. 1-6, 8) bzw.
Mallory-Farbung (Nr. 7, 9-10) nach F. H. Lewy. Man beachte den charakteristischen Aufbau in Kern und
Randsaum in Nr. 3 (LEWY, 1912, reproduziert nach HOLDORFF et al., 2013). Rechts (A-D): VergroBerung
400-fach (A, B und D) bzw. 200-fach (C). Farbung mittels Himatoxylin-Eosin (A) bzw. Immunhistochemie
mit Antikorper 10D2, konjugiert mit braunem Farbstoff (B und C), respektive Antikdrper 4B12, konjugiert mit
rotem Farbstoff (D), jeweils mit Proteinase-K-Vorbehandlung. A und B: Lewy-Kd&rperchen in pigmentierten
Zellen der Substantia Nigra mit farblicher Darstellung des Randsaums und Zentrums (A aus Gewebe des Falles
PD11, B aus DLBS). C: Reichliche Lewy-Neuriten finden sich im Ammonshorn (CA2-Region; PD5). D: Die
Pale Bodies der Substantia nigra sind unscheinbar im Vergleich zur manifesten Lewy-Pathologie (PDS).

Zu bedenken bleibt, dass es fiir den ,,Goldstandard* Histopathologie nur wenige einheitliche Kriterien (GELB
et al., 1999) und Standardverfahren gibt, was im Diagnostikverfahren zur Variabilitit und folglich zu
mangelnder Objektivitat, Reliabilitdt und Validitat fiihren kann (DICKSON et al., 2009). Auch die postmortale
neuropathologische Diagnose sollte daher als probabilistische Aussage verstanden werden, welche in
Zusammenschau mit klinischen Daten getroffen wird (DICKSON et al., 2009). Das einzige neuropathologisch
validierte klinische Diagnostiksystem sind die ,,UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Diagnostic
Criteria“. Demensprechend wird dieses trotz der Entwicklung diverser neuerer Vorschlidge (GELB et al., 1999;
POSTUMA, BERG, 2017) nach deutscher S2k-Leitlinie auch weiterhin als Goldstandard zur
neuropathologischen Diagnostik des PD empfohlen (HOGLINGER, TRENKWALDER, 2023). Zur definitiven
Diagnose von a-Synuklein-Aggregationskrankheiten wie des PD ist demnach bis heute eine Zusammenschau
klinischer und (post-mortem) neuropathologischer Merkmale né&tig. Fragen hinsichtlich der

pathophysiologischen Bedeutung der charakteristischen Lewy-Kd&rperchen bleiben kontrovers.



-19 - Einleitung
4.3.3 Molekularpathologie

Die Hauptkomponente der Lewy-Pathologie bildet ein Protein namens a-Synuklein (aSyn), welches in seiner
aggregierten Form als treibende Kraft der Neurodegeneration diskutiert wird (POLYMEROPOULOS et al.,
1997; SPILLANTINI et al., 1997). Ahnlich wie auch bei anderen neurodegenerativen Proteinen wie
Amyloid-f und tau ist die physiologische Funktion des aSyn bisher nicht vollsténdig verstanden (Review siche
SULZER, EDWARDS, 2019). Aufgrund der schieren Menge seiner Interaktionspartner wurde jedoch
vorgeschlagen, aSyn primir als ,,Hub-Protein“ zu sehen, welches wie ein Knotenpunkt zur Integration
vielfdltiger prasynaptischer Prozesse dienen konnte (DELEERSNIJDER et al., 2013). In der Nervenzelle findet
es sich bevorzugt im Bereich der Prasynapse (IWAI et al., 1995), an der es auch erstmalig beschrieben wurde
(MAROTEAUX et al., 1988). Im restlichen Zellkorper hingegen findet sich aSyn trotz prominenter Lewy-
Pathologie in geringeren Mengen (SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Somit ist die Bezeichnung ,,Syn-
nuklein“ (,,beim Kern gelegen®) eine strenggenommen irrefithrende Bezeichnung (IWAI et al., 1995) dieses
vorwiegend prasynaptischen Proteins. Die Gruppe der Synukleine wie aSyn wurde bisher nur in Wirbeltieren
angetroffen (GEORGE, 2002) und Knockout-Modelle rufen nur méBige Verdnderungen im Phénotyp hervor
(ABELIOVICH et al., 2000; ANWAR et al., 2011; CHANDRA et al., 2004; GRETEN-HARRISON et al.,
2010). Somit scheint trotz relevanter Finfliisse auf die synaptische Funktion keine strenge Notwendigkeit
dieser Proteine fiir die Ausschiittung von Neurotransmittern zu bestehen (SULZER, EDWARDS, 2019).
Strukturell und funktionell kann das 140 Aminosduren umfassende humane aSyn in drei Teilregionen
(siche Abbildung 6 A) untergliedert werden (Review siehe UVERSKY, 2007; MEADE et al., 2019). Hierzu
zdhlt erstens das a-helikale N-terminale Segment (GEORGE et al., 1995), welches durch Bindung anionischer
Lipide als ,,Membran-Anker* dienen und genetisch modifiziert werden kann (FUSCO et al., 2014). Zweitens
gibt es eine Zentralregion, welche zuerst als mindestens 35 Aminosduren fassendes Peptid definiert und als
»hon-amyloid-f3 component* der Alzheimer-Pathologie bekannt wurde (HAN et al., 1995; UEDA et al., 1993).
Heute wird diese Zentralregion jedoch auch weiter gefasst, da Positionen 31-109 in Analogie zur Alzheimer-
und Prion-Pathologie (NEUMANN et al., 2002) eine fiir neurodegenerative Proteine charakteristische
Resistenz gegeniiber Proteinasen aufweisen (KUSHNIROV et al., 2020; UEDA et al., 1993). Die hierin
enthaltene Sequenz 71-VTGVTAVAQKTV-82 wurde als aggregationsfordernder Faktor beschrieben
(GIASSON et al., 2001; MIAKE et al., 2002). Die dritte Region ist der intrinsisch unstrukturierte C-Terminus,
der eine im nativen Zustand aggregationshemmende Wirkung (MURRAY et al., 2003) zugeschrieben wird und
an welcher sich die meisten posttranslationalen Modifikationen finden (BARRETT, TIMOTHY
GREENAMYRE, 2015). Somit ergibt sich fiir das aSyn eine dreigliedrige Struktur, dessen Bestandteile
verschiedene — teils flir das Aggregationsverhalten relevante — Funktionen erfiillen und in unterschiedlichem

Ausmal} modifiziert werden konnen.
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Abbildung 6: Die molekulare Struktur des a-Synukleins. A Die drei Abschnitte konnen verschieden
modifiziert werden (BARRETT, TIMOTHY GREENAMYRE, 2015). B und C: Darstellung jeweils mehrerer
iiberlagernder Monomere. B Die meanderformige ,,Fehlfaltung® in p-Faltblatt-Konformation fiihrt zur
Aggregation (TUTTLE et al., 2016). C Die mizellen-gebundene Konformation hingegen ist eine der vielen
physiologischen Formen des ,,Chaméleons” aSyn (ULMER et al., 2005). D Die aggregierten Einzelproteine
lagern sich zu Di- und schlieBlich Polymeren zusammen und bilden so die pathologischen unldslichen Fibrillen
(LI etal., 2018).

Insbesondere die posttranslationalen Modifikationen werden hinsichtlich ihrer Beitrége zur Pathophysiologie
der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten untersucht (OUESLATI et al., 2010). Zu den meistdiskutierten
zdhlen die Phosphorylierung, Nitrierung, C-terminale Trunkierung (d. h. Proteolyse) und Ubiquitinierung
(FUJIWARA et al., 2002; GIASSON et al., 2000; HASEGAWA et al., 2002; LI et al., 2005), aber auch
vielféltige weitere Modifikationen mit moglicher pathophysiologischer Relevanz wurden beschrieben
(ALFARO et al., 2012; CONWAY et al., 2001; DORVAL, FRASER, 2006; IYER et al., 2016; MUNCH et al.,
2000; ZHOU et al., 2010). Die Phosphorylierung an Serin 129 ist die derzeit bestuntersuchte posttranslationale
Modifikation (BARRETT, TIMOTHY GREENAMYRE, 2015; OUESLATI, 2016; SCHMID et al., 2013) und
kann mittels spezifisch bindender Antikorper immunhistochemisch nachgewiesen werden (SAITO et al., 2003).
Immerhin findet sich eine starke Korrelation zwischen der Phosphorylierung an Serin 129 und der typischen
Histopathologie, da 90 % des aSyn im LB phosphoryliert vorliegen im Vergleich zu nur 4 % der 16slichen
aSyn-Fraktion (ANDERSON et al., 2006). Eine Verlagerung des Gleichgewichts von 16slichem nativem hin
zu unldslichem phosphoryliertem aSyn im Krankheitsverlauf wurde beobachtet (ZHOU et al., 2011) und auch
mit hohem Alter, dem Hauptrisikofaktor fiir PD, konnte die Phosphorylierung an Serin 129 assoziiert werden
(CANRON et al., 2012; MCCORMACK et al., 2012). Dennoch herrscht, wie auch bei den LB, bisher kein
endgiiltiger Konsens, inwiefern diese posttranslationalen Modifikationen protektiv oder toxisch wirken, da

widerspriichliche Ergebnisse aus verschiedenen Modellen vorliegen (MEADE et al., 2019).
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aSyn wurde als ,,Protein-Chaméileon beschrieben, da es eine Fiille 16slicher und unléslicher, freier und
membrangebundener Konformationen besitzt (UVERSKY, 2003). So ergibt sich z. B. in der Interaktion mit
Membranlipiden (ROVERE et al., 2018) die Form einer ,,gebrochenen a-Helix (siche Abbildung 6 C)
(CHANDRA et al, 2003). Andererseits kann sich, begiinstigt durch genetische Mutationen und
posttranslationale Modifikationen (MEADE et al., 2019), auch eine p-Faltblatt-Struktur ausbilden (VILAR et
al., 2008), die schlangen- bis meanderformige Ziige annimmt (,,Greek key topology®, siche Abbildung 6 B).
Diese Struktur, die hdufig als ,Fehlfaltung™ referenziert wird, ermoglich das reiBverschlussartige (,,steric
zipper’) Ineinandergreifen der Protofilamente zu Dimeren (LI et al., 2018). Diese lagern sich nun entlang einer
Achse rotationssymmetrisch Schicht fiir Schicht aneinander (siehe Abbildung 6 D) und aggregieren auf diese
Weise zu Fibrillen oder Schleifen (MEADE et al., 2019; PEELAERTS et al., 2015).

Die durch aSyn-Aggregation entstehenden Strukturen wurden als Teil der Amyloid-Familie identifiziert
(CONWAY et al., 2000). Der heute breit genutzte Begriff ,,amyloid* (stirkeartig) beschreibt die gemeinsamen
Eigenschaften einer Gruppe von Proteinen, welche sich durch die Neigung zur Aggregation auszeichnen
(BENSON et al., 2018), z. B. PrP5® bei Prionenerkrankungen oder tau und B-Amyloid bei Morbus Alzheimer
(Review s. SCHECKEL, AGUZZI, 2018). Weitere Gemeinsamkeiten der Amyloide umfassen: (I) die
antiparallele ,,cross-beta“-Faltblatt-Konformation (GEDDES et al., 1968), (II) die gewundenen, iiberwiegend
unverzweigten Fibrillen (siche Abbildung 6 D) sowie (III) eine charakteristische Aggregatfarbung mittels
Kongorot und Thioflavin T (CONWAY et al., 2000). Die Eigenschaften amyloider Fibrillen wurden
anschaulich beschrieben als stdhlerne Zugfestigkeit mit seidener Steifigkeit (SMITH et al., 2006), weswegen
es nicht verwundert, dass sie auch physiologisch in Systemen wie der Haut oder dem Endokrinium
Verwendung finden (FOWLER et al., 2006; MAIJI et al., 2009). Somit sind die aSyn-Aggregate, die durch ihr
Vorkommen in Lewy-Korperchen, Lewy-Neuriten und als feine prdsynaptische Ablagerungen die o-
Synuklein-Aggregationskrankheiten definieren, strukturell verwandt sowohl mit physiologischen als auch
neurodegenerativen Amyloiden.

Die amyloiden aSyn-Fibrillen sind zwar ein Hauptbestandteil der LB, doch stellt die Lewy-Pathologie nur
0,02 bis 11 % der Gesamtaggregate im Neuron dar, wihrend sich der GroBteil an der Présynapse in Form von
Mikroaggregaten befindet (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007, SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Diese
entstehen, indem sich aSyn-Monomere in B-Faltblatt-Konformation zu sphérischen, donut- oder porenartigen,
hydrophoben Strukturen zusammenlagern (CHEN et al., 2015; UVERSKY, 2003). Diese konnen im PET Blot
(Paraffin-Embedded Tissue Blot) als synaptische Pathologie von ca. 2-4 um GroBe dargestellt werden
(KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007; SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Die verschiedenen Aggregate
vom Monomer iiber Oligomere bis zur Fibrille bilden ein ineinander {ibergehendes Kontinuum unterschiedlich
stabiler Zustandsformen (PIERI et al., 2016). Intrazelluldr entsteht so ein Gleichgewicht zwischen den
16slichen Monomeren und den unter physiologischen Bedingungen selteneren Oligomeren (MEADE et al.,
2019). Erst das Versagen zelluldrer Raumungsmechanismen wie den Chaperonen, dem Ubiquitin-Proteasom-
System und den Lysosomen (Review siche VILCHEZ et al. 2014) fiihrt zum Kippen dieser Balance. Durch
Uberschreitung einer kritischen Konzentration des Polymers (OOSAWA, ASAKURA, 1975) kommt es
schlieBlich zur vermehrten, da energetisch begiinstigten, aSyn-Aggregation (TARTAGLIA et al., 2007).
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Nomenklatorisch muss grof3e diese ,,Aggregation* mit grofler Sorgfalt von der bloBen ,,Akkumulation* des
aSyn unterschieden werden: So bezeichnet eine ,,Aggregation die oben beschriebene Verbindung der
Monomere zu hochgradig geordneten, unldslichen Strukturen (PEELAERTS et al., 2015). Der Begriff der
»Akkumulation hingegen umfasst lose zusammengelagertes aSyn a-helikaler Form, das wie erwihnt
durchaus physiologisch vorkommt (MEADE et al., 2019). So finden sich Akkumulate auch regelhaft in den
enterischen Ganglien alternder Ratten, ohne dass dies mit Zelldegeneration oder Zelltod korrelieren wiirde
(PHILLIPS et al, 2009). Zwar findet sich in der Literatur haufig eine Terminologie der
,Proteinopathie® (FANNING et al., 2020; UBEDA-BANON et al., 2020) oder
»Synukleinopathie* (SCHNEIDER, ALCALAY, 2017; SPILLANTINI, GOEDERT, 2000). Jedoch kénnen
diese Begriffe eine Pathogenitit der physiologisch anzutreffenden aSyn-Akkumulate nahelegen und verkennen
die Aggregation als in diesem Fall (DAVID et al., 2010) zentrales pathologisches Agens. Aus diesen
Vortiiberlegungen verwendet die vorliegende Arbeit auch im Folgenden bevorzugt den Begriff der ,,Protein-
Aggregationskrankheit™ (AGUZZI, O'CONNOR, 2010; ALBERTI, HYMAN, 2021).

Immerhin finden sich nicht in allen Synapsen aSyn-Akkumulate und nicht aus allen unter diesen
entwickeln sich Aggregate (TOTTERDELL et al., 2004). Auch auBerhalb des Nervensystems konnten aSyn-
Akkumulate entdeckt werden mit Funktionen und Interaktionen, die weit liber die rein synaptischen hinaus
gehen (COOPER et al., 2006; DEVI et al., 2008; KONTOPOULOS et al., 2006; LI et al., 2007).
Dementsprechend findet sich aSyn nicht nur physiologisch im peripheren und autonomen Nervensystem
(BLOCH et al., 2006), sondern auch in vielféltigen extraneuronalen Geweben (ASKANAS et al., 2000;
BALTIC et al., 2004; HASHIMOTO et al., 1997; KIM et al., 2004; LI et al., 2002; SHIN et al., 2000; TAMO
et al., 2002). Somit werden die zunehmenden Bestrebungen versténdlich, periphere Gewebe als Biomarker zu
nutzen. Diese lassen auf eine verbesserte Differentialdiagnostik schlieBlich Frithdiagnostik und ggf. Pravention
vor Einsetzen der motorischen Kardinalsymptome hoffen (TSUKITA et al., 2019).

Bei aSyn handelt es sich somit um ein funktionell und strukturell vielseitiges und in seiner physiologischen
wie auch seiner mdglichen pathologischen Rolle bislang unzureichend verstandenes Protein, das regional
akkumulieren und zu verschiedenen Konformeren aggregieren kann. Die amyloiden Aggregate, abzugrenzen
von einfachen Akkumulaten, stellen einen Hauptbestandteil der Lewy-Pathologie dar, finden sich aber in noch
hoéherer Konzentration in Form proteinaseresistenter Oligomere an der Prasynapse. Deren Degeneration wird
als frilhe Manifestation in der Pathogenese der o-Synuklein-Aggregationskrankheiten angenommen. Als
Ursache der Fehlfaltung zu amyloiden Fibrillen werden verschiedene posttranslationale Modifikationen
diskutiert. Die aussichtsreichste unter ihnen stellt derzeit die Phosphorylierung an Serin 129 dar, welche mit
Lewy-Pathologie und typischen Risikofaktoren zur Entwicklung der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten
korreliert werden konnte. Die Suche nach aggregiertem, phosphoryliertem aSyn in peripheren Geweben stellt

daher heute eine vielversprechende Methode zur verbesserten Diagnostik dieser Krankheiten dar.
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4.4 Wege in das Zentralnervensystem

Supposed Proximate Cause
A diseased state of the medulla spinalis, [...] extending, as the disease proceeds, to the

medulla oblongata. - James Parkinson in “An Essay on the Shaking Palsy” (1817)

Der wohl erste Autor, der den idiopathischen Morbus Parkinson fiir einen aufsteigenden Prozess hielt, war
James Parkinson, der in seinen Beobachtungen auch nicht-motorische Symptome wie extreme Obstipation
detailliert festhielt und anhand der Klinik eine Ausbreitung von der Medulla oblongata postulierte
(PARKINSON, 1817). Fast ein Jahrhundert spéter wies Friedrich H. Lewy nach, dass tatséchlich der dorsale
Vaguskern bei Parkinson-Patienten von einer distinkten Pathologie betroffen ist (LEWY, 1912), was eine
mogliche Beteiligung der Hirnnerven implizierte. Auch die Beteiligung peripherer Systeme wurde schon bald
darauf erkannt (HERZOG, 1928; LEWITAN et al., 1951; WOHLWILL, 1928). Dennoch dauerte es fast 200
Jahre von den ersten Uberlegungen Parkinsons bis hin zum Aufkommen der ,,Prion-Hypothese®, die eine
Ausbreitung des aggregierten aSyn entlang neuroanatomischer Bahnen postuliert (Reviews sieche MELKI,
2018; MA et al. 2019). Diese Hypothese entstand im Zuge des Braak-Stagings der Lewy-Pathologie (BRAAK
et al., 2003b; DEL TREDICI et al., 2002) sowie der folgenden ,,Dual-Hit-Hypothese*, welche den Darm und
die Nasenschleimhaut als Eintrittspforten der Pathologie in das zentrale Nervensystem (ZNS) postuliert
(BRAAK etal., 2006b; HAWKES et al., 2007, 2009). Im Folgenden Kapitel sollen diese pathophysiologischen

Hypothesen im Einzelnen ndher erklirt werden, um die vermutete Pathogenese nidher zu beleuchten.
4.4.1 Die Prion-Hypothese

Bereits vor Einfiihrung des Prion-Begriffs, als noch ein ,,slow virus“ als Ursache neurodegenerativer
Erkrankungen wie der Creutzfeld-Jakob-Krankheit angenommen wurde, fand sich der Verdacht, dass auch PD
und PDD eine vergleichbare Atiologie haben kénnten (GAJDUSEK, 1977). Prionen wurden spiter definiert
als ,kleine infektiose Protein-Partikel, welche Prozessen zur Inaktivierung durch Modifikation von
Nukleinséduren gegeniiber resistent sind“ (PRUSINER, 1982). Durch Beobachtung einer Host-to-Graft-
Ausbreitung des aSyn wurde schlieBlich eine explizite ,,Prion-Hypothese* aufgestellt, die die Atiologie der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten erklaren sollte (KORDOWER et al., 2008; LI et al., 2008). Sie besagt
in ihrer urspriinglichen Form, dass aggregierte Fragmente des aSyn in den Korper aufgenommen und prionoid
von Neuron zu Neuron innerhalb neuroanatomisch vernetzter Regionen des ZNS verbreitet werden konnen
(BRAAK et al., 2003b). Ein tierexperimenteller Nachweis der Ausbreitung wurde schlieBlich im ZNS von
transgenen (LUK et al.,, 2012b) und wild-type Maiusen (LUK et al, 2012a), im Primatenmodell
(AROTCARENA et al., 2020; RECASENS et al., 2014) und schlieBlich fiir intrakolonale aSyn-Applikation
erbracht (THOMZIG et al., 2021). Bei den Affen breitete sich das aSyn gleichermal3en ante- und retrograd aus
nach intranigraler (RECASENS et al., 2014) respektive enterischer (AROTCARENA et al., 2020) aSyn-
Injektion humaner ZNS-Lysate aus autopsierten Parkinson-Fillen.

Derzeit besteht eine kontroverse Debatte, ob aSyn als ,,Prion oder vielmehr ,,prionoid bezeichnet werden

sollte (BRUNDIN, MELKI, 2017, TAMGUNEY, KORCZYN, 2017; WATTS, 2019). Fiir den Begriff
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»prionoid“ spricht, dass es sich bei aSyn zwar um ein selbstpropagierendes Protein handelt, das seine
Fehlfaltung an andere Proteine weitergibt, es jedoch keinen Hinweis auf Infektiositit bei Menschen gibt, was
der Definition des Prions widerspreche (TAMGUNEY, KORCZYN, 2017). Neuere Definitionen des Begriffs
»Prion“ sind jedoch inklusiver, da Infektiositit keine conditio sine qua non mehr darstellt. Vielmehr handle es
sich bei diesen Partikeln um ,,Proteine, die eine alternative Konformation erreichen und selbst-propagierend
wirken* (PRUSINER, 2013). Demnach ist es terminologisch nicht unangebracht, das aSyn trotz fehlender
Evidenz fiir eine Ubertragbarkeit zwischen Menschen (DERKINDEREN, 2019) als Prion und Krankheiten
wie PD und DLB entsprechend als ,,Prionen-Erkrankung® zu bezeichnen (WATTS, 2019).

4.4.2 Staging-Systeme

Nach ihrer Klassifikation der Alzheimer-Pathologie (BRAAK, BRAAK, 1991, 1995), entwarf die
Arbeitsgruppe um Heiko Braak das heute weit verbreitete ,,Braak-Staging® der Lewy-Pathologie im ZNS von
PD-Fillen (BRAAK et al., 2006a; BRAAK etal.,2018; BRAAK, DEL TREDICI, 2009; BRAAK et al., 2003a;
BRAAK et al., 2004; DEL TREDICI et al., 2002). Neben diesem Staging mit Fokus auf PD gibt es weitere
Klassifikationssysteme fiir aSyn-Pathologie mit unterschiedlichem Zweck: So finden sich (I) fiir DLB die
altere ,,Kosaka-Klassifikation* (KOSAKA et al., 1988) sowie das etablierte ,,McKeith-Staging™ (MCKEITH
et al.,, 1996), jeweils in etwa korrespondierend zum Braak-Staging (siche Tabelle 1); (II) verschiedene
iiberarbeitete Staging-Anséitze (LEVERENZ et al., 2008; MCKEITH et al., 2017; MULLER et al., 2005;
ZACCALI et al., 2008) inklusive eines Systems zur ilibergreifenden Klassifikation der Lewy-Pathologie in
verschiedenen a-Synuklein-Aggregationskrankheiten (BEACH et al., 2009) sowie (III) innovative Staging-
Ansitze unter Einbeziehung auch der Alzheimer-Pathologie (TOLEDO et al., 2016) oder mit primérem Fokus
auf axonalen Verdnderungen (UCHIHARA, 2017).

Tabelle 1: Neuropathologische Staging-Methoden im Vergleich (modifiziert nach JELLINGER, 2019).

Staging nach Kosaka und McKeith im Vergleich zum Braak-Staging (BRAAK et al., 2003a; KOSAKA et al.,
1988; MCKEITH et al., 2017).

Kosaka-/McKeith- Braak-
Staging Staging

Anatomische Verteilung der Lewy-Pathologie

Medulla oblongata: dorsaler motorischer Nucleus IX/X, intermedidre
I retikuldre Zone, enterisches und peripher autonomes Nervensystem,
Medulla spinalis und anteriorer olfaktorischer Nukleus
Hirnstamm- Medulla oblongata und pontines Tegmentum: Stadium 1 plus
pradominanter Typ I Lasionen der kaudalen Nuclei raphe, retikuldrer Nucleus giganto-
cellularis und Caeruleus-Subcaeruleus-Komplex; Bulbus olfactorius

Mesencephalon: Stadium 2 plus Mittelhirn-Lasionen; Substantia

nigra pars compacta und basales Vorderhirn

Basales Prosencephalon und Mesokortex: Stadium 3 plus prosen-
v cephale Lésionen. Kortikale Involvierung nur am temporalen
Mesokortex (transentorhinale Region) und Allokortex (CA2)
Neokortex: Stadium 4 plus Lasionen in héheren sensorischen
Diffus kortikaler Typ V/VI Assoziationsarealen und prafrontalen Kortex bis hin zu priméren
Assoziationsarealen und pramotorischen Regionen

I

Transitionaler
(limbischer) Typ
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Dem gelédufigen System nach BRAAK et al. zufolge wird die PD-Pathogenese in sechs aufeinander aufbauende
neuropathologische Stadien sowie eine korrespondierende prasymptomatische oder symptomatische Phase
eingeteilt (Abbildung 7 A). Die prasymptomatischen Stadien 1 und 2 seien demnach durch Lewy-Pathologie
in peripheren Geweben sowie im dorsalen Vaguskern und Nucleus olfactorius charakterisiert. Diese breite sich
in den Stadien 3 und 4 in Substantia nigra, Mittel- und Vorderhirn aus und gehe dann mit klinischer
Symptomatik einher. In den Endstadien 5 und 6 schlielich seien hohere Assoziationsareale sowie schlieBlich
primér-motorische und -sensorische Gebiete des Neokortex betroffen (Abbildung 7 B, C). Da die Stadien V
und VI nicht eindeutig durch distinkte Hirnareale definiert sind (BRAAK et al., 2006a), werden sie in der
vorliegenden Studie im Folgenden gemeinsam als Endstadium V/VI behandelt (siehe auch Kapitel 5.2.4).
Braak beschreibe das Staging einen progredienten Prozess entlang neuroanatomischer Bahnen vulnerabler
Neuronenpopulationen. Es wurde ferner die Hypothese aufgestellt, es handle sich um ein kaudo-rostral
aufsteigendes Geschehen, das der neokortikalen Myelinisierung spiegelbildlich entgegenstehe (Abbildung
7 B, D), dass also insbesondere schwach umbhiillte Neuronen frither und stirker von der Degeneration betroffen
seien. Die Arbeitsgruppe um Braak vermutet, dass der Ursprung dieses Prozesses im Gastrointestinaltrakt,
speziell im Magen, lokalisiert sei, von wo aus sich die Pathologie {iber den Vagusnerv via synaptischer
Ubertragung bis in das ZNS ausbreite und dort zu den charakteristischen Motor-Symptomen fiihre (BRAAK
et al., 2006a; BRAAK et al., 2003b).

Die Klassifikation nach Braak wird hinsichtlich ihrer klinischen Validitdt und Relevanz kontrovers
diskutiert, da sie nicht von allen Studien repliziert werden konnte (Review sieche KALAITZAKIS et al., 2008,
HALLIDAY et al., 2012 und JELLINGER, 2019). So waren in Autopsiestudien nur 51-83 % der Fille
kompatibel mit Braak-Staging (BEACH et al., 2009; JELLINGER, 2009) und in 17-47 % fand sich kein kaudo-
rostraler Gradient (ATTEMS, JELLINGER, 2008; JELLINGER, 2003, 2004; KALAITZAKIS et al., 2008b;
PARKKINEN et al., 2008; ZACCAI et al., 2008). In 7-11 % konnte trotz Befall hoherer Hirnareale keine
Lewy-Pathologie im dorsalen Vaguskern gefunden werden (BEACH et al., 2009; FRIGERIO et al., 2011;
JELLINGER, 2009; KALAITZAKIS et al., 2008b; PARKKINEN et al., 2008). Schlielich zeigten 49-55 %
der Individuen mit hohergradigem Braak-Stadium keine adédquate Korrelation mit klinischer Symptomatik
(LEVERENZ et al., 2008; PARKKINEN et al., 2008; ZACCAI et al.,, 2008). Als Griinde fiir diese
Diskrepanzen werden Fehler in Braaks Studiendesign sowie eine fehlende Représentativitit der Stichprobe
und Nichtbeachtung der Korrelation zwischen aSyn-Last und Nervenzellverlust diskutiert (KALAITZAKIS
et al., 2008a), ferner fand keine Kontrolle fiir Aggregate statt.
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Abbildung 7: Braak-Staging. A Stadien 1-6 und ihre Korrelation zur Lewy-Pathologie in Hirnarealen sowie
zu klinischen Phasen. B Aszendierende Lewy-Pathologie dargestellt durch Pfeile vom Hirnstamm bis in hohere
Assoziationszentren. C Zusammensetzung des zerebralen Kortex: Allokortex (rot), Neokortex mit primér
(dunkelblau) und sekundérsensorischen Anteilen (hellblau) sowie hoheren Assoziationsarealen (orange). Der
frontale Neokortex umfasst primdrmotorische (dunkelgriin), prdmotorische (hellgriin) und préfrontale Areale.
D Neokortikale Myelinisierung dargestellt als sich ausbreitender Prozess (Pfeile). Dies fiihrt im Erwachsenen
zu unterschiedlich stark myelinisierten Arealen mit starker Auspragung in den primérsensorischen und -
motorischen Arealen (dunkelblau) und schwécherer Myelinisierung mit zunehmender Entfernung von diesen.

Andererseits konnten diverse Studien das Braak-Staging durchaus replizieren (JELLINGER, 2003, 2004;
NEUMANN et al., 2004; SAITO et al., 2004; UCHIKADO et al., 2006) und eine statistisch hoch signifikante
Intra- und Inter-Rater-Reliabilitdt sowie Eignung fiir die Routine-Pathologie aufzeigen (MULLER et al., 2005).
Fiir eine Subgruppe von PD-Patienten mit jungem Beginn und langem klinischem Verlauf konnte das Braak-
Staging auch erfolgreich mit dem klinischen Phénotyp korreliert werden (HALLIDAY et al., 2008). Die durch
Braak und Kollegen aufgestellten Hypothesen bieten somit trotz anhaltender Kontroversen beziiglich
klinischer Validitdt einen addquaten Forschungsrahmen zur Beurteilung der Ausbreitung zentraler und
peripherer aSyn-Pathologie, zur neuropathologischen Definition des prodromalen PD und zur Suche nach

Biomarkern.
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4.4.3 Die Dual-Hit-Hypothese

Die ,,.Dual-Hit-Hypothese* greift die frithesten neuropathologischen Stadien der Braak-Klassifikation auf und
postuliert so zwei Ausgangspunkte der aSyn-Ausbreitung: (I) die Nasenschleimhaut und (II) die gastrische
Mukosa (HAWKES et al., 2007, 2009). Diese seien Eintrittspforten eines moglichen Pathogens in das ZNS,
welches zur pathophysiologischen Kaskade der aSyn-Aggregation und konsequenter Neurodegeneration fiihre.
Der Hypothese zufolge stellt das Riechepithel via Filae olfactoriae einen unmittelbaren Kontakt zur Umwelt
dar, liber den ein Pathogen entlang neuroanatomischer Pfade in das ZNS eindringen kann. Aber auch der iiber
den Vagusnerv mit dem Hirnstamm verbundene Gastrointestinaltrakt (GIT), und insbesondere der Magen
(BRAAK et al., 2006b), seien anfillig fiir Erreger. Denn nicht nur sei die Magenschleimhaut durch ein
ungewohnlich groBes Segment des dorsalen Vaguskerns innerviert (HOPKINS et al., 1996), in den ein
potentielles Pathogen einfallen konne. Erreger konnten auch lange Zeit im Chymus verweilen und {iber
Mukosaschdden eindringen (BRAAK et al., 2006b). Es gibt verschiedene Erklarungen, die eine solche
Atiologie im GIT plausibel machen: Erstens ist der GIT als Tor zur Umwelt exogenen Noxen besonders
exponiert, die selbststindig eine aSyn-Fehlfaltung induzieren konnten (PAN-MONTOJO et al., 2010; PAN-
MONTOIJO et al., 2012). Zweitens stellt das Mikrobiom des GIT eine Quelle endogener Noxen dar, die direkt
oder via Inflammation zur Aggregation fithren kénnten (CHEN et al., 2019; MIRAGLIA, COLLA, 2019).
Drittens werden exogene Infektionen, z. B. mit pathogenem Escherichia coli (CHEN et al., 2016) oder
Helicobacter pylori (ALTSCHULER, 1996; DOBBS et al., 2000), als Initiator diverser neurodegenerativer
Erkrankungen diskutiert (BROWN, 2019; TULISIAK et al., 2019).

Es gibt Hinweise darauf, dass sich GIT- und Olfaktorius-Pathologie unabhéngig voneinander und mit
unterschiedlicher Auswirkung auf den Krankheitsverlauf entwickeln. So konnten LEBOUVIER et al. (2010b)
die Lewy-Pathologie im Kolon zwar mit Verlaufsparametern wie L-Dopa-Ansprechen und axialem UPDRS-
III-Subscore korrelieren, nicht jedoch mit olfaktorischer Dysfunktion (LEBOUVIER et al., 2011). Es ist daher
plausibel, dass neuropathologische Verdnderungen multizentrisch und interindividuell unterschiedlich in
zentralem und peripherem Nervensystem auftreten (DICKSON et al., 2008). So konnte z. B. auch eine
klinische Fall-Kontroll-Studie zeigen, dass Hyposmie bzw. Anosmie im Mittel 11,2 + 11,1 Jahre vor Einsetzen
typischer Motor-Symptomatik feststellbar ist, Obstipation sogar 16,8 + 5,7 Jahre frither (GAENSLEN et al.,
2011). Riechepithel und Gastrointestinaltrakt verdienen somit als besonders friih histopathologisch wie auch
klinisch betroffene Regionen besondere Aufmerksamkeit bei der Frage nach der Atiologie pathologischer
Veranderungen. Die vorliegende Arbeit orientiert sich im Folgenden insbesondere am GIT als den

moglicherweise frithesten betroffenen Ort der aSyn-Aggregation.
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4.5 Der Darm als Mittelpunkt der Pathogenese

4.5.1 Neuroanatomische Grundlagen

Thus the ENS can be regarded as the first brain (FURNESS, STEBBING, 2018)

b

- A ;i, :
.’M . o 3

Abbildung 8: Die Ganglien der Darmplexus sind untereinander komplex verwoben (GUNN, 1968).
Diinndarm eines Schafes mit interkonnektierten Nervenzellen innerhalb des Plexus myentericus.

Zum besseren Verstdndnis pathologisch verdnderter Darmstrukturen soll hier noch einmal auf den
(neuro)physiologischen Aufbau des Gastrointestinaltrakts (GIT) eingegangen werden. Es werden Ursprung
und Ausdehnung sowie Verbindungen der Strukturen untereinander erldutert sowie auch Neurotransmitter,
Funktion und Myelinisierungsstatus beschrieben. Da es iiber die Lange des GIT teils starke Unterschiede in
Quantitéit und Qualitét der Innervation gibt, wird hier, sofern nicht anders angegeben, nur auf den prinzipiellen
Aufbau enterischer Strukturen eingegangen.

Traditionell werden die peripheren Nervenstrukturen des GIT in ,,autonome* und ,,somatische” Anteile
unterschieden (LANGLEY, 1921). Das autonome Nervensystem ist dreigliedrig weiter unterteilt in:
(I) autonome Nervenzellen des ,,intrinsischen® enterischen Nervensystems (ENS). Hierunter fallt das
Darmgeflecht (,,Darmplexus®; siche Abbildung 8) samt Plexus submucosus (MEISSNER, 1857) und
myentericus (AUERBACH, 1862); weiterhin (II) sympathische und (III) parasympathische Neurone. Diese
beiden Systeme stehen dem ENS als ,extrinsische” Anteile des autonomen Nervensystems gegeniiber, da sie
ihren Ursprung nicht im Darm, sondern im ZNS haben. Neben dem autonomen Nervensystem finden sich
schlieBlich auch somatische Nervenanteile im GIT, d. h. neuronale Strukturen zentralen Ursprungs mit
sensorisch afferenter Qualitdt (BROOKES et al., 2013) oder efferenter Funktion, z. B. in der Regulation des
Blutgefadurchmessers (HOLZER, 2006).

Das weitgehend autonom arbeitende ENS ist unser evolutionér gesehen alteres ,,erstes Gehirn“ (FURNESS,
STEBBING, 2018), welches mit 2-6 x 10® Nervenzellen eine dem Riickenmark vergleichbare neuronale
Kapazitit aufweist (FURNESS, COSTA, 1980). Der Grofiteil dieser Neurone findet sich in den Plexus
organisiert (FURNESS et al., 2014), die in weit oral gelegenen Abschnitten zwar teils durch das ZNS gesteuert
werden, aboral jedoch autonom funktionieren kénnen (BAYLISS, STARLING, 1899). Bei den Plexus handelt
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es sich um interkonnektierte Ansammlungen von Ganglien, die in funktionell und 6rtlich voneinander
abgrenzbare Netzwerke unterteilt werden (COOKE, 1986; FURNESS, 2006). Zu den Konstituenten des ENS
zahlt zum einen der Plexus myentericus (AUERBACH, 1862), der in zunehmend feinere Primér-, Sekundér-
und Tertiirgeflechte untergliedert werden kann (SCHABADASCH, 1930; STOHR, 1930). Er ist zwischen den
beiden duBeren Muskelschichten des GIT gelegen und erstreckt sich zusammenhiingend vom Osophagus zum
Analsphinkter (FURNESS et al., 2014). Dieses Nervengeflecht kontrolliert die Bewegung der umliegenden
Tunica muscularis (auch ,,Muskularis®) und somit insbesondere die Peristaltik (BENARROCH, 2007;
CERSOSIMO, BENARROCH, 2008). Das zweite Netzwerk des ENS ist der Plexus submucosus, der sich
zwischen Tunica muscularis und Mukosa befindet (MEISSNER, 1857) und in einen inneren und dufleren Ring
untergliedert werden kann (COOKE, 1986; GUNN, 1968; SCHABADASCH, 1930; SCHEUERMANN,
STACH, 1984). Auch er findet sich im gesamten GIT, bildet jedoch erst aboral des Magens ein
zusammenhingendes Netzwerk (FURNESS, 2006). Die verschiedenen Neurone dieses Geflechts sind
verantwortlich fir reflektorische Prozesse wie Sekretion und Blutfluss der Mukosa, teils aber auch fiir die
Motorik der glatten Muskulatur (BENARROCH, 2007; CERSOSIMO, BENARROCH, 2008). Plexus
submucosus und myentericus sind somit die wesentlichen neuronalen Strukturen innerhalb des intrinsischen
ENS und finden sich im gesamten GIT in Submukosa bzw. Muskularis, wo sie z. B. peristaltisch oder
sekretorisch wirken.

Die extrinsische Innervation des GIT erfolgt durch Sympathikus und Parasympathikus. Im sympathischen
Pfad werden die cholinergen Afferenzen vom Nucleus intermediolateralis des thorakolumbalen Riickenmarks
in den para- und privertebralen Ganglien auf noradrenerge Fasern verschaltet und in den GIT projiziert
(CERVI et al.,, 2014; COSTES et al.,, 2013; LUNDGREN, 2000). Der Plexus coeliacus ist hierbei
verantwortlich fiir Magen und Duodenum, der Plexus mesentericus superior fiir die folgenden Abschnitte oral
der Flexura coli sinistra. Ab dort innerviert der Plexus mesentericus inferior das restliche Kolon sympathisch,
die Ganglia pelvica versorgen schlieflich das distale Rektum (SIMMONS, 1985). Diese peripheren
sympathischen Nerven enthalten iiberwiegend unmyelinisierte C-Fasern (HEATH, 1983; SENGUPTA,
GEBHART, 1994). Funktionell inhibieren pré-vertebrale sympathische Fasern die Motilitit der glatten
Muskulatur (GERSHON, 1967) sowie die sekretorische (FURNESS, COSTA, 1980; SJOVALL et al., 1983)
und motorische (HIRST, MCKIRDY, 1974; NORTH, SURPRENANT, 1985) Funktion der ENS-Plexus und
induzieren eine Vasokonstriktion (EVANS, SURPRENANT, 1992; LOMAX et al., 2007). Die Axone der para-
vertebralen sympathischen Plexus hingegen 16sen ausschlieBlich GefaBverengung aus, was ihre Lokalisation
streng perivaskuldr an Arteriolen erklart (LOMAX et al., 2010). Die Fasern des priavertebralen Plexus haben
zwar ihre hochste Dichte an arteriellen Gefdlen und Darmplexus, sind aber auch teils mit vendsen Gefédflen
oder dem Lymphsystem assoziiert (FELTEN et al., 1985; FURNESS, 1970; LOMAX et al., 2010). Als freie
Fasern finden sie sich parallel zur Ringmuskulatur oder bis in die Submukosa und in die Villi der Mukosa
hinein (FURNESS, 1970). Neben den beschriebenen ,,peri-vaskuldren* Sympathikusfasern finden sich auch
,.para-vaskuldre“ Axone unterschiedlicher Qualitit, welche dem Verlauf arterieller Geféfle in die Peripherie
folgen (FURNESS, COSTA, 1980). Neuronale Strukturen finden sich im GIT folglich nicht nur entlang der

Plexus, sondern auch in Form sympathischer Axone peri- und paravaskulér in hoher Dichte.
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Abbildung 9 (links): Der Vagusnerv verbindet ENS und ZNS (BRAAK, DEL TREDICI, 2009).
Praganglionére viszerosensible (rot) und viszeromotorische (schwarz) unmyelinisierte Fasern des dorsalen
Vaguskerns kommunizieren mit postgangliondren Neuronen des Darmplexus. Im Vagusnerv verlaufen aber
auch myelinisierte Fasern: Einerseits die des Ncl. ambiguus zu den quergestreiften Muskeln des Larynx und
oberen Osophagus, andererseits viszerosensorische Anteile ausgehend vom Necl. tractus solitarii.

Abbildung 10 (rechts): Topographie der Afferenzen und Efferenzen des Vagusnervs (POWLEY et al.,
1994). Vagale Afferenzen sind schematisch durch rechts oben im Bild entspringende Axone dargestellt,
Efferenzen finden sich links unten im Bild.

Der ,,Gegenspieler” des sympathischen Grenzstrangs sind die parasympathischen Efferenzen des Vagusnervs
und sakralen Riickenmarks, {iber die das ZNS Peristaltik und Sekretion im GIT fordert (GRUNDY, 1988). Die
priganglioniren cholinergen Vagusfasern entspringen fiir Pharynx, Larynx und Osophagus aus dem Nucleus
ambiguus, Nucleus dorsalis nervi vagi und der Intermedidrzone (BERTHOUD, NEUHUBER, 2000). Fiir den
weiter aboralen GIT gilt, dass alle priaganglioniren Fasern des Vagusnervs allein dem viszerotop gegliederten
dorsalen Vaguskern entspringen (HOPKINS et al., 1996). Die Verschaltung auf postgangliondre Neurone
(Abbildung 9) findet erst in den Ganglien (Abbildung 10) des ENS statt (POWLEY et al., 1994). Die
parasympathischen Efferenzen stimulieren in ihren Erfolgsorganen glatte Muskelzellen sowie nachgeschaltete
inhibitorische und exzitatorische Neurone (HORNBY, ABRAHAMS, 2000). Allerdings besitzt der
Vagusnerv afferente Anteile, welche die efferenten um ein Vielfaches iibersteigen (PRECHTL, POWLEY,
1990). Ihre pseudounipolaren Somata — dhnlich denen der Spinalganglien — liegen im Ganglion inferior nervi
vagi; ihre Fasern enden aufseiten des ZNS bevorzugt im Nucleus tractus solitarii, seltener in der Area postrema
oder dem dorsalen Vaguskern (BERTHOUD, NEUHUBER, 2000). Im GIT verkniipfen sich die Nervenenden
teils mit glatter Muskulatur oder dem Plexus myentericus, teils reichen sie aber auch weit bis in die Lamina
propria mucosae und in die Villi und Krypten, sind jedoch spérlich mit dem Plexus submucosus (Abbildung
10) verbunden (BERTHOUD et al., 1995; BERTHOUD, NEUHUBER, 2000; POWLEY et al., 1994;
WILLIAMS et al., 1997). Die Dichte der Vagus-Afferenzen (BERTHOUD et al., 1997) und -Efferenzen
(HOLST et al., 1997) weist eine gewisse Abnahme von oral nach aboral auf. Die Myelinisierung der vagalen
Fasern (siche Abbildung 9) ist dabei heterogen (AGOSTONI et al., 1957; ASALA, BOWER, 1986; EVANS,
MURRAY, 1954; PRECHTL, POWLEY, 1990): so sind die aus dem dorsalen Vaguskern stammenden Fasern
unmyelinisiert, die des Ncl. tractus solitarii und Ncl. ambiguus hingegen sind myelinisiert (BRAAK et al.,

2003b). Ab dem Cannon-Bohm-Punkt knapp proximal der linken Kolonflexur geht die Innervation allméhlich
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vom Vagsusnerv auf das Sakralmark iiber, bevor letzteres ginzlich die parasympathische Versorgung des
distalen Kolons und Rektums tibernimmt (FURNESS et al., 2014). Neben den sympathischen innervieren
demnach auch die parasympathischen Fasern den gesamten GIT, wenngleich in einem komplexen Muster
unterschiedlicher Qualitit und Myelinisierung.

SchlieBlich nehmen auch als primér sensorisch afferent beschriebene Neurone an der enterischen
Innervation teil. Ihre pseudounipolaren Somata sitzen in den Spinalganglien und entsenden diinne C-Faser-
Axone (HIND et al., 2005), die im GIT ein breites Netz freier Nervenendigungen bilden (BROOKES et al.,
2013). Sie treten auch mit den Plexus submucosus et myentericus in Kontakt, finden sich perivaskulér,
perilymphatisch und reichen bis in die Villi der Mukosa, finden sich jedoch nur selten in der Muskularis
(CHIOCCHETTI et al., 2006; GREEN, DOCKRAY, 1987; STERNINI, ANDERSON, 1992). Diese
»afferenten” Neurone versorgen jedoch nicht nur das ZNS mit Informationen aus der Peripherie, sondern
modulieren durchaus im Wechselspiel mit dem ENS auch Vasodilatation und Darmpermeabilitit efferent
(MCCULLOCH, COOKE, 1989; VANNER, 1994). Die Axone der Spinalganglien nehmen somit ebenso wie
Sympathikus und Parasympathikus an der Innervation des gesamten GIT teil und konnen insbesondere in der
Néhe gastrointestinaler Gefa3e angetroffen werden.

Das Nervensystem des GIT umfasst demnach mehr als nur das ENS. Vielfiltige, mittlerweile gut erforschte
Teilsysteme heterogenen Ursprungs interagieren dynamisch miteinander. Uber die Linge des GIT wechseln
die Anteile der einzelnen Innervationskomponenten an der Integration von Funktionen wie Motilitdt und
Sekretion. Die Plexus des ENS finden sich in der Muskularis und Submukosa als wichtige Knotenpunkte der
Innervation und werden zwar durch Sympathikus und Parasympathikus beeinflusst, arbeiten jedoch zu grof3en
Teilen autonom. Primir sensorisch afferente Neurone versorgen das ZNS mit Informationen des GIT, kdnnen
jedoch auch efferente Funktionen iibernehmen. Entlang der Gefa3- und Lymphbahnen finden sich begleitende
Axone des Sympathikus, Parasympathikus und der Spinalganglien.

4.5.2 Die Darm-Hirn-Achse

Fir viele Krankheiten, die vormals isoliert in anderen Organsystemen lokalisiert wurden, schérft sich
zunehmend eine Assoziation zum Geschehen im Darm aus. So besagt ein Hippokrates von Kos zweifelhaft

zugeschriebener Aphorismus:

Alle Krankheiten beginnen im Darm (GASBARRINI et al., 2016, LYON, 2018).

Dies passt nicht nur zu vielen Risikofaktoren zur Entwicklung eines PD, sondern gerade zu den héiufigen
(SCHAPIRA et al., 2017), schon frith beginnenden (JONES, CIUCCI, 2016) und im Verlauf teils bedrohlichen
(WON et al., 2021) nicht-motorischen Symptomen. Vor dem Hintergrund des Braak-Stagings, das einen
aufsteigenden Prozess postuliert, der Prion-Hypothese, welche eine Ausbreitung entlang neuroanatomischer
Pfade identifiziert und der Dual-Hit-Hypothese, welche Darm und Nasenschleimhaut als Orte frither
Manifestation postuliert, erscheinen vom GIT ausgehende aSyn-Aggregate als Ursache zentraler

Neuropathologie einer weiteren Untersuchung wiirdig.
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Der Vagusnerv, der einen Grofteil des GIT parasympathisch innerviert, wurde als retrograder ,,Highway* fiir
die aSyn-Pathologie auf ihrem Weg in das ZNS beschriecben (BREEN et al., 2019). Denn einerseits konnte
eine Vagotomie in zwei Registerstudien als protektiver Faktor erarbeitet werden (LIU et al., 2017; SVENSSON
et al., 2015). Andererseits ist auch das Zokum vagal innerviert (ALTSCHULER et al., 1991) und jiingst als
Eintrittspforte des aggregierten aSyn ins ZNS diskutiert (KILLINGER, LABRIE, 2019). Auch die
Appendektomie wurde als praventiver Faktor zur Entwicklung eines PD diskutiert (LIU et al., 2020; MENDES
et al., 2015), was jedoch in einer Metastudie nicht nachvollzogen werden konnte (LU et al., 2019). Trotz
breiter Diskussion ist der Vagusnerv keinesfalls der einzige Pathway der ,,Darm-Hirn-Achse*: In
Ubereinstimmung mit Studien zu Prionenerkrankungen (MCBRIDE et al., 2001) wurden auch die Efferenzen
des sympathischen Nervensystems via autonomer Ganglien und Splanchnikusnerven als Eintrittspforten von
Protein-Aggregaten in das ZNS erkannt (BRAAK et al, 2007; VAN DEN BERGE et al, 2019;
WAKABAYASHI, TAKAHASHI, 1997). Somit finden sich in der Literatur mindestens zwei potentielle Pfade,
die der traditionellen Auffassung entgegenstehen, es handle sich bei den aSyn-Aggregationskrankheiten um
rein zentral lokalisierte Krankheiten: (I) den Parasympathikus und (II) den Sympathikus. Auch ein ,,Second**-
oder ,,Third-Hit“-Szenario mit Beginn der Protein-Fehlfaltung in weiteren Organen ist plausibel diskutiert

worden (VAN DEN BERGE et al., 2019).
4.5.3 Periphere Histopathologie

Analog zur zentralen Histopathologie finden sich auch im GIT charakteristische histopathologische Muster
(Abbildung 11). So fanden sich die aus dem ZNS bekannten LB auch im Osophagus von PD-Patienten mit
Dysphagie bzw. Achalasie (YOSHIMURA et al., 1982, zitiert nach MAEDA et al. 2013)(QUALMAN et al.,
1984) sowie im unteren GIT bei PD-Patienten mit Megakolon (KUPSKY et al., 1987). Schlielich wurden
diese Muster systematisch in den Darmplexus von PD-Féllen untersucht (WAKABAYASHI et al., 1988).
Ahnliche Muster wurden in DLB-Fillen beschrieben, nicht jedoch fiir Patienten mit Multisystematrophie, bei
denen die oaSyn-Aggregation im Wesentlichen auf die Oligodendrogila sowie einzelne periphere
postganglionér-sympathische, cholinerge und noradrenerge Neurone beschrankt zu sein scheint (COON et al.,

2018).
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Abbildung 11: Auch in den Ganglien des GIT finden sich intraneuronale Lewy-Koérperchen.
(WAKABAYASHI et al., 1988). Patient mit idiopathischem Morbus Parkinson, Himatoxylin-Eosin-Farbung.
1200-fache VergroBerung eines Ganglions des Plexus myentericus im unteren Osophagus.

Bereits in frilhen morphologischen Studien zu den a-Synuklein-Aggregationskrankheiten konnten folgende
Erkenntnisse gewonnen werden: (I) LB finden sich entlang des gesamten GIT; (II) es besteht ein gewisser oral-
aboral abnehmender (bzw. ,,kaudo-rostral zunehmender) Gradient an LB (WAKABAYASHI et al., 1988);
(IIT) die LB des GIT lagern sich im Plexus submucosus et myentericus als eosinophile, hyaline Einschliisse ab,
vergleichbar in Form, GroBe und Ultrastruktur mit dem ,,klassischen Typ* der LB im Hirnstamm (KUPSKY
et al., 1987; WAKABAYASHI et al., 1988); (IV) LB finden sich nicht in allen PD-Fallen (DEN, BETHLEM,
1960); (V) LB finden sich auch im GIT von Probanden ohne neurodegenerative Diagnose (WAKABAYASHI
etal., 1988); (VI) es besteht sich eine erhdhte Vulnerabilitit VIPerger Neurone (WAKABAYASHI et al., 1990).
Ein Nervenzellverlust im GIT hingegen wurde (im Gegensatz z. B. zur Substantia nigra) nicht beobachtet
(QUALMAN et al., 1984; WAKABAYASHI et al., 1988), was in einer groferen Studie zur Untersuchung des
Plexus myentericus bestitigt wurde (ANNERINO et al., 2012). In den meisten Studien war die aSyn-
Immunreaktivitit im Plexus myentericus stiarker als im Plexus submucosus (ANNERINO et al., 2012; BEACH
etal., 2010; POUCLET et al., 2012a; WAKABAYASHI et al., 1988). Nur in einer kleineren Stichprobe waren
Dichte und Prédvalenz der Lewy-Pathologie im Plexus myentericus und submucosus dhnlich (BEACH et al.,
2016b). Aufgrund der Beobachtung, dass die Lewy-Pathologie 2-5 Jahre (SHANNON et al., 2012a) und
phosphoryliertes aSyn 10-20 Jahre (STOKHOLM et al., 2016) vor der klinischen Diagnose nachgewiesen
werden konnte, wurde schlieBlich vorgeschlagen, enterisches aSyn als Biomarker zur Friihdiagnostik zu
nutzen (BARRENSCHEE et al., 2017).

aSyn und damit einhergehende Lewy-Pathologie sind also seit etwa 40 Jahren im GIT von Patienten mit
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten bekannt und der Histopathologie des ZNS morphologisch éhnlich. Auf
der Suche nach einer Frithdiagnostik und der daraus erhofften Basis fiir verlaufsmodifizierende Therapien
(DAWSON, DAWSON, 2019) werden in den letzten Jahren vermehrte Anstrengungen zur Entwicklung

sensitiver und spezifischer Diagnostikverfahren zum Nachweis von aSyn in GIT-Proben unternommen.
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4.6 Fragestellung

Die explorative Arbeitshypothese dieser Studie lautet: ,,Der Gastrointestinaltrakt stellt ein zur
neuropathologischen Diagnose der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten geeignetes Ziel dar®“. Dies
wird anhand der Immunreaktivitidt aSyn-positiver Strukturen sowie statistischer MaBle wie Sensitivitit und
Spezifitit beispielhafter Protokolle untersucht. Mittels der Methoden Immunhistochemie und PET Blot sowie
der Variation von Antikoérpern und Proteinase-Vorbehandlung werden Phosphorylierungsstatus als wichtigste
posttranslationale Modifikation und Proteinaseresistenz als Charakteristikum neurodegenerativer Aggregate
kontrolliert (vgl. Kapitel 4.3.3). Der Fokus der vorliegenden Studie liegt auf der Untersuchung des Nutzens
enterischer Diagnostik als Grundlage zur Entwicklung einer neuropathologischen Frithdiagnostik. Es ergeben

sich die folgenden pathophysiologischen und diagnostischen Fragestellungen:
«  Welche spezifischen und unspezifischen Reaktivitdtsmuster finden sich im Gastrointestinaltrakt?
«» Folgt das a-Synuklein-Verteilungsmuster einem Gradienten?
« Korreliert das AusmaB an a-Synuklein-Pathologie mit der Erkrankungsdauer?
«  Wie grof3 muss eine Biopsie mindestens sein?

%  Welches ist das neuropathologische Diagnostikverfahren der Wahl?
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5 Material und Methoden

Mit der Verbesserung der Technik sehen wir eine nervose Storung nach der anderen
aus der Reihe der funktionellen in die der organischen iibergehen. — F. H. Lewy in

,Lewandowskys Handbuch der Neurologie®, 1912

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollen die pathophysiologischen Besonderheiten der a-Synuklein-
Aggregationskrankheiten im Allgemeinen sowie des PD im Speziellen beriicksichtigt werden: Zum einen
zdhlen dazu die posttranslationalen Modifikationen, insbesondere die Phosphorylierung des a-Synukleins an
Serin 129, was durch Einsatz eines spezifisch bindenden Antikorpers (pSer129) abgebildet wird. Zum anderen
werden Aggregate von Akkumulaten unterschieden, indem das PET-Blot-Verfahren eingesetzt wird, welches
eine intensive Proteinase-Vorbehandlung erméglicht. Die Lewy-Pathologie in den Nervenplexus des GIT wird
morphologisch untersucht durch Verfahren mit hoher anatomischer Auflésung wie der Hdmatoxylin-Eosin-
(H.-E.-)Férbung und Immunhistochemie (IHC) bzw. moderater anatomischer Aufldsung im Falle des PET Blot.
SchlieBlich werden neben PD auch Patienten mit Parkinson-Demenz (PDD) und Demenz mit Lewykorperchen
(DLB) in die als Spektrum verstandene Diagnosegruppe sowie klinisch héufige Differentialdiagnosen in die
Kontrollgruppe einbezogen. Dies soll die Abgrenzbarkeit zwischen den als Spektrum verstandenen (vgl.
Kapitel 4.1) a-Synuklein-Aggregationskrankheiten und neurodegenerativen Krankheiten ohne neuronale

Lewy-Pathologie sicherstellen.
5.1 Materialien

Im Folgenden werden nach einer Ubersicht iiber forschungsethische Aspekte zunichst Details zu den
eingeschlossenen Autopsieproben, klinische Daten der Patienten in Diagnose- und Kontrollgruppe sowie die
getesteten Antikorper vorgestellt. Auch grundlegende statistische Ausgangsdaten werden an dieser Stelle
tabellarisch angefiihrt. Ausfiihrliche Tabellen zu den genutzten Reagenzien, Materialien, Gerdten und

Informationsverarbeitung sind in den jeweiligen Kapiteln aufgefiihrt.
5.1.1 Forschungsethische Aspekte

Die Gewebeproben stammen aus der Gewebebank des Instituts fiir Neuropathologie, Homburg (Saar), am
Universitétsklinikum des Saarlandes. Die Gewebe wurden im Zeitraum zwischen 2003 und 2018 in Autopsien
durch einen Facharzt fiir Neuropathologie in Gottingen und Homburg (Saar) gewonnen. Das Einverstédndnis
zur Gewebeentnahme zu Forschungszwecken wurde sdmtlich vor Beginn der Studie (2019) entweder
prospektiv von Patienten oder retrospektiv von Angehorigen schriftlich eingeholt. Die Obduktionen sowie
auch das Brainbanking und entsprechende Forschungsvorhaben wurden im Voraus durch entsprechende

Ethikantrige bewilligt (Landesérztekammer Hessen Nr. FF89/2008).
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5.1.2 Patientenproben

Autopsiegewebe aus dem Magen-Darm-Trakt von 20 Personen mit einer neuropathologisch gesicherten
Diagnose eines M. Parkinson (n = 11), einer Parkinson-Demenz (n = 3), oder Demenz mit Lewy-Kd&rperchen
(n = 6) aus der Brainbank des Instituts fiir Neuropathologie der Universitit des Saarlandes wurden mit 15
Kontrollpersonen mit klinischen Differentialdiagnosen verglichen. Dieser Vergleich umfasste insgesamt 85
Gewebeproben aus unserer Diagnosegruppe und 69 differentialdiagnostische Gewebeproben. Die Proben
stammten aus der Speiserchre (n = 3), dem Magen (n = 29), dem Zwolffingerdarm (n = 27), dem Jejunum
(n=19), dem Ileum (n = 31), der Appendix (n = 13), dem Dickdarm (n = 17) und dem Rektum (n = 15). Die
Differentialdiagnose-Félle umfassten 37 Proben, die dem frontotemporalen Spektrum zugeordnet werden
konnten, 7 Proben fiir einen Fall von Multisystematrophie und 25 weitere Proben, welche hauptsichlich als
neurodegenerative oder neurovaskuldre Erkrankungen klassifiziert werden konnten. Die Stadieneinteilung
zeigte eine Pathologie im Endstadium, d. h. Braak Stadium V/VI fiir M. Parkinson oder kortikales McKeith-
Stadium im Fall einer Demenz mit Lewykorperchen. Die Proben der Parkinson-Patienten waren in 6 der 11
Fille Pathologien im Endstadium, in 3 von 11 Fillen lag ein fortgeschrittenes Stadium (Braak IV) vor. Weitere
Details und Aufschliisselungen finden sich in den hier folgenden Tabellen sowie im Anhang (insbesondere
Tabelle 65).

Die einzelnen Proben wurden in jeweils ca. 2 x 2 x 1,5 cm fassenden Paraffinblocken haltbar gemacht. Die
Blocke wurden im Anschluss kiihl, trocken und lichtgeschiitzt gelagert (Abbildung 12). Wo dies moglich war,
wurden die Autopsieproben des GIT als Querschnitte in Form intakter Zirkumferenzen des betreffenden
Organs angefertigt. Von Organen, deren Grofe dies nicht zuliel3 (z. B. Proben des Magens), wurden mehrere
Proben streifenférmig in jeweils einen Block eingefasst. Zu Beginn der vorliegenden Studie lagen Proben von
Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon und Rektum unterschiedlichen AusmaBes und in
unterschiedlicher Anzahl von Blocken je Fall vor (sieche Tabelle 2). Neben den Darmabschnitten wurden fiir
die Diagnosegruppe auch Gehirnproben aus je mindestens drei Abschnitten des Zentralnervensystems zum
Staging nach Braak und McKeith genutzt. Der Gesamtumfang der Arbeit bezogen rein auf die in die
Endauswertung eingeschlossenen Priaparate des GIT entspricht 154 H.-E.-, 308 PET-Blot- und 462 THC-
Féarbungen gastrointestinaler Organe zuziiglich Positiv-Kontrollpréparaten, Serienschnitten und zum Staging

genutzten Gehirnproben.
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Abbildung 12: Die Paraffinblocke lagern trocken und lichtgeschiitzt im Archiv. Abgebildet sind
exemplarische Organpréparate unterschiedlicher Lokalisation.

Die Diagnosegruppe (Tabelle 4) der Studie umfasst insgesamt 11 Félle mit neuropathologischer Diagnose eines
PD, 3 mit PDD und 6 mit DLB. Es wurden auBlerdem Proben von 15 Patienten mit typischen
Differentialdiagnosen (Tabelle 5) als Kontrollfille eingeschlossen. Ein Patient mit Multisystematrophie (MSA)
wurde ebenfalls als Kontrollfall eingeschlossen, nachdem dieser in unseren Vorversuchen passend zur Literatur
(COON et al., 2018) keine erhohte Immunreaktivitit im GIT aufwies. Fiir die Diagnosegruppe wurden alle
Félle der Gewebebank genutzt, die die beiden folgenden Kriterien erfiillten: (I) GIT-Préparate sind in der
Gewebebank vorhanden und (IT) es liegt die neuropathologisch gesicherte Diagnose eines PD, einer PDD oder
DLB vor. Die Kontrollgruppe wurde mit besonderem Augenmerk auf relevante Differentialdiagnosen
(insbesondere Parkinson-Plus-Syndrome) auf 15 Falle festgelegt, welche den folgenden Kriterien entsprechen
mussten: (I) Darmpréiparate sind in der Gewebebank vorhanden, (II) es bestand zum Todeszeitpunkt laut
Krankenakte der klinische Verdacht auf eine neurodegenerative Erkrankung und (I1I) neuropathologisch wurde
die Diagnose eines PD, PDD und DLB ausgeschlossen. Im Folgenden werden tabellarische Ubersichten iiber

die wichtigsten Informationen zu Diagnose- und Kontrollgruppe gegeben (Tabelle 4 und Tabelle 5).
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Tabelle 2: Anzahl der einzelnen gastrointestinalen Organabschnitte im Vergleich zur Stichprobe
(n =154).

Diagnose-  Kontroll-

Organ gruppe gruppe Gesamt Prozent
Oesophagus 2 1 3 1,9%
Magen 16 13 29 18,8 %
Duodenum 14 13 27 17,5%
Jejunum 11 8 19 12,3 %
lleum 16 15 31 20,1 %
Appendix 6 7 13 8,4 %
Kolon 9 8 17 11 %
Rektum 11 4 15 9,7%
Gesamt 85 69 154 100 %
Prozent 55,2 % 44,8 % 100 % 100 %

Tabelle 3: Patientendaten der Diagnose- (n = 20) und Kontrollgruppe (n = 15) dhneln sich hinsichtlich
statistischer Parameter. Standardabweichungen ggf. in Klammern angegeben.

Parameter Diagnosegruppe Kontrollgruppe
Fallzahl 20 15
Anzahl Priparate 85 69
Fallzahl nach Geschlecht m:w 12:8 9:6
Geschlechterverhaltnis m:w 1,5 1,5
Altersspanne 50-87 59-89
Altersmedian 73 74
Mittleres Alter 73,46 (SD=9,77) 72,39 (SD =8,76)
Alter zum Diagnosezeitpunkt 61.33 (SD=10.67) 65.38 (SD =8.42)

Zeitraum Diagnose bis Tod (Jahre) 11,4 (SD =6,54) 7,6 (SD=3,78)
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Tabelle 4: Statistische Daten der Diagnosegruppe (n = 20). Eingeschlossen wurden Parkinson, PDD- und
DLB-Fiille.

Alter Krankheits- Braak-
Patient Autopsiediagnose dauer Geschlecht Todesursache .
(Jahre) Stadium
(Jahre)
PD1 M. Parkinson 83 NA w Herzinsuffizienz V/VI
PD2 M. Parkinson 78 NA M Kreislaufversagen V/VI
PD3 M. Parkinson 72 NA M Kreislaufversagen V/VI
PD4 M. Parkinson 86 10 M Aspiration V/VI
PD5 M. Parkinson 72 21 M Subduralblutung V/VI
PD6 M. Parkinson 50 5 W Peritonitis v
PD7 M. Parkinson 57 10 M Intrazerebralblutung v
PDS8 M. Parkinson 85 8 M Kreislaufversagen V/VI
PD9 M. Parkinson 81 11 W Kreislaufversagen v
PD10 M. Parkinson 80 22 W Gastroparese V/VI
PD11 M. Parkinson 71 10 M Kreislaufversagen V/VI
PDD1 Parkinson-Demenz 75 16 M Pneumonie V/VI
PDD2 Parkinson-Demenz 73 12 M Aneurysmaruptur V/VI
PDD3 Parkinson-Demenz 73 24 W Sepsis V/VI
pLBy  ewy-Komerchen- o, NA M Pneumonie VIV
Demenz
pLz  L-ewy:Kormerchen- 10 M Pneumonie V/VI
Demenz
pLBy  Lewy-Komerchen- g 4 W Pneumonie V/VI
Demenz
pLB4  Lewy-Komerchen- o, 9 W Pneumonie V/VI
Demenz
pLBs  L-eWy-Kormerchen- ;) 5 M Pneumonie V/VI
Demenz
pLBg  ewy-Komerchen- o0 4 W Pneumonie V/VI

Demenz
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Tabelle 5: Statistische Daten der Kontrollgruppe (n = 15). Die Kontrollfdlle gehéren mehrheitlich zur

Gruppe der ,,Parkinson-Plus-Syndrome*.

Alter

Diagnose bis Tod

Patient Autopsiediagnose (Jahre) (Jahre) Geschlecht Todesursache

AD1 M. Alzheimer 89 NA Y Kreislaufversagen
Amyotrophe Amyotrophe

ALS1 Lateralsklerose 66 NA M Lateralsklerose

CBD1  Kortikobasale Degeneration 75 2 M Kreislaufversagen

CBD2  Kortikobasale Degeneration 66 5 W Sepsis

CBD3  Kortikobasale Degeneration 70 1 W Demenz

HI1 Multiple Hirninfarkte 75 NA M Aortendissektion

Lymphatische .

LE1 Enzephalopathie 67 NA \W% Kreislaufversagen

MSAI1 Multisystematrophie 59 2 M Leberversagen

PSP1 Progresswe supranukledre 74 NA W Preumonic
Blickparese

pspy  frogressive supranukledre ., 5 M Endokarditis
Blickparese

PSP3 Progresswe supranukledre 73 6 M Sepsis
Blickparese

PSP4 Progresswe supranukledire 61 10 M Kreislaufversagen
Blickparese

vPD1 Vaskuléres Parkinson- R0 NA W Diabetes

Syndrom
vPD2 Vaskulédres Parkinson- 76 1 M Demenz
Syndrom
vPD3 Vaskuléres Parkinson- 35 NA M Pneumonic

Syndrom
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5.1.3 Antikorper

Vor Beginn der Endversuche wurden in der IHC wie auch im PET Blot verschiedene Kombinationen von
Primédr- und Sekundirantikérpern hinsichtlich ihres Firbeverhaltens getestet. Im Folgenden wird eine
tabellarische Ubersicht iiber alle im Laufe der Studie getesteten Antikdrper gegeben (Tabelle 6 bis Tabelle 8).
Protokolle, die sich iiber die Vorversuche hinaus robust zeigten und in die Endversuche iibertragen wurden,
sind in den jeweiligen Kapiteln des Methodenteils (Kapitel 5.2.2.3 und 5.2.3.3) aufgelistet.

Tabelle 6: In der Immunhistochemie genutzte Antikorper (Vor- und Endversuche). Bezugsquelle
angegeben, falls nicht identisch mit Hersteller.

Wirts-

Klon (Art.-Nr.) Hersteller / Bezugsquelle spezies Klonalit:it Zielstruktur
10D2 (847- AJ Roboscreen GmbH, Maus monoklonal a-Synuklein,
0102004701) Leipzig, DE Aminosauren 119-126
pSer129 i .
[EP1536Y] C?n[tl)t():fir:;l IZICI}K Kaninchen  monoklonal hos hc()xr Sl}i];lzlzflgérin 129
(ab51253) &% phosphory
pSer129 Abcam plc., . a-Synuklein,
(ab59264) Cambridge, UK Kaninchen  polyklonal phosphoryliert an Serin 129
T™

Dak9 BEAL Agilent Technologies Inc., .
EnVision™ . Kaninchen- und Maus-

. Santa Clara, USA / Dako Ziege polyklonal .
Rabbit/Mouse Immunglobuline
(K5007) Denmark, Glostrup, DK

Tabelle 7: Im PET Blot genutzte Primérantikorper (Vor- und Endversuche). Bezugsquelle angegeben,
falls nicht identisch mit Hersteller.

Klon (Art.-Nr.)  Hersteller / Bezugsquelle s‘:),::;::; Klonalit:it Zielstruktur
10D2 (847- AJ Roboscreen GmbH, Maus monoklonal a-Synuklein,
0102004701) Leipzig, DE 4 Aminosduren 119-126
10D2 DIANOVA GmbH, Maus monoklonal a-Synuklein,
(NDG-076500) Hamburg, DE Aminosduren 119-126
Covance Inc., Princeton .
LB509 . . a-Synuklein,
(SIG-39725) USA / HISS Diagnostics Maus monoklonal Aminosiuren 115-122

GmbH, Freiburg, DE

pSer129 Abcam pl a-Synuklein,

[EP1536Y] canl pic., Kaninchen = monoklonal phosphoryliert
Cambridge, UK

(ab51253) ’ an Serin 129

a-Synuklein,

?asbesr 91 2269 4) cﬁﬁf&?%]{ Kaninchen  polyklonal phosphoryliert

an Serin 129
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Tabelle 8: Im PET Blot genutzte Sekundirantikorper (Vor- und Endversuche). Bezugsquelle angegeben,
falls nicht identisch mit Hersteller.

Klon / Konjugat Hersteller / Bezugsquelle er?s_ Klonalit:it Zielstruktur
(Art.-Nr.) spezies
Dako Goat Anti-Rabbit Agilent Technologies Inc., Kaninchen-
Immuno-globulins / AP Santa Clara, USA / Dako Ziege polyklonal fmmunglobulin
(D0487) Denmark, Glostrup, DK
Dako Rabbit Anti-Mouse Agilent Technologies Inc., Maus-
Immuno-globulins / AP Santa Clara, USA / Dako Ziege polyklonal Immunglobulin
(D0486) Denmark, Glostrup, DK
EnVision G|2 System Agilent Technologies Inc., Kaninchen-/Maus-
Rabbit/Mouse / AP Santa Clara, USA / Dako Ziege polyklonal Immunglobuline
(K5355) Denmark, Glostrup, DK
Calbiochem-Nova-
Streptavidin / AP (189732) bggﬁns%ﬁl i . Biotin
St. Louis, USA
. . . ‘ Agilent Technologies Inc., .

/Sg:gz;la?él(;zgl;;) it-F(ab*)2 Santa Clara, USA/Dako  Schwein polyklonal Imﬁﬁ;ﬁgﬁﬁim

Denmark, Glostrup, DK
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5.1.4 Gerate

Die genutzten Gerdte orientierten sich am Laborstandard des Instituts fiir Neuropathologie des
Universitétsklinikums des Saarlandes. Zur Bewertung der H.-E.-Férbungen und IHC diente ein
Durchlichtmikroskop mit 10x-Okular 20x-Objektiv zur Bewertung der einzelnen Gesichtsfelder. Fiir PET Blot

wurde ein Auflicht-Setup mit stufenloser VergrofSerung verwendet, dessen Vergroferung durch Kalibrierung

identisch zu der des Auflichtmikroskops eingestellt wurde (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verwendete Geriite

Beschreibung des Geriits

Hersteller (Artikel-Nr.)

Auflichtmikroskop ,,SZX12¢
10x-Okular ,, WHS10X-H/22¢
1x-Objektiv ,,DFPLAPO1XPF*
20x-Zusatzobjektiv ,,AL-20X*
Lichtquelle ,,Highlight 3100

Durchlichtmikroskop ,,DMS5000B*
10x-Okular ,,HC PLAN s 10x/25
20x-Objektiv ,,HCX PL FLUOTAR 20x/0.50*
Lichtquelle ,,CTR5000¢

Olympus BX40 mit Zweitbetrachterbriicke

Kiihlplatte ,,Blue Cooler*

Mikrotom “RM 2035 BioCut Manual Microtome”

Pipette ,,Transferpette® S,
10, 20, 100, 200, 1000 pl

Schiittler ,,Duomax 1030¢

Wiirmeplatte “Thermo Scientific Heraeus®

Hotplate”

Wirmeschrank “Thermo Scientific Heraeus®

Function Line Series Heating and Drying Oven”

Olympus Corporation, Tokio, JP

Leica Camera AG, Wetzlar, DE

Olympus Corporation, Tokio, JP

Weinkauf Medizintechnik, Hallerndorf, DE
(31400)

Leica Camera AG, Wetzlar, DE (8226-30-1021)

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, DE
(705870, 705872, 705873, 705874, 705878,
705880)

Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG,
Schwabach, DE (543-32205-00)

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE (31220061)

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE (50042301)
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5.2 Methoden

Bisherige Studien zur Erforschung gastrointestinaler Proben als Biomarker der a-Synuklein-
Aggregationskrankheiten waren in ihren Methoden wie auch Ergebnissen bislang sehr heterogen (Tabelle 48).
Ein Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation war daher eine transparente Methodik, die sich im
Wesentlichen an den durch Ruffmann und Parkkinen vorgeschlagenen Punkten zur Vereinheitlichung der
Literatur orientiert (RUFFMANN, PARKKINEN, 2016): (I) Nutzung mindestens zweier Antikdrper gegen
unterschiedliche a-Synuklein-Epitope (hier: 10D2 und pSer129), (II) Bevorzugung von Antikdrpern, die hohe
Affinitdt zu oligomerem o-Synuklein aufweisen (hier: 10D2), (III) Extraktion von Geweben mit vagaler
Innervation (hier: gesamter GIT), (IV) Abdrucken der erhobenen morphologischen Befunde und (V) explizite
Erwéahnung nicht-neuronaler Muster sowie (VI) hinreichender Umfang der Proben (hier: whole-wall biopsies).
Weiterhin erfolgte die von Ruffmann und Parkkinen nicht erwéhnte, aber aus unserer Sicht methodisch zentrale

Kontrolle fiir Aggregat-Pathologie (hier: mittels PET Blot).

Hypothese: Der Darm ist ein geeignetes Ziel zur neuropathologischen Diagnostik
der Synuklein-Aggregationskrankheiten

— =

Vorversuche und Erarbeitung der Techniken

=

Erarbeitung konkreter Fragestellungen

— =

Suche nach krankheitsspezifischen morphologischen Mustern

— =

Entwurf eines Auswertungsschemas

— =

Systematische Bewertung der Schnitte durch zwei Wissenschaftler

— =

Statistische Auswertung der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur

Abbildung 13: Flowchart: Arbeitsschritte in der Durchfiihrung der Doktorarbeit.

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden, deren Theorie, Vorbereitung und Anwendung beschrieben. Die
Aufgaben des Doktoranden bestanden nach Aufarbeitung der Patientendaten besonders in der Anfertigung von
Verdiinnungsreihen, Schneiden der Paraffinblocke am Mikrotom und Fiarbung der Schnitte mittels H.-E.-

Technik sowie je drei IHC- und zwei PET-Blot-Protokollen. Weitere Aufgaben umfassten die selbststdndige
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Erstellung eines Auswertungsschemas, die mikroskopische Bewertung und das Staging der Préparate nach
Braak. SchlieBlich fiihrte der Doktorand eine statistische Auswertung und Interpretation der Ergebnisse anhand
einer ausfiihrlichen Literaturrecherche durch (siche Abbildung 13). Nicht Teil der Arbeit des Doktoranden war
die Gewinnung der Proben aus Autopsien sowie das Einbetten der Proben in Paraffin. Ein Teil der Farbungen
(<10%) sowie vier Schnittserien (hier gilt besonderer Dank an Frau Tatjana Pfander) wurden
freundlicherweise durch die technische Assistenz bereitgestellt. Eine Einarbeitung in alle Methoden fand unter
stindiger Riicksprache des Doktoranden mit dem Team der technischen Assistenz und einem Facharzt fiir
Neuropathologie statt.

Vor Beginn der Experimente wurden die zwei Antikorper 10D2 und pSer129 ausgewéhlt. 10D2 wurde
durch KOVACS et al. (2012) synthetisiert und hat sich in unserer Arbeitsgruppe im PET Blot wie auch in der
Immunhistochemie als zuverldssiger Marker fiir aSyn bewédhrt. Der Antikorper pSerl29 (EP1536Y,
monoklonal) wiederum wurde von SAITO et al. (2003) generiert, um spezifisch an Serin 129 phosphoryliertes

113

aSyn zu detektieren, das als ,Hallmark“ der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten diskutiert wird
(ANDERSON et al., 2006). Die beiden Antikdrper 10D2 und pSer129 wurden in dieser Studie in drei
Immunhistochemie- und zwei PET-Blot-Protokollen mit unterschiedlichen Proteinase-Konzentrationen

angewandt, um sie hinsichtlich ihrer diagnostischen Wertigkeit zu vergleichen.
5.2.1 Himatoxylin-Eosin-Farbung

H.-E.-Férbungen aller Praparate wurden ergdnzend zur IHC und insbesondere zum PET Blot angefertigt, um
in der Identifizierung fraglicher Strukturen (z. B. Ganglienzellen) auf ein ergéinzendes Verfahren mit optimaler
anatomischer und farblicher Auflosung zuriickgreifen zu konnen. Die Fiarbung erfolgte nach Labor-Standard

des neuropathologischen Institutes des Universitétsklinikums des Saarlandes (Reagenzien und Losungen siche
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Tabelle 10 und Tabelle 11). Die Schnitte je ca. 1-3 um Stérke (aufgrund inhérenter Schwankungen der
hindischen Mikrotomschnitte) wurden zundchst zehn Minuten bei 80° C inkubiert, um das Préparat auf dem
Glasobjekttrager zu fixieren. Die Schnitte wurden nun in Xylol entparaffiniert und in eine absteigende
Alkoholreihe transferiert. Im Anschluss erfolgten acht Minuten Kernfarbung in Hamatoxylin, eine
Differenzierung durch zwei bis dreimaliges Schwenken in einer Chlorwasserstoff-(HCl-)Ethanol-Lésung und
ein fiinfminiitiges Blduen in warmem Leitungswasser (alle Schritte jeweils unterbrochen durch kurzzeitige
Reinigung in destilliertem Wasser). Die Schnitte wurden weitere 5 Minuten in Eosin gegengefarbt und nach
einer aufsteigenden Ethanolreihe und 2 x 2 Minuten Xylol schlieBlich via Entellan mit Glasplittchen
eingedeckt. Die fertigen Priparate wurden wahlweise iiber Nacht bei Raumtemperatur oder 15 Minuten bei

80° C getrocknet, um einen optimalen Brechungsindex zu erzielen.
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Tabelle 10: Zur Himatoxylin-Eosin-Fiarbung genutzte Reagenzien. Bezugsquelle angegeben, falls nicht
identisch mit Hersteller

Reagenz Hersteller (Artikel-Nr.)
Entellan Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.07961.0500)
Eosin G (gelblich) (C.1. 45380) Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.15935.0100)
Ethanol SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, DE

(ETO-5000-99-1)

Chlorwasserstoff 25 % Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.00316.1011)
Mayer’s Himalaun Sigma-Aldrich / Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.09249.0500)
Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, DE

(PZN 09208860)

Tabelle 11: Zur Himatoxylin-Eosin-Firbung genutzte Losungen

Losung Zusammensetzung

Eosin-Losung 0,1 % 0,1 % Eosin G

in bidestilliertem Wasser
HCI -Ethanol-Lésung 1 % 700 ml Ethanol

300 ml destilliertes Wasser
10 ml 25 % HCI

5.2.2 Immunhistochemie

Als Goldstandard der PD-Diagnostik (inferentiell: der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten) gilt laut S2k-
Leitlinie nach wie vor die neuropathologische Diagnose post-mortem (HOGLINGER, TRENKWALDER,
2023). Da das einzige klinisch und neuropathologisch validierte Diagnostiksystem Farbungen mittels H.-E.-
und IHC-Technik nutzt (GIBB, LEES, 1988), interpretiert die hier vorliegende Arbeit diese Techniken als den
derzeitigen Leitlinien-Goldstandard. Dementsprechend wurden mittels Antikérpern 10D2 (Robotec) und
pSer129 (Abcam) IHC-Féarbungen angefertigt, um diese mit einer Kombination aus H.-E.- und PET-Blot-
Priparaten vergleichen zu kdnnen. Als Ausgangsprotokoll wurde das etablierte IHC-Protokoll des Instituts fiir
Neuropathologie genutzt, ergénzt durch eigene Verdiinnungsreihen und Vorbehandlung entsprechend der
Literatur. So erwies sich in einer Studie von BEACH et al. (2008) im Vergleich zwischen Protokollen acht
verschiedener Labore die Vorbehandlung via Proteinase K (PK) im Vergleich zu anderen Verfahren (z. B.
mittels Ameisenséure) als iiberlegene Retrieval-Methode, sodass wir dieses Protokoll erfolgreich adaptierten.

Die im Einzelnen genutzten Materialien, Reagenzien und Lésungen sind Tabelle 12 bis
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Tabelle 14 des folgenden Teilkapitels zu entnehmen.
5.2.2.1 Materialien

Tabelle 12: Zur Immunhistochemie verwendete Materialien. Bezugsquelle angegeben, falls nicht identisch
mit Hersteller

Beschreibung des Materials Hersteller (Artikel-Nr.)
Sequenza™ Slide Rack and Coverplate™ Thermo Fisher Scientific / Richard-Allan Scientific,
system Kalamazoo, USA (72110017)
Objekttriger ,,Superfrost+* R. Langenbrinck GmbH Emmendingen, DE (03-0060)
Deckgliser 24 X 40 mm, R. Langenbrinck GmbH Emmendingen, DE (01-2440/1)

Glasdicke 0,13-0,16

Tabelle 13: Zur Immunhistochemie genutzte Reagenzien. Bezugsquelle angegeben, falls nicht identisch mit
Hersteller

Reagenz Hersteller (Artikel-Nr.)
Dako REAL™ Antibody Diluent (Tris- Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, USA / Dako
Puffer, pH 7,2, mit 15 mmol/L NaN3 und Denmark (S2022)
Protein)
Dako REAL™ DAB+ Chromogen Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, USA / Dako
(X50)“ (3,3’-Diaminobenzidin in Denmark (K3468)

Chromogen-Losung)

Dako REAL™ Substrate Buffer Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, USA / Dako

(Imidazol-HCI-Puffer, pH 7,5, mit Denmark (K5007)

Wasserstoffperoxid und anti-

mikrobiellem Mittel)

Ethanol SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, DE
(ETO-5000-99-1)

Natriumhydroxid VWR International GmbH, Darmstadt, DE (28245.298)

Proteinase K Sigma-Aldrich, St. Lewis, USA (P6556-500 mQG)

Wasserstoffperoxid-Losung 30 % Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, DE
(PZN 07284667)

Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, DE

(PZN 09208860)
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Tabelle 14: Zur Immunhistochemie genutzte Losungen

Losung Rezept

Proteinase-K-Pufferlosung 10 mM TrisHCI pH 7,8

100 mM NaCl

0,1 % Brij 35

50 mM CaCl,

50 mM MgCl,
Proteinase-K-Stocklosung 50 mg Proteinase K pro ml TBST
Proteinase-K-Vorbehandlunglésung Proteinase-K-Stockldsung (50 mg / ml) verdiinnt 1:200 in

Proteinase-K-Pufferlosung (z. B. 100 pg /20 ml)

TBST (10 x Stocklésung) 10 mM TrisHCI pH 7.8
100 mM NacCl
0,05 % Tween 20

5.2.2.2 Vorversuche

Mittels Antikorper 10D2 wurden die Verdiinnungen 1:500, 1:1.000 und 1:2.000 getestet, jeweils mit einer PK-
Vorbehandlung von 10 pg/ml. Auch orientierende Priaparate ohne PK-Vorbehandlung wurden mittels 10D2
angefertigt, um die Effektivitdt der Vorbehandlung und somit das Gelingen der Vorbehandlung zu bestétigen.
Da ohne Vorbehandlung jedoch vor allem physiologisches aSyn geférbt wird, wurden nur Préparate mit
Vorbehandlung in die Endauswertung einbezogen. Der zweite Primérantikorper, pSerl29 (EP1536Y,
monoklonal), der sich gegen phosphoryliertes aSyn richtet, wurde in den Verdiinnungsstufen 1:2.000 und
1:10.000 verglichen. Gegen das phosphorylierte aSyn sind monoklonale (mk) und polyklonale (pk) Antikorper
erhiltlich, deren Unterschied sich in den orientierenden IHC-Farbungen in minimal erh6hter Basalmembran-
Reaktivitit des monoklonalen Antikdrpers bei jedoch guter spezifischer Bindung bemerkbar machte.
Insgesamt erzielten wir gute Ergebnisse mit der monoklonalen Variante von pSer129 in den IHC-Vorversuchen,
weshalb dieser Antikorper auch fiir die Endversuche erfolgreich eingesetzt wurde. Als Sekundér-Antikorper
schlieBlich wurde ein im Labor etabliertes Ready-to-use-Praparat von Dako (EnVision, K5007) genutzt,
welches ohne weitere Verdiinnung gute Ergebnisse erzielte. Mit diesen Spezifizierungen konnten Protokolle

fiir die Endversuche erstellt werden, an die sich im Folgenden gehalten wurde.
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5.2.2.3 Endversuche

Tabelle 15: Zur Immunhistochemie genutzte Protokolle. Fiir weitere Details zu den Antikdrpern siehe
Tabelle 6 in Kapitel 0.

Protokoll Priméir-Antikorper Konzentration Vorbehandlung Sekundir-Antikérper
™
10D2 mk Proteinase K, Dako REAL
I (AJ Roboscreen GmbH) 1:1.000 10 pg/ml EnVision™
He Rabbit/Mouse (K5007)
™
pSer129 mk [EP1536Y] . Dako REAL
11 (Abcam plc Cambridge) 1:10.000 - EnVision™
P & Rabbit/Mouse (K5007)
™
pSer129 mk [EP1536Y] Proteinase K, Dako REAL
1 (Abcam plc Cambridge) 1:10.000 10 pg/ml EnVision™
P & He Rabbit/Mouse (K5007)

Die IHC-Endversuche erfolgten fiir alle verfligbaren GIT-Abschnitte eines Falles in je drei Protokollen
(Tabelle 15): (I) 10D2 mit PK-Vorbehandlung, um vorzugsweise aggregiertes aSyn anzuférben, (II) pSer129
ohne Vorbehandlung, um das gesamte phosphorylierte aSyn zu detektieren, sowie (III) pSer129 mit PK-
Vorbehandlung zur moglichst selektiven Detektion phosphorylierter Aggregate. Da im Rahmen der
Verdiinnungsreihen 10D2 1:1.000 und pSer129 1:10.000 die jeweils optimale Férbequalitit bei geringer
Artefaktlastigkeit zeigten, wurden diese Protokolle in die Endversuche einbezogen. Eine PK-Verdiinnung von
10 pug/ml erzielte in fritheren Versuchen unserer Arbeitsgruppe zur Detektion von aSyn-Aggregaten in der
Glandula submandibularis (GORBACHUK, 2023) sowie in der einschldgigen Literatur (BEACH et al., 2016b;
BEACH et al., 2008) gute Ergebnisse und wurde erfolgreich iibernommen. Auf eine Reihe von bis zu 19
Objekttragern kam bei den Versuchen jeweils eine Positivkontrolle aus dem GroBhirnkortex eines
neuropathologisch validierten DLB-Falles (DLBS5), um die Qualitdt der Farbungsreihe zu liberpriifen. In die
Endauswertung wurden nur solche Reihen eingeschlossen, deren Positivkontrolle kortikale Immunreaktivitét
in Form von Lewy-Pathologie zeigte. Fallreihen wurden genau dann verworfen und wiederholt, wenn sie
diesem Qualititskriterium nicht entsprachen oder extensive unspezifische Farbung aufwiesen. Im Folgenden
wird die konkrete Durchfiihrung der IHC-Protokolle beschrieben. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle

Versuche bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abbildung 14: Zentrale Schritte der Immunhistochemie. A Entparaffinierungsreihe mit Xylol und
absteigender Ethanolkonzentration. B Rack samt Abdeckung (oben links), zugehorigen Cover plates (unten
mittig) und einem Gefdl mit TBST (oben rechts). C Die Proteinase-K-Vorbehandlung findet im Warmeschrank
(37° C) statt. D Nach erfolgter Farbung werden die Objekttrager nacheinander aus dem Xylol entnommen und
via Entellan (oben rechts mit Pipette) mit Glasplattchen (rechts darunter im Bild) eingedeckt.
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Zur Vorbereitung einer Farbung werden die in Paraffin eingebetteten Préparate zuerst auf unter -20° C
gekiihlt und mittels Rotationsmikrotom zurechtgeschnitten (siche auch Abbildung 15 A). Die Schnitte je
1-3 um werden vom warmen Wasserbad (ca. 55° C) auf Glasobjekttrager aufgebracht und iiber Nacht (8-24
Stunden) im Warmeschrank (ebenfalls ca. 55° C) fixiert. Zur Vorbereitung der Farbung werden dann bis zu 20
Objekttrager (Kontrollfall inklusive) pro Halterung in 3 x 5 Minuten 100 % Xylol entparaffiniert und einer
Ethanolreihe von jeweils 2 Minuten erst in 2 x 100 %, dann absteigend 90 %, 80 % und 70 % Ethanol
unterzogen (Abbildung 14 A). Nach Spiilen in destilliertem Wasser wird je nach Protokoll eine Vorbehandlung
mit PK oder direkt ein Schritt zum Peroxidase-Block durchgefiihrt. Fiir den PK-Verdau werden 50 pg einer
50 mg/ml PK-Stocklésung in 250 ml PK-Puffer (Rezept siehe
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Tabelle 14) vorbereitet, griindlich vermischt und 30 Minuten bei 37° C erwérmt, um die (im Vergleich zum
PET Blot milde) Vorbehandlung mit 10 pg/ml vorzubereiten (Abbildung 14 C). Die fertig entwisserten
Objekttrager konnen nun in die PK-Losung gegeben und 15 Minuten bei 37° C inkubiert werden. In allen
Protokollen erfolgt zuletzt der Peroxidase-Block fiir 10 Minuten in 10 ml Wasserstoffperoxid pro 300 ml
destilliertem Wasser.

Nach einem letzten Spiilschritt in Wasser folgt das Ubertragen der Objekttriiger auf Deckplittchen (Cover
plates), die hierfiir leicht mit TBST-Puffer (Rezept siche
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Tabelle 14) benetzt werden. Bis zu zehn Objekttrager werden mittels der Deckplittchen in jeweils ein
Gestell (Rack) iibertragen und dort einer Durchlaufkontrolle mit TBST unterzogen (Materialien in Abbildung
14 B). Nach gelungener Durchlaufkontrolle werden je 100 pl Primérantikdrper (10D2 bzw. pSer129) auf die
einzelnen Objekttrager aufgetragen, mit Deckel luftdicht verschlossen (sodass keine Antrocknungsartefakte
entstehen) und fiir 45 Minuten inkubiert. Die Objekttrager verbleiben im Rack fiir drei Waschschritte je 5
Minuten mittels TBST und weitere 30 Minuten zum Einwirken des Sekundéarantikérpers (EnVision). Nach drei
abschliefenden Spiilvorgéingen folgt die Entnahme der Objekttrager aus dem Rack und deren Transfer in eine
feuchte Kammer. Mittels DAB-Losung aus je 25 pl ,,Dako REAL™ DAB+ Chromogen‘ und 1 ml ,,Substrate
buffer DAB+ Chromogen* wird die Farbung vorbereitet. Diese wirkt anschlieBend mit je ca. 200 pl der DAB-
Losung pro Objekttrager unter abgedunkelten Bedingungen ein. Die Farbung dauert sechs bis zehn Minuten
bis die Positivkontrolle eine braunliche Farbung der Kortexareale zeigt und wird sodann in destilliertem Wasser
gestoppt.

Es folgt eine Gegenfirbung, indem jeweils 20 Schnitte pro Halterung 20 Sekunden in Hidmatoxylin
geschwenkt und 5 Minuten in warmem Leitungswasser geblaut werden. Eine Ethanolreihe mit Schwenken in
aufsteigend 70 %, 80 %, 90 % und je 2 Minuten in 2 x 100 % Ethanol sowie schlieBlich 2 x 100 % Xylol
entwissert die Schnitte und bereitet sie fiir das Eindecken vor. Mittels weniger Tropfen Entellan kénnen nun
Glasplattchen auf die einzelnen Objekttriger eingepasst werden (Abbildung 14 D). Zur Optimierung des

Brechungsindex werden die fertigen Préaparate schlieBlich iiber Nacht in waagerechter Position getrocknet.
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5.2.3 Paraffin-Embedded Tissue Blot

Der PET Blot ist eine Kombination aus IHC und Histoblot, bei der diinne Gewebeschnitte auf
Nitrozellulosemembranen aufgezogen werden, um eine intensivere Proteinase-K-Vorbehandlung und somit
die hochsensitive Detektion von Proteinaggregaten zu erméglichen. Die Technik wurde urspriinglich zum
Nachweis von Prion-Protein in Patienten mit Creutzfeldt-Jakob-Krankheit entwickelt (SCHULZ-
SCHAEFFER et al., 2000a), wo sie eine sensitivere Detektion von Aggregaten zuldsst als vergleichbare
Verfahren wie IHC oder Western Blot (SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000b).

Durch zunehmende Fokussierung der Forschung zu den o-Synuklein-Aggregationskrankheiten auf die
aggregierte (proteinase-resistente) Form des aSyn findet der PET Blot mittlerweile auch Anwendung in der
Erforschung von PD, PDD und DLB (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007; NEUMANN et al., 2002;
NEUMANN et al., 2004; VISANIJI et al., 2015). Der PET Blot kann neben der bekannten Lewy-Pathologie
auch feinste synaptische aSyn-Aggregate darstellen, welche wesentlich zur synaptischen Dysfunktion und
folglich Neurodegeneration beitragen (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007; SCHULZ-SCHAEFFER,
2010). Die tiberlegene Sensitivitdt bei gleichzeitig passabler anatomischer Auflosung sprachen dafiir, den
PET Blot im Rahmen dieser Studie als Vergleichsmethode zum etablierten Goldstandard der IHC zu nutzen.
Die im Einzelnen genutzten Materialien, Reagenzien und Losungen sind Tabelle 16 bis Tabelle 18 des

folgenden Teilkapitels zu entnehmen.
5.2.3.1 Materialien

Tabelle 16: Im PET Blot genutzte Reagenzien. Bezugsquelle angegeben, falls nicht identisch mit Hersteller

Reagenz Hersteller (Artikel-Nr.)
BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- AppliChem GmbH, Darmstadt, DE (A1117.0001)
phosphat)
Brij® 35 solution Merck KGaA, Darmstadt, DE (B4184)

(Polyalkylenglycolether)

CaCl, Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.02382.0500)
Destilliertes Wasser Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, DE
(Ampuwa® Spiillosung) (B23067A)

EDTA, 0,5 M Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.08454.0250)

(Ethylendiamintetraessigsiiure)

GdSCN, 4 M Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE (0017.2)

(Guanidiniumthiocyanat)

Applied biosystems by Thermo Fisher Scientific, Bedford,

I-Block (Tropix ®) USA (T2015)
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Isopropanol SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, DE
MgCl, Merck KGaA, Darmstadt, DE (8147330100)
NaCl Caesar & Loretz GmbH, Hilden, DE (2438)
NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) Sigma-Aldrich, St. Lewis, USA (N6876-1G)
PBS (pH 7.,4) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE (A9177.0100)
Proteinase K Sigma-Aldrich, St. Lewis, USA (P6556-500 mQG)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck KGaA, Darmstadt, DE (1.08382.0500)
Tween 20 (Polysorbat 20) Caesar & Loretz GmbH, Hilden, DE (3472)
Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, DE
(PZN 09208860)

Tabelle 17: Im PET Blot genutzte Losungen

Losung Rezept
BCIP-Losung 50 mg/ml in 100 % DMFA (Dimethylformamid)
Casein 0,2 % + Tween 2 g I-Block

1000 ml PBS (pH 7.4)
1 ml Tween 20

NBT-BCIP-NTM-Firbelosung 90 pl NBT-Losung
66 ul BCIP-Losung
20 ml NTM-Puffer

NBT-Losung 75mg / ml in 70 % DMFA (Dimethylformamid)
NTM-Puffer, pH 9,5 100 mM NaCl
100 mM TrisHCI pH 9,5
50 mM MgCl,
PBST-Puffer 250 ml PBS pH 7.4

400 pl Tween 20

Proteinase-K-Pufferlosung 10 mM TrisHCI pH 7,8
100 mM NacCl
0,1 % Brij 35
50 mM CaCl,
50 mM MgCl,

Proteinase-K-Stocklosung 50 mg Proteinase K pro ml TBST
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Proteinase-K-Vorbehandlunglosung Proteinase-K-Stocklosung 50 mg / ml verdiinnt 1:200 in

Proteinase-K-Pufferlosung (z. B. 100 pg /20 ml)

TBST (10 x Stocklosung) 10 mM TrisHCI pH 7.8
100 mM NacCl
0,05 % Tween 20

Tabelle 18: Im PET Blot verwendete Materialien. Bezugsquelle angegeben, falls nicht identisch mit
Hersteller

Beschreibung des Materials Hersteller (Artikel-Nr.)

Einlagetuch ,, WYPALL* X80 Towel“ Kimberly-Clark Corporation, Dallas, USA (4102600)
Klebeband 3M™ Durapore™ 3M, Minnesota, USA (1538-1)
Nitrozellulose-Membranen, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA (1620115)
Porengrofie 0,45 pm

PET-Blot-Box ,,Gilson plastic tip box* Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA (N/A)
PET-Blot-Halteklammer Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA (N/A)
Vernichtungsbeutel aus Polypropylen Sarstetdt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE (86.1197)

5.2.3.2 Vorversuche

Der Antikorper 10D2 ist erhéltlich bei den Firmen Dianova und Robotec, wobei beide Produkte dem gleichen
Klon entstammen. Da die Konzentration dennoch unterschiedlich sein kann, verglichen wir die Antikdrper
miteinander. Das Produkt 10D2 von Dianova in der Verdiinnung 1:2.000 erzielte in unseren Vorversuchen
dquivalente Ergebnisse zu 10D2 von Robotec in 1:5.000, gemessen (a) am Fiarbeverhalten der Positivkontrolle
sowie (b) an der Artefaktlastigkeit gastrointestinaler Préparate. Wir entschieden uns, aufgrund allseits guter
Ergebnisse und in Anbetracht identischer Klonalitét, die Produkte beider Anbieter fiir unsere Versuche zu
nutzen. Unser Sekundérantikorper (D0486, Dako), wurde in den Verdiinnungen 1:500 und 1:1.000 getestet,
wobei letztere aufgrund geringerer Artefaktlastigkeit beibehalten wurde. Auch der Antikérper LB509 (BABA
et al., 1998; SOUSA et al., 2012) wurde in der gingigen Verdiinnung 1:2.000 getestet, zeigte jedoch bereits
nach wenigen Sekunden stéirkste Uberfarbungsartefakte wurde dementsprechend nicht weiter getestet.

Als néchstes wurde ein Protokoll mittels Antikorper pSer129 erstellt, um auch fiir phosphoryliertes aSyn
eine verbesserte Kontrolle fiir Aggregate zu erreichen. Zunédchst wurde ein monoklonaler Antikorper getestet,
der jedoch schon friith durch starke Kreuzreaktivitdt der Basalmembranen auffiel. Dies stellte ein relevantes
Problem fiir die Auswertung der PET-Blot-Priparate dar, da wir morphologisch nicht mehr sicher zwischen
gefiflnahen Neuriten und unspezifischer Immunreaktion der GefdBwand unterscheiden konnten. Daher
variierten wir die Verdiinnungen mit pSer129 (monoklonal) in der Konzentration 1:10.000 und 1:20.000
(Sekundarantikérper D0487 1:1.000) miteinander, was jedoch keinen Effekt auf die Artefaktdichte zeigte.
Auch eine Verdiinnungsreihe des Sekundarantikorpers in den Konzentrationen 1:500, 1:1.000 und 1:2.000 bei
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gleichbleibender pSer129-Verdiinnung von 1:10.000 erbrachte keine merkliche Verbesserung. Daher wurden
zwei Kombinationen von Sekundirantikorpern und Alkalischer-Phosphatase-Kopplung (jeweils 60 Minuten
Einwirkzeit) bei gleichbleibender Primirantikdrper-Konzentration getestet: (I) biotinylierte swine-anti-rabbit-
F(ab‘)2-Fragmente 1:2.000 mit anschlieBender Streptavidin-AP-Kopplung 1:2000 (Sigma-Aldrich 189732)
sowie (II) ein Ready-to-use-Kit von Dako (K5355), bestehend aus rabbit/mouse-Link in Verdiinnung 1:10 und
folgender AP-Enzym-Behandlung 1:10. Auch diese Vorversuche mit monoklonalem Primérantikdrper
erbrachten keinerlei Verdnderung hinsichtlich der Artefaktbeladenheit. Da somit Verdiinnungsfehler sowie
auch fehlende Spezifitit des Sekundérantikorpers als Ursache der Artefakte ausgeschlossen waren, wurde im
Folgenden die polyklonale Variante des Antikorpers pSer129 getestet. In einer Verdiinnung von 1:10.000 zeigte
die polyklonale Variante des Antikdrpers pSer129 keine dieser Kreuzreaktionen, weshalb wir uns im Weiteren

fiir diesen Antikorper entschieden.
5.2.3.3 Endversuche

Tabelle 19: Im PET Blot genutzte Protokolle (Weitere Details zu Antikdrpern siehe Kapitel 0,
Tabelle 7 und Tabelle 8).

Protokoll Primiir-Antikorper Konzentration Sekundir-Antikorper Konzentration
10D2 mk (AJ Robo- 1:5.000 bzw Polyclonal Goat Anti-mouse, AP-
I screen GmbH) bzw. ’ 1 2000 ’ gekoppelt (D0486, Dako 1:1.000
10D2 mk (Dianova) ) Dénemark)
Polyclonal Goat Anti-rabbit, AP-
11 pSer129 pk 1:10.000 gekoppelt (D0487, Dako 1:500

Dénemark)

Die aus den Vorversuchen bewéhrten zwei Farbeprotokolle (Tabelle 19) mittels PET Blot ergéinzen die drei
immunhistochemischen, indem sie fiir die beiden Antikdrper 10D2 und pSer129 jeweils wesentlich stirkere
PK-Vorbehandlungen zulassen. So konnten anstatt 10 pg/ml Proteinase K in PK-Puffer im PET Blot
Konzentrationen von 250 pg/ml genutzt werden. Ein weiterer Unterschied zur IHC liegt darin, dass im
PET Blot die polyklonale Variante des Antikorpers pSer129 (EP1536Y) genutzt wurde, da der monoklonale
Antikdrper hier zu extensiver Bindegewebsreaktion fiihrte. Analog zu den immunhistochemischen Versuchen
war auch im PET Blot je ein Kontrollschnitt (DLBS5) pro Reihe eingeschlossen, was je fiinf Schnitten zuziiglich
einer Positivkontrolle pro Box entspricht. Obligate Positivkriterien zum Einschluss in die Endauswertung
waren: (I) GleichméBige kortikale Farbung der Positivkontrolle, (II) ein retikuldres Muster aus feinen Neuriten
und ein synaptisches Muster in Form kleiner punktformiger Aggregate in der Kontrolle, (III) dunkel-violettes
Férbeverhalten der Kontrolle sowie (IV) geringe oder keine Anfiarbung von Basalmembranen der Gefif3e.

Proben wurden dann und nur dann wiederholt, wenn der Durchgang diesen Giitekriterien nicht entsprach.
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Im Folgenden werden die Protokolle der Antikorper 10D2 und pSer129 im PET-Blot-Verfahren gemeinsam
beschrieben, wobei sich das Protokoll eng am publizierten Referenzverfahren orientiert (SCHULZ-
SCHAEFFER et al., 2000a). Das Gesamtverfahren gliedert sich in eine Vorbereitung der Schnitte sowie das

anschlieend dreitdgige Verfahren: Tag 1) Entparaffinieren und Trocknen, Tag2) Proteinase-Verdau im

Wiérmeschrank, Tag 3) Detektion und Farbung. Abgesehen von der Warmebehandlung (Tag 2) wurden alle

N

Schritte bei Raumtemperatur (ca. 20-25° C) durchgefiihrt.

Abbildung 15: Vorbereitung der PET-Blot-Membranen. A Fiir den Schneideprozess werden Kiihlplatte
(links), Mikrotom (Mitte) und Warmwasserbecken (rechts) benétigt. B Die Schnitte werden auf Nitrozellulose
aufgezogen. Drei fast transparente zusammenhéngende Schnitte sind erkennbar knapp oberhalb des
Objekttragers. C Die fertigen Membranen werden zunichst auf einer Wirmeplatte leicht getrocknet.
D Im Wirmeschrank (ca. 55° C) trocknen die Membranen anschlieBend beschwert fiir mindestens zwei Tage.
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Zur Vorbereitung der Objekttrager werden von den Paraffinblocken zunichst per Mikrotom in Gefriertechnik
(Abbildung 15 A) Schnitte je 1-3 um erstellt. Diese werden mit einem Pinsel im warmen Wasserbad (ca. 55° C)
auf vorbefeuchtete Nitrozellulosemembranen (0,45 pm Porengrofe) aufgezogen (Abbildung 15 B), denen ein
Glasobjekttrager zur Stabilisierung unterliegt. Die Schnitte bendtigen ca. 15 Minuten Trocknungszeit auf der
Wirmeplatte (Abbildung 15 C), bevor sie gestapelt und beschwert im Warmeschrank (Abbildung 15 D) fiir
mindestens 48 Stunden bei ca. 55° C fixiert werden. Die so vorbereiteten Membranen halten sich iiber Jahre,

sodass das im Folgenden beschriebenen dreitdgige Protokoll jederzeit erfolgen kann.

e o

Abbildung 16: Vorbehandlung, Detektion und Trockung der PET-Blot-Membranen. Die
Entparaffinierung an Tag 1 ist nicht dargestellt, dhnelt aber (mit Anpassungen, siche unten) dem in Abbildung
14 A dargestellten Versuchsaufbau. A Tag 2: Das Einlage-Tuch wird mit in TBST geloster Proteinase K bis
zum Level der entparaffinierten Membranen getrinkt. B Die Boxen aus A miissen luftdicht verschlossen
werden, bevor sie iiber Nacht in den Wéarmeschrank gestellt werden. C Tag 3: Wasch- und Inkubationsschritte
werden auf einem Schiittler auf niedriger Stufe ausgefiihrt. D Nach abschlieBendem Farbeschritt werden die
Membranen beschwert zwischen Zelluloseplatten (Whatman) getrocknet und lichtgeschiitzt gelagert.
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Die Entparaffinierung leitet das dreitdgige PET-Blot-Protokoll ein. Hierfiir werden die Schnitte in je 3 x 10
Minuten Xylol, 5 Minuten Isoxylol (Mischung aus 50 % Xylol und 50 % Isopropanol), 2 x 5 Minuten 100 %
Isopropanol und eine absteigende Reihe von 5 Minuten je 90 %, 70 % und 50 % Isopropanol tiberfiihrt. Dieses
Verfahren dhnelt dem fiir die [HC (Abbildung 14 A), jedoch wird Isopropanol anstatt Ethanol verwendet, da
sich die Schnitte ansonsten von der Membran l0sen konnen. Die so entparaffinierten und gewisserten Schnitte
werden nun nicht ldnger als 5 Minuten in PBST-Losung (pH 7,4) gewaschen und anschlieBend abgedunkelt
und beschwert zwischen luftdurchlédssigen Papiertiichern iiber Nacht (ca. 12-24 Stunden) getrocknet.

Der zweite Tag des Protokolls umfasst die Vorbehandlung mittels Proteinase K, wofiir zunédchst PK-
Konzentrat (50 mg/ml) 1:200 in speziellem PK-Puffer (Rezept siehe Tabelle 17) verdiinnt wird. Bis zu sechs
getrocknete Membranen einschlieflich je einer Positivkontrolle werden nun entsprechend Abbildung 16 A in
je einer Box (Gilson) auf zurechtgeschnittenen Tiichern (Wypall X80) platziert und die Losung bis auf
Membranlevel in die Boxen gegeben (ca. 13-15 ml), sodass sie dem durchtriankten Tuch aufliegen (,,Pillow
technique®). Hierbei ist darauf zu achten, dass sich weder Luftblasen unter noch Pfiitzen auf den Membranen
bilden, die je zu ungleichméfigen Ergebnissen fiihren konnen. Nach Benetzung der Membranen durch
vorsichtiges Schwenken der Box wird diese bei ca. 55° C inkubiert. Die Boxen werden anschlieBend {iber
einen Zeitraum von drei bis vier Stunden noch mindestens zwei bis drei Male geschwenkt, bevor sie luftdicht
verpackt (Abbildung 16 B) fiir 12 bis maximal 16 Stunden in den Warmeschrank gestellt werden.

Am letzten Tag des Protokolls beginnt der Detektionsprozess mit der Entnahme der Box aus dem
Wiérmeschrank und dem Transfer der Membranen in eine frische Box mit TBST (Rezept siehe Tabelle 17).
Alle Schritte bis auf die Farbung werden ab jetzt auf einem Schiittler (Abbildung 16 C) auf niedriger Stufe
ausgefiihrt, sodass die Membranen umspiilt werden ohne zu zerkratzen. Nach 3 x 5 Minuten initialem Waschen
in TBST beginnt eine 15-miniitige Behandlung mit Guanidiniumthiocyanat (4 mol/l) zur Freilegung der
Epitope, gefolgt von weiteren 3 x 5 Minuten Waschung. Die Membranen werden nun nebeneinander in der
Box aufgereiht und am Boden mittels Halterung fixiert, sodass sie nicht iiberlappen. Es folgt ein 45-miniitiger
Schritt zum Blocken mit ca. 15-20 ml Casein 0,2 % (Rezept siehe Tabelle 17) pro Box, um unspezifische
Bindungen zu vermindern. Es schlieen sich unmittelbar 90 Minuten Primérantikoérper-Behandlung (10D2
bzw. pSer129 je nach Protokoll) an, gefolgt von 5 x 10 Minuten TBST-Waschung ohne Halterung. Der mit
alkalischer Phosphatase gekoppelte Sekundarantikorper (je nach Protokoll D0486 bzw. D0487) erfordert eine
erneute Fixierung der Membranen am Boden der Boxen fiir 60 Minuten sowie abschlieBende 5 x 10 Minuten
TBST. Nun werden die Membranen in 2 x 5 Minuten NTM (Rezept siche Tabelle 17) auf die Fiarbung
vorbereitet und die NBT-BCIP-Farbeldsung (Rezepte siehe ebenfalls Tabelle 17) angesetzt. Die Boxen werden
von den Shakern entnommen, die Fliissigkeit entleert und die Membranen am Boden der Box so angeordnet,
dass sie nicht iiberlappen. Nun werden ca. 20 ml der Firbelosung pro Box hinzugegeben, sodass eine
Formazan-Reaktion nach ca. 5-15 Minuten zur violetten Farbung der Zielstrukturen fithrt. Wahrend dieser
lichtsensitiven Reaktion bleiben die Boxen verschlossen. Sie wird abgestoppt, sobald die Kontrolle eine klare
Abgrenzung zwischen kortikalen und medulliren Anteilen zeigt. Das Abstoppen geschieht, indem die
Férbelosung entsorgt, dann mittels PBS-Puffer (pH 7,4) 15 Minuten gespilt und schlieBlich in zweifach
destilliertem Wasser zundchst mit EDTA (0,5 mol/l), dann ohne Zusatz je 10 Minuten geblockt wird.
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SchlieBlich werden die Membranen zwischen dickwandigen Filterpapier-Platten (Whatman) getrocknet
(Abbildung 16 D). Am folgenden Tag haben die Schnitte durch Nachdunklung ihre Endfarbung erhalten und

konnen nun mikroskopiert werden.
5.2.4 Staging nach Braak und McKeith

Zur Charakterisierung der einzelnen Fille hinsichtlich der Ausbreitung von Lewy-Pathologie im ZNS wurden
die Stadien nach BRAAK et al. (2003a) und MCKEITH et al. (2005) bestimmt. Dadurch soll die
Vergleichbarkeit unserer Serie mit anderen Fallkollektiven sowie die Verallgemeinerbarkeit unserer
Erkenntnisse sichergestellt werden. Es wurden Proben aus dem Ammonshorn, anterioren Gyrus cinguli und
Gyrus frontalis medius genutzt. Die Bestimmung der Stadien erfolgte anhand der Himatoxylin-Eosin-Farbung
sowie [HC mittels 10D2 mk (Robotec), verdiinnt 1:500 bis 1:1.000 mit Vorbehandlung via 10 pg/ml Proteinase
K (jeweils gelost in TBST), entsprechend dem Goldstandard des Antigen-Retrievals bei
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten (BEACH et al., 2008). Im Braak-Staging wurde ein Hirnareal genau
dann als positiv bewertet, wenn mindestens eine immunreaktive Struktur in Form von Lewy-Pathologie
identifiziert werden konnte. Fille, die dem Stadium V oder VI entsprachen, wurden gemeinsam als Endstadium
V/VI bewertet, da die beiden Stadien unseres Erachtens nicht hinreichend durch ausreichend distinkte
Hirnareale voneinander unterschieden definiert sind (BRAAK et al., 2006a). Die Stadien nach McKeith
ergaben sich durch Bewertung des jeweils am stirksten immunreaktiven Hemigyrus des Prédparates, der zur
positiven Wertung mindestens fiinf Lewy-Korper enthalten musste. Wo sich ein geringeres Stadium als
»V/VI“ nach Braak oder ,Kortikal“ nach McKeith ergab, wurden bestehende PET Blot-Priparate der
GroBhirnareale aus unserem Archiv gesichtet und zusétzliche Praparate mittels IHC von Medulla oblongata,

Pons und Mesencephalon angefertigt, um das Staging weiter differenzieren zu kénnen.
5.2.5 Mikroskopische Auswertung

In die Auswertung der IHC- und PET-Blot-Praparate waren zwei Forscher, JS (Doktorand) und WSS (Facharzt
fiir Neuropathologie) involviert. JS war damit betraut, die Datenerhebung durchzufiihren, wozu regelméfig
Priparate einem gemeinsamen ,,Cross-Check* unterzogen wurden, um eine verbesserte Inter-Rater-Reliabilitéit
zu erzielen. Die mittels PET Blot gefarbten Membranen wurden mittels Auflichtmikroskopie ausgewertet, die
in der IHC-Technik geférbten Objekttriager in Durchlichtmikroskopie (Spezifikationen siehe Tabelle 9). Es
wurden jeweils hinsichtlich Immunreaktivitit ausgewertet: (I) zehn zusammenhingende Gesichtsfelder zentral
in der Submukosa sowie (II) in der Muskularis zwischen Ring- und Langsmuskelschicht; (III) fiir den PET Blot
erfolgte eine zusitzliche Auswertung des gesamten Prdparates, was je nach Darmabschnitt ca. 2-5
Zirkumferenzen oder ca. 1-2 x 2 cm Flache (z. B. bei Magen-Praparaten) entspricht. Diese Protokolle haben
das Ziel, Riickschliisse auf den klinischen Nutzen verschiedener Biopsieverfahren zuzulassen: (I) vom
Submukosa-Protokoll auf intraluminale Biopsien, (II) vom Muskularis-Protokoll auf extraluminal (z. B.
laparoskopisch) gewonnene Biopsate, (I1I) die Auswertung des Gesamtpréparats soll einen Riickschluss auf
den diagnostischen Wert grofierer Gewebeproben zulassen, wie sie bei resezierenden Operationen anfallen.

Bei der Auswertung der Submukosa wurden auch im jeweiligen Gesichtsfeld befindliche Teile der Lamina
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muscularis mucosae beriicksichtigt, wie sie z. B. auch bei einer Stanz- oder Zangenbiopsie der Submukosa
miterfasst werden. In die Bewertung der Muskularis flossen gegebenenfalls auch Anteile der (Sub-)Serosa und
Gefdlle aulerhalb der Darmzirkumferenz mit ein, wenn diese im jeweiligen Gesichtsfeld sichtbar waren. Von
der Bewertung ausgeschlossen war die Mukosa, da hier vermehrt Artefakte anfallen und physiologisch kaum
Nervenstrukturen zu erwarten sind (siehe Kapitel 4.5.1).

In allen Prédparaten wurde zur Auswertung der zehn konsekutiven Gesichtsfelder der je gleiche
Ausgangspunkt im Priparat und die gleiche Auswertungsrichtung gewéhlt, um die Vergleichbarkeit der Scores
zwischen verschiedenen Protokollen zu férdern. Die Wahl des Auswertungsbereichs hierfiir fiel anhand der
H.-E.-Firbung eines Préparates und hing von der Auswertbarkeit (z. B. in Form gut sichtbarer anatomischer
Strukturen) des Areals ab. Gezdhlt wurden je die positiven von je zehn Gesichtsfeldern in 200-facher
Vergroflerung (ca. 1,2 mm?) anhand zuvor definierter Kriterien (siehe folgendes Kapitel, Tabelle 20 bis Tabelle
23). Zur Vorbereitung eines finalen Auswertungsschemas sowie von Positiv- und Negativkriterien wurden
zundchst Préparate repridsentativer Patienten der Diagnosegruppe mittels IHC und PET Blot gefarbt und
hinsichtlich Farbequalitdt und -quantitit orientierend bewertet. AnschlieBend wurden alle Magen-Priparate
ausgewertet, um qualitative Unterschiede im Reaktionsverhalten zwischen Diagnosegruppe und Kontrollfdllen
zu erarbeiten. Der Magen wurde ausgewihlt, da (im Sinne eines rostro-kaudalen aSyn-Gradienten) eine hohere
Dichte an immunreaktiven Strukturen in weiter oral gelegenen Organ beschrieben wurde (BEACH et al., 2010;
GELPI et al., 2014). In die Positivkriterien fiir ein jeweiliges Gesichtsfeld nahmen wir folglich diejenigen
Muster auf, die sich stark liberwiegend in der Untersuchungsgruppe fanden. Als Negativkriterien wurden
solche Muster erarbeitet, die sich in Kontroll- und Diagnosegruppe gleichermaflen fanden oder aus der
Laborroutine oder Literatur als Artefakte bekannt sind, so z. B. Farbung der Basalmembranen von Gefaf3en.
Ein jeweiliges Gesichtsfeld wurde genau dann als positiv gewertet, wenn fiir mindestens eine Struktur im
Gesichtsfeld galt: alle der Positiv- bzw. Einschlusskriterien (Tabelle 20 oder Tabelle 22) und keine der Negativ-
bzw. Ausschlusskriterien (Tabelle 21 oder Tabelle 23) treffen auf diese Struktur zu. ,,Leere” Gesichtsfelder, die

weder Positiv- noch Negativkriterien erfiillten, wurden als negativ bewertet.

5.2.5.1 Durchlichtmikroskopie

Fiir die Durchlichtmikroskopie nutzten wir ein Setup mit Leica-DM5000B-Durchlichtmikroskop, 10x-Okular,
und 20x-LEICA-PH2-Objektiv (siehe Tabelle 9) zur Auswertung der H.-E.- und IHC-Priparate. Ein Cross-
Check zur Optimierung der Inter-Rater-Reliabilitét erfolgte mittels Olympus BX40 mit Zweitbetrachterbriicke.
Die im folgenden genannten Kriterien beziehen sich auf einzelne Strukturen anhand derer eines der je zehn
Gesichtsfelder als positiv oder negativ bewertet wurde. Demzufolge konnte fiir jedes der drei

Auswertungsprotokolle der IHC je ein Score 0-10 erstellt werden

Beispiel: Fiir das lleum-Prdparat des Falls DLB3 in einer immunhistochemischen
Fiérbung mittels monoklonaler Variante des Antikorpers pSerl29 mk ohne Proteinase-K-

Vorbehandlung waren in der Muskularis 4/10 Gesichtsfelder positiv.
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Ist in der IHC von ,,immunreaktiven bzw. ,,positiven Gesichtsfeldern oder ganzen Préiparaten die Rede, so
ist stets der Bezug auf die folgenden Positivkriterien gemeint. Ist die Sprache von ,,nicht-immunreaktiven® bzw.
»hegativen Gesichtsfeldern oder Priparaten, so ist die Abwesenheit positiver Strukturen gemeint, d. h.
gleichermallen Strukturen, die Negativkriterien erfiillen als auch ,leere” Gesichtsfelder ohne Erfiillung
jeglicher Kriterien. Analoges gilt fiir die im Folgenden dargestellten Positiv- und Negativkriterien der
Auflichtmikroskopie fiir PET Blot.

Tabelle 20: Immunhistochemische Positivkriterien. Die Bewertung einer Struktur als positiv fiir spezifische
aSyn-Reaktivitdt erfolgte anhand folgender Kriterien, die vor Beginn der Endauswertung erstellt wurden.

Erfiillte eine Struktur alle drei Kriterien und kein Negativkriterium, so wurde das Gesichtsfeld als positiv
bewertet.

Kriterium Beschreibung
Firbung Tief dunkelbraune Immunreaktivitit
Anatomische Assoziation zu einem Gefil3, Nerv oder Ganglion. Tangential angeschnittene
Zuordnung Neuriten wurden unabhéingig von ihrer Lage als positiv gewertet.

Lewy-Korperchen, tangential angeschnittener Lewy-Neurit, multiple Lewy-

Morphologie Punkte oder multiple axial angeschnittene Lewy-Neuriten

Tabelle 21: Immunhistochemische Negativkriterien. Analog zur Erarbeitung der Positivkriterien wurden
folgende Kriterien erstellt, die zur Bewertung einer Struktur unspezifisch fiihrten.

Kriterium Beschreibung
Neuronale Muster, die sich z. B. zytoplasmatische Ganglienzellfarbung
auch in Kontrollfillen finden oder flichige Myelinreaktivitét

Firbung nicht-neuronaler Strukturen z. B. Makrophagen oder Driisen

Tiefbraune Farbreaktion, aber beschriankt auf die typisch
»gekriuselt” anmutende Basalmembran

Falsche Farbgebung z. B. tiefschwarze oder hellgelbe Strukturen
Unplausible Lokalisation z. B. in der Mukosa oder einem Gefalllumen

z. B. Kernfarbung oder selektive

Anfirbung des Priparatrandes

Basalmembranreaktivitit

Uberfirbungsartefakte

Uberlagerungsartefakte Falsche Bildebene der Struktur
Formalinpiement Ortlich gehiufte braun-schwarze Punkte
P1g und gelbe Schlieren

Bizarre und polygonale nicht-
physiologische Strukturen

5.2.5.2 Auflichtmikroskopie

z. B. Farb- und Schmutzartefakte

Wir nutzten ein Setup mit Auflichtmikroskop Olympus SZX12, 10x-Okular ,,WHS10X-H/22*, 1x-Objektiv
»DFPLAPO1XPF“ und 20x-Zusatzobjektiv ,,AL-20X* (siche Tabelle 9). Der PET Blot besitzt eine moderate
anatomische Auflésung, mittels der die Zugehorigkeit zu anatomischen Strukturen festgestellt werden kann,
ist diesbeziiglich jedoch der Immunhistochemie unterlegen. Um diesen Nachteil auszugleichen, wurden
Priparate in H.-E.-Firbung als Ubersichtspriparate genutzt. Die Kriterien zur Bewertung der einzelnen
Strukturen und somit der Gesichtsfelder sind insgesamt an denen der IHC orientiert, beriicksichtigen jedoch
die besonderen Reaktivitdtsmuster und Artefakte des PET Blot. Wird in Bezug auf PET Blot von
L<mmunreaktivitit”, , positiver oder ,negativer Bewertung gesprochen, so ist stets der Bezug auf die

Folgenden Positiv- und Negativkriterien gemeint (vgl. auch vorangehendes Kapitel).
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Tabelle 22: Positivkriterien im PET Blot. Die folgenden Kriterien wurden vor Beginn der Endversuche
erstellt und fithren zur Bewertung einer Struktur als positiv fiir spezifische aSyn-Reaktivitit.

Kriterium Beschreibung
Firbung Dunkel-violett mit hellviolettem ,,Schatten* / ,,Hof*
Assoziation zu einem Gefil, Nerv oder Ganglion. Tangential angeschnittene
Neuriten wurden unabhéngig von ihrer Lage als positiv gewertet.
Neuriten (analog den Lewy-Neuriten der Immunhistochemie),
Morphologie intrazelluldre Einschliisse (dhnlich Lewy-Korperchen)
sowie Ansammlungen von Punkten (dhnlich Lewy-Punkten bzw. axialen Neuriten)

Anatomische Lage

Tabelle 23: Negativkriterien im PET Blot. Analog zu den Positivkriterien wurden diese Kriterien erstellt,
die zur Bewertung einer Struktur als unspezifisch fiihren.

Kriterium Beschreibung
Untypisches
Firbeverhalten
Unplausible Lokalisation  z. B. in der Mukosa oder einem GefafSlumen

Bizarr, keiner physiologischen Struktur entsprechend oder in Kontrollféllen

z. B. tiefschwarz ohne violetten ,,Schatten*, braun, gelb

Atypische Morphologie dhnlich auffindbar, z. B. punktférmig oder polygonal

In Kontrollfillen Insbesondere einzeln gelegene, intra- oder extrazelluldre Punkte mit
auffindbare Muster violettem ,,Schatten® sowie Randartefakte

Formalinreaktion Ortlich gehiufte braun-schwarze Punkte und gelbe Schlieren

5.2.6 Informationsverarbeitung und Statistik

Alle Bilder wurden mittels Leica Application Suite, Version 3.8.0 aufgenommen und gegebenenfalls mit
Kennzeichnungen versehen. Mittels ,,GNU Image Manipulation Program®, Version 2.10.22 wurden aulerdem
Bilder in ihrer Helligkeit angepasst und gegebenenfalls weitere Beschriftungen angebracht. Zur quantitativen
Auswertung wurden die zunichst in ,,Microsoft Excel, Version 16.0, zusammengefassten Primirdaten mittels
»RStudio®, Version 1.2 sowie ,,SPSS*, Version 27 weitergehend aufgearbeitet (Details sieche Tabelle 24). Zu
diesem Zweck erfolgte freundlicherweise eine statistische Beratung durch das Institut fiir Medizinische

Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik (IMBEI) am Universititsklinikum des Saarlandes.

Tabelle 24: Verwendete Software

Beschreibung der Software  Versionsnummer Entwickler

EndNote 17.8.0.11583 Thomson Reuters

gﬁgriﬁafélhﬁil;ipulaﬁon Version 2.10.22 Open Source (GIMP Development Team)

Leica Application Suite 3.8.0 Leica Camera AG

Microsoft Excel 16.0.13001.20266 Microsoft Corporation

Microsoft Word 16.0.13029.20344 Microsoft Corporation

RStudio 1.2.5033 Open source (RStudio PBC)

SPSS 27.0.0.0 International Business Machines Corporation (IBM)

Die Daten wurden zundchst mittels Shapiro-Wilk-Test und Quantil-Quantil-Diagrammen auf
Normalverteilung getestet, um geeignete Tests fiir die schlieBende Statistik zu ermitteln. Bei beiden Tests
handelt es sich um Signifikanztests mit der Nullhypothese, die Stichproben seien normalverteilt. Nach

Widerlegung der Nullhypothese wurden einzelne Protokolle mittels Friedman-Rangsummen-Test als
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addquatem Globaltest auf statistische Signifikanz getestet. Es folgte ein paarweiser Signifikanztest via
Wilcoxon-Rangsummen-Test fiir verbundene Stichproben. Fiir unverbundene Stichproben wurde der Mann-
Whitney-U-Test angewandt. Der Signifikanzwert zur Verwerfung der jeweiligen Nullhypothese wurde
konventionell auf 0,05 festgelegt. Zur Korrelation von Immunreaktivitét und klinischen Parametern wurde der
Rang-Korrelationskoeffizient nach Spearman (r) zur Abschitzung der Korrelation bestimmt. Mittels dessen
Quadrat, dem Bestimmheitsmal (1?), konnte anschlieBend gezeigt werden, welcher Anteil der Streuung in den
Daten durch das jeweilige Regressionsmodell erklédrt werden kann.

Zur Bestimmung des aSyn-Gradienten nutzten wir zwei unterschiedliche Ansitze: Einerseits bestimmten
wir auf Basis der immunreaktiven Gesichtsfelder mittels Scoring von x/10 Gesichtsfeldern je Organpriparat
die Dichte der Immunreaktivitét (im Folgenden auch x/10 ,,HPF* fiir High Power Fields, d. h. Gesichtsfelder
in 200-facher VergrofBerung). So konnten wir einen Gradienten der aSyn-Dichte fiir die einzelnen Organe
sowie auch im Vergleich zwischen Submukosa und Muskularis bestimmen (Abbildung 29 und Abbildung 30).

Komplementir und unabhéngig hierzu nutzten wir ein Rankingverfahren auf Einzelfallbasis, welches im
Folgenden néher erklért sei. Fiir das Ranking sichteten wir zunéchst alle Fille mit jeglicher spezifischer
Immunreaktivitat und bestimmten fiir jeden Organabschnitt des GIT, wie stark sich weitere Organabschnitte
desselben Falles ko-reaktiv verhielten. Ausgenommen waren Osophagus und Appendix aufgrund einer zu
geringen Fallzahl. Wir vergaben entsprechende Koreakivitits- bzw. Ranking-Punkte je Organabschnitt, die

geringste Punktzahl entsprach hierbei dem besten Rang (dhnlich Schulnoten).

Beispiel: In der Diagnosegruppe gab es 13 immunreaktive Praparate des Magens. Zu
diesen lielen sich insgesamt 11 Ileum-Priparate derselben Félle finden, von denen 8/11
(73 %) immunreaktiv, d. h. ko-reaktiv mit den Magen-Préparaten, waren. Dahingegen
zeigte sich im Vergleich derselben 13 Magen-Priparate mit 11 Proben des Duodenums
eine Ko-Reaktivitdt bei nur 3/11 (27 %) Féllen, sodass das Ileum einen héheren Rang

erzielte (in diesem Fall das [leum den ersten, das Duodenum den letzten).

Es war moglich, zwischen 0 und 5 Rangpunkte zu erreichen, entsprechend der Organabschnitte des GIT
(Magen, Duodenum, Jejunum, [leum, Kolon und Rektum; 0 Punkte wurden vergeben, um Priparate nicht mit
sich selbst zu vergleichen siehe Tabelle 25). Bei Gleichstand wurde dieselbe Menge an Rangpunkten an beide
verglichenen Organe vergeben. Im abschliefenden Schritt wurden die Rangpunkte aufaddiert: z. B. erreichte
der Magen in der Diagnosegruppe im IHC-Protokoll via 10D2 8 Rangpunkte (3 x 1. Rang + 1 x 2. Rang + 1 x
3. Rang = 8) und somit aufgrund niedrigster Rangpunktzahl den (Gesamt-)Rangplatz Nr. 1, das Duodenum
hingegen im gleichen Protokoll mit 25 Punkten den 6. Platz von 6 Organabschnitten. Dieses Procedere wurde

fiir alle Félle, Organabschnitte des GIT und Protokolle durchlaufen.
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Tabelle 25: Beispiel zur Rangbildung durch Bestimmung der Ko-Reaktivitit auf Einzelfallbasis.
Priaparate der Diagnosegruppe mit koreaktiven Vergleichspraparaten (n = 58) in der IHC via 10D2 und
Proteinase-K-Vorbehandlung. Zur Veranschaulichung sind die Organabschnitte bereits ihren Rangpunkten
nach geordnet. Anhand der Rangpunkte erhielte in diesem vereinfachten Schema das Rektum den ersten Rang,
das Duodenum den letzten. In der tatséchlichen Auswertung wurden die Rangpunkte sdmtlicher solcher
Rankings (d. h. fiir jeden Organabschnitt des Gastrointestinaltraktes) addiert, um einen aussagekréftigen
Gesamtwert zu erhalten. Grau unterlegt ist die Koreaktivitit des Magens ,,mit sich selbst”, es werden hierfiir
0 Punkte vergeben.

Ko-Reaktivitat mit Magen-Praparaten. Diagnosegruppe, IHC via 10D2 und PK-Vorbehandlung

Rangpunkte 0 1 2 3 4 5
GIT-Abschnitt Magen Rektum lleum Jejunum Kolon Duodenum
Im"rnunreaktlve 13 6 8 6 3 3
Préaparate

Gesamtzahl Praparate 13 8 11 9 6 11

% Immunreaktiv/Gesamt 100 75 73 66 50 27

Zur Bestimmung einer Mindestbiopsiegrofle wurde schlieBlich aus der Anzahl der immunreaktiven pro jeweils
zehn High-Power-Fields (HPF) darauf geschlossen, wie viele benétigt werden, um mit 95 % Konfidenz
wenigstens eines mit spezifischer Immunreaktivitit (vgl. Tabelle 20 bzw. Tabelle 22) zu entdecken. Das
Procedere sei im Folgenden beschrieben: Es wurde zunichst die Zahl der nicht-immunreaktiven (negativen)
HPF berechnet (Beispiel: 2/10 negative, wenn 8/10 HPF immunreaktiv waren). Um nun zu ermitteln, wie viele
HPF zur Diagnose ausreichen, wurde der Wert pro zehn HPF in mehreren Iterationen mit sich selbst

multipliziert und das Ergebnis mit dem Konfidenzintervall von 95 % verglichen.

Beispiel: Es ergibt sich bei 2/10 (= 0,2 = 20 %) negativen Gesichtsfeldern: 0,2° = 0,04,
also eine Wahrscheinlichkeit von 4 %, dass in zehn HPF keine Immunreaktivitdt gefunden
wird bzw. mit 96 % Wahrscheinlichkeit ein positives HPF auffindbar ist. Es waren im
Beispiel somit zwei Iterationen (0,2 x 0,2) und entsprechend zwei HPF notig, um mit

95 % Konfidenz eine Diagnose stellen zu kénnen.

Gegenbeispiel: bei 8/10 negativen HPF wdren schon 14 Iterationen und
dementsprechend 14 HPF auszuwerten, um unter die Signifikanzgrenze zu gelangen,

denn 0,8 = 0,044, ergo < 0,05.

Da die GroBe eines HPF in 200-facher VergroBerung in Auflicht- und Durchlichtmikroskopie jeweils mit 1,131
mm? bekannt war, konnte mit Hilfe der berechneten HPF auf die Mindestbiopsiegréfe der einzelnen Fille der
Diagnosegruppe geschlossen werden (siehe Tabelle 43 im Kapitel 6.2.6). Falls alle HPF eines Protokolls
negativ waren, betrug die Wahrscheinlichkeit fiir ein zuféllig ausgewéhltes negatives HPF 100 %, weshalb der

entsprechende Wert lediglich als liber dem ermittelbaren Hochstwert liegend klassifiziert wurde (> 32,8 mm?).
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6 Ergebnisse

Vor der Darstellung unserer qualitativen (morphologischen) und (semi-)quantitativen Ergebnisse aus den
Verfahren PET Blot und IHC sollen zunichst exemplarische H.-E.-Farbungen und Positivkontrollen vorgestellt
werden. Dies dient dem didaktischen Zweck, eine Vorstellung iiber die Anatomie der Priparate sowie {iber
AusmalB und Qualitdt der zentralen Lewy-Pathologie (siche auch Abbildung 5) unserer Félle zu erhalten. In
diesem Rahmen wird fiir den PET Blot auch auf einen wichtigen Fallstrick in der Vorbehandlung hingewiesen.
Im Anschluss werden die qualitativen Ergebnisse aus der IHC und dem PET Blot danach aufgeschliisselt, ob
sie unseren im Voraus erarbeiteten Positiv- und Negativkriterien entsprachen. Besonderes Augenmerk legen
wir dabei in beiden Verfahren auf Artefakte, welche leicht mit spezifischer Immunreaktivitdt verwechselt
werden konnen, sowie darauf, ob auch Kontrollfille Immunreaktivitdt aufweisen, die unseren Kriterien von
Morphologie, Lokalisation und Féarbung entsprechen.

Im zweiten Teil kommen wir — analog zur Durchfiihrung der Studie — zur quantitativen Auswertung unserer
Ergebnisse und schlielich zum Staging nach Braak. Fiir die quantitative Auswertung halten wir uns eng an
unsere explorative Hypothese, der Gastrointestinaltrakt sei ein zur neuropathologischen Diagnose der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten geeignetes Ziel und fiihren eine schrittweise systematische Auswertung
zur Beantwortung unserer Forschungsfragen durch: (I) Bestimmung eines a-Synuklein-Gradienten im Sinne
einer Dichtebestimmung je Organ und eines Rankings auf Einzelfallbasis sowie im Vergleich von Submukosa
und Muskularis; (II) eine daran anschlieBende Einzelfalldarstellung derjenigen Fille mit besonders hoher a-
Synuklein-Dichte und (III) eine Korrelationsanalyse mit klinischen Parametern, um komplementér zur
Gradientenbestimmung Auskunft tiber pathophysiologische Implikationen unserer Studie zu erhalten; (IV) ein
Vergleich der Protokolle untereinander sowie (V) der Sensitivitit und Spezifitit hingegen zielen stérker auf
das diagnostische Interesse unserer Studie ab. Wir schlieBen die quantitative Auswertung mit (VI) dem Versuch
der Berechnung einer Mindestbiopsiegrofle in Abhéangigkeit von Methode und Fall. Das Staging nach Braak

und McKeith ordnet die gewonnenen Daten in einen klinisch-neuropathologischen Kontext ein.
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6.1 Qualitative Auswertung

6.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Abbildung 17: Die hohe anatomische Auflosung der Himatoxylin-Eosin-Firbung veranschaulicht
Strukturen des enterischen Nervensystems. A, B und D in 400-facher VergroBerung (Balken entspricht je
50 um), C in 200-facher VergroBerung (Balken entspricht 100 pm). A Ein Ganglion der Submukosa liegt der
dariiber liegenden Muscularis mucosae an (PSP2; Kolon). B Ein geschléngelter Nerv verbindet zwei solcher
Ganglien (oben links nach unten rechts) der Submukosa (PD4; Rektum). C Nervenstringe fiihrende
Bindegewebssepten verbinden die Submukosa (oben) mit der Muskularis, wo sie sich stark verzweigen
(MSA1; Osophagus) und in den D Plexus myentericus iibergehen, hier mit groBen Ganglienzellen neben
kleineren Gefédllen (selbes Priparat wie in C).
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Anhand der H.-E.-Farbung, kann die Physiologie des Gastrointestinaltraktes demonstriert werden. In der meist
stark aufgelockerten Submukosa fanden sich der Muscularis mucosae anliegend kleine Anhdufungen von
Ganglienzellen im Plexus submucosus internus (Meissner) sowie der Ringmuskelschicht angelagert im Plexus
submucosus externus (Schabadasch). Die beiden Plexus konnten anhand der charakteristischen, runden
Ganglienzellen (Abbildung 17 A, B, D) identifiziert und entsprechend ihrer Lokalisation differenziert werden.
Des Weiteren fanden sich Nervenstrange, welche die Ganglien miteinander zu Plexus verbinden (Abbildung
17 B) sowie Gefidlle unterschiedlichen Kalibers (z. B. Abbildung 17 D zwischen Ganglienzellen und Muskel).
Von der Submukosa ausgehend waren Bindegewebsstralen zu sehen, welche in die Muskularis ziehen
(Abbildung 17 C), in der sie sich auffachern und den Plexus myentericus (Auerbach) umgeben (Abbildung 17
D). Der Plexus myentericus war im Vergleich zum Plexus submucosus ldnglicher und weniger kompakt, jedoch
mit subjektiv dhnlicher Anzahl und Morphologie der Ganglienzellen (Vgl. Abbildung 17 A und D). Einzelne

Anteile des Plexus konnten auch an der Grenze zur Subserosa bzw. Submukosa entdeckt werden.
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6.1.2 Positivkontrollen

D

Abbildung 18: Ein retikulires Muster aus Lewy-Koérperchen und Neuriten mit geringer
Hintergrundreaktivitit bestiitigte die hohe Qualitit eines immunhistochemischen Versuchs. Kortikale
Lewy-Pathologie des Kontrollfalls DLBS5 in 400-facher Vergroferung (Balken je 50 pm). A Ein Protokoll mit
10D2 ohne Vorbehandlung (nicht in die Endauswertung einbezogen) weist stirkere Hintergrundreaktivitit auf
wohingegen B 10D2 mit Proteinase-K-Vorbehandlung praktisch keine aufweist. C pSer129 (monoklonal) ohne
Vorbehandlung und D pSerl29 (monoklonal) mit Proteinase-K-Verdau zeigten vergleichbare
Reaktivitdtsmuster.
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Die Kortex-Priparate des als Positivkontrolle genutzten Falles (DLB5) zeigten in allen Protokollen reichlich
Lewy-Pathologie (Abbildung 18 A bis D). Gleichzeitig fanden sich in den in die Endauswertung einbezogenen
Protokollen (Abbildung 18 B bis D) keinerlei mit Lewy-Pathologie verwechselbaren Artefakte im ZNS. Der
Antikdrper 10D2 mit PK-Vorbehandlung wies die charakteristischen Einschlusskorperchen kortikalen Typs
auf neben versprengter extrazelluldrer Immunreaktivitit mit kaum Hintergrundfairbung (Abbildung 18 B).
Vorversuche mit 10D2 ohne Vorbehandlung hingegen (nicht in quantitative Auswertung einbezogen)
erbrachten ein diffuses Hintergrundmuster (Abbildung 18 A), das sich in keinem anderen Protokoll in dieser
Ausprdagung wiederfand. Unter den via pSer129 mk gefarbten Kortexpréparaten lieen sich keine eindeutigen
Abgrenzungsmerkmale zwischen den Protokollen mit und ohne PK-Vorbehandlung ausmachen (Abbildung 18
C und D). Im Vergleich zu pSer129 wies das 10D2-Protokoll mit PK-Vorbehandlung (Abbildung 18 B) zwar
ein dhnliches Muster kortikaler Lewy-Kd&rperchen auf, jedoch mit etwas geringerer Dichte an neuritischen
Strukturen. Ein retikuldres Muster neben- und iibereinander liegender Neuriten sowie einzelner Lewy-
Korperchen war in allen Protokollen ein Merkmal hoher Qualitidt der mit dieser Positivkontrolle gefarbten

Reihe (vgl. Abbildung 18 C sowie prominent in Abbildung 32 B, Kapitel 6.3).
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Abbildung 19: Ein feines synaptisches Muster und gleichméfBiges Firbeverhalten der Positivkontrolle
signalisierten einen gelungenen Versuch im PET Blot. Kortikale Lewy-Pathologie des Kontrollfalls DLBS.
A (10D2 1:5.000) und B (pSer129 pk 1:10.000): Lewy-Korperchen und synaptisches Reaktivitdtsmuster
(jeweils 200-fache VergroBerung, Balken 100 um). C Nahaufnahme des synaptischen Musters inklusive feinen
Neuriten und eines Lewy-Korperchens in der oberen Bildhilfte (10D2 1:5.000; 500-fach, Balken 40 um). D
Eine fehlerhafte Vorbehandlung ist erkennbar an der inhomogenen Verteilung der kortikalen Lewy-Pathologie.
Auch im Detektionsprozess entstandene weille Kratzer lassen sich im Kortex (oben) erkennen, was durch eine
niedrige Einstellung der Schiittelplatte vermieden werden kann. In der Substantia alba (unten rechts) findet
sich regelméaBig kaum Immunreaktivitdt (10D2 1:2.000; 50-fach, Balken 400 pm).
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Im PET Blot (Abbildung 19) zeigten die Positivkontrollen bei guter Farbung neben retikuldrer Morphologie
aus LB und {ibereinander liegenden LN auch ein ,,synaptisches* Farbemuster mit Mikroaggregaten iiber dem
gesamten Kortex (Detailaufnahme in Abbildung 19 C), teils bis in die weile Substanz reichend. Dieses Muster
sowie eine homogene, dunkel-violette Farbung im gesamten Kortex der Positivkontrollen (vgl. Abbildung 19
A und B im Gegensatz zu D) sprachen fiir die hohe Qualitét eines Farbedurchgangs. 10D2 und pSer129
erbrachten qualitativ und quantitativ in etwa vergleichbare Ergebnisse. Was pSer129 angeht, war die
polyklonale Variante subjektiv stirker immunreaktiv. Der nur fiir Vorversuche in Verdiinnung 1:2.000
verwendete Antikorper LB509 (Abbildung 27 C) zeigte auch im Kortexgewebe eine sehr intensive Farbung
trotz Farbezeit von nur wenigen Sekunden. Ein replizierbarer Fallstrick, der potentiell alle Farbungen betraf
und den wir in der IHC nicht beobachten konnten, war die ungleichmiBige Kortexfarbung unserer
Positivkontrollen (Abbildung 19 D). Derartige UngleichméBigkeiten konnten vermieden werden, wenn die
Praparate wihrend der PK-Vorbehandlung mindestens zwei Mal im Abstand von je zwei Stunden durch
Schwenken neu mit dem Antikdrper benetzt wurden. Alles in allem waren die Farbung von aSyn-Aggregaten
in der GroBhirnrinde mittels PET Blot mittels aller getesteten Antikorper morphologisch vergleichbar und die
Qualitét der von uns erarbeiteten Protokolle gut, sodass eine quantitative Auswertung der enterischen Proben

durchgefiihrt werden konnte.
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6.1.3 Immunhistochemie

6.1.3.1 Histopathologie
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Abbildung 20: Ein Ganglion am Rand der Muskularis zeigt vergleichbare Farbemuster in einer
Schnittserie vier immunhistochemischer Protokolle. DLB2 in 400-facher VergroBerung (Balken je 50 pm).
Protokolle A, C und D wurden in die Endauswertung einbezogen, b ist zur Veranschaulichung der
Gleichwertigkeit des polyklonalen Antikorpers in der IHC dargestellt. Das Ganglion befindet sich in der Mitte
des Bildes, erkennbar an den runden Ganglienzellen und der in einen Nervenstrang in Richtung Muskularis
auslaufenden Morphologie. A 10D2 1:1.000, PK-Vorbehandlung. B pSer129 (polyklonal) 1:10.000, PK-
Vorbehandlung C pSer129 (monoklonal) 1:10.000, ohne Vorbehandlung. D pSer129 (monoklonal) 1:10.000,
PK-Vorbehandlung. Im PET Blot fand sich an gleicher Stelle keinerlei Immunreaktivitét.
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Es zeigten sich vergleichbare Farbemuster in allen IHC-Protokollen (Abbildung 20 A-D). Dabei fanden sich
immunreaktive Strukturen in der Diagnosegruppe, die sich morphologisch am ehesten als Lewy-Neuriten (LN),
Lewy-Korperchen (LB) und Lewy-Punkte einordnen lieen. Daneben entdeckten wir auch Muster, welche sich
iiber alle IHC-Protokolle gleichermallen wiederfanden. Obwohl sich Immunreaktivitdt auch in Kontrollfallen
versprengt entdecken lief3, waren immunreaktive Strukturen der Diagnosegruppe insgesamt prominenter (im
Sinne intensiver Anfarbung und klar abgrenzbarer Immunreaktivitdt) und die Strukturen fanden sich auch an
anderen Stellen des Priparates in &hnlicher Form wieder (im Gegensatz zu rein fokalen Artefakten).
Hinsichtlich der Firbequalitit fiel kein Unterschied zwischen Submukosa und Muskularis auf. In der
Umgebung der Submukosa waren neben positiven Ganglienzellen auch viele neuritische Strukturen in der
Muscularis mucosae und in der Ndhe submukosen Gefa3e zu finden. Immunreaktive Strukturen der Muskularis
beschrénkten sich auf die Nervenplexus mit Ausnahme weniger tangential angeschnittener Neuriten. Artefakte
waren hiufig fokal betont, am Préparatrand, in der Mukosa sowie im Bindegewebe und in GefaBwénden.
Vom subjektiven Standpunkt aus waren die Priparate der Diagnosegruppe ,,schwieriger auszuwerten,
da sich neben eindeutiger Lewy-Pathologie reichlich Strukturen fanden, die zwar Immunreaktivitit zeigten,
jedoch teils schwer von artefiziellen Mustern abzugrenzen waren. So lieen sich in Grenzfillen putative
solitdre, transversal angeschnittene LN nicht sicher von Artefakten wie schwarzem Formalinpigment
unterscheiden. Im direkten Vergleich unserer Farbemethoden mittels Serienschnitten fand sich eine insgesamt
dhnliche Firbequalitdt und -quantitdt aller Protokolle (Abbildung 20 A-D). So zeigten die drei in der
Endauswertung genutzten Protokolle (Abbildung 20 A, C und D) sowie ein Protokoll mit der polyklonalen
Variante des Antikdrpers pSer129 aus den Vorversuchen (Abbildung 20 B) quantitativ und qualitativ dhnliche
Ergebnisse. Auffillig war lediglich eine dezente Zytoplasma- und Myelinfarbung via 10D2, was jedoch zu
keinem Zeitpunkt die Auswertung beeintrachtigte. Am Beispiel dieser Serienschnitte sowie auch entsprechend
unserer Erfahrung in der endgiiltigen Auswertung der Schnitte zeigte sich das hochste Reaktivitétsniveau fiir
den Antikdrper pSer129 mk, was umso mehr hervortrat, wenn eine Vorbehandlung mittels PK gewahlt wurde

(Abbildung 20 C). pSer129 mk und pk waren ansonsten — in der IHC(!) — in ihrem Farbeverhalten identisch.
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Abbildung 21: Immunreaktivitit in Priparaten der Diagnosegruppe: Lewy-Pathologie des
Gastrointestinaltrakts. 400-fache Vergroferung (Balken je 50 upm). A Lewy-Korperchen mit
kometenschweifartigem Ausldufer nahe submukdsen GefdaBlen des Ileums (DLBS; pSer129 1:10.000 ohne
Vorbehandlung). B Lewy-Kdorperchen mit Kernaussparung in einem Nerv der 6sophagealen Muskularis (PD4;
pSer129 1:10.000 mit PK-Vorbehandlung). C Transversal angeschnittene Lewy-Neuriten im Plexus
myentericus (DLB3; 10D2 1:1.000 mit PK-Vorbehandlung). D Ein tangential angeschnittener Lewy-Neurit im
Verlauf durch die Muskularis des Jejunums in seiner typischen gewundenen Morphe (PDD2; pSer129 1:10.000
ohne Vorbehandlung).
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Es lieBen sich diverse Muster ausmachen, die sich in ihrer Auspragung nicht (Abbildung 21 A, B, D) oder sehr

selten (Abbildung 21 C) in Kontrollfillen wiederfanden. Dazu geh6ren Muster wie Immunreaktivitit in Form

von LB (Abbildung 21 A) sowie flachige Immunreaktivitit des Zellsoma mit Kernaussparung (Abbildung 21

B), die zwar charakteristisch, aber nur sehr vereinzelt in der Diagnosegruppe zu finden waren. Haufiger fanden

sich multiple transversal (Abbildung 21 C) oder vereinzelte tangential angeschnittene LN in den Nerven und

Ganglien des Darmplexus sowie teils frei in der Muskularis (Abbildung 21 D). Insbesondere die DLB-Fille

wiesen duflerst prominente Auspragungen der Lewy-Pathologie auf (vgl. Abbildung 21 A). Die folgenden

Féarbemuster waren in der Diagnosegruppe zu finden und entsprachen den im Voraus bestimmten Kriterien

korrekter Férbung, anatomischer Zuordnung und Morphologie (siehe auch Tabelle 20 und Tabelle 21, Kapitel
52.5.1):

Y/
0'0

Lewy-Korperchen (LB): Meist solitdre Einschlusskorperchen innerhalb der Nervenzellen des Plexus
submucosus sive myentericus. Nicht immer sind die Ganglienzellen trivial identifizierbar, sodass eine
Lage in der Muscularis mucosae oder perivaskulér imitiert werden kann (siehe z. B. Abbildung 21 A).
Zwar sind sie charakteristisch und bereits in niedriger Vergroferung erkennbar, jedoch finden sie sich
im Vergleich zu Punkten und Neuriten seltener. Die LB sind tief dunkelbraun und klar abgrenzbar.
Lewy-Punkte: Kleiner als die LB imponieren Lewy-Punkte als intrazelluldre, haufig multiple,
dunkelbraune Zelleinschliisse des Soma. Sie sind seltener als die LN und ohne hinreichende
anatomische Information schwer von diesen zu unterscheiden.

Lewy-Neuriten (LN): Diese lassen sich potentiell in allen Abschnitten des GIT und
Darmwandschichten finden. Besonders hdufig begleiten sie Gefdfle oder finden sich in den Ganglien.
Auch in der Muscularis mucosae fanden sich diese Strukturen reichlich. Die tangential
angeschnittenen LN sind gewunden bis fadenformig mit gelegentlichen Auftreibungen, womit sie eine
unverwechselbare Gestalt aufweisen (Abbildung 21 D). Die hiufigeren axialen (transversalen)
Anschnitte hingegen sind als dunkelbraune Punkte erkennbar (Abbildung 21 B und C), jedoch mit

unspezifischen Farbablagerungen verwechselbar, wenn sie solitir vorliegen.
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Abbildung 22: Lewy-Pathologie findet sich in der Immunhistochemie vereinzelt auch in Kontrollfillen.
400-fache VergroBerung (Balken je 50 pm). A GefdBnaher LN mit typischen Auftreibungen in der Submukosa
des Jejunums (PSP4; 10D2 1:1.000 mit PK-Vorbehandlung). B Ein LN entspringt dem Plexus myentericus im
Duodenum eines Patienten multiplen Hirninfarkten (HI1; pSer129 mk 1:10.000 ohne Vorbehandlung). C
Transversal angeschnittene LN im Plexus submucosus (Selbes Préparat wie in A). D Neben Formalinpigment
finden sich fragliche Lewy-Neuriten (Pfeile) in einem submukésen Nerven des Kolons (CBD3; 10D2 1:1.000
mit PK-Vorbehandlung).
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Auch viele Strukturen der Kontrollgruppe erfiillten ein bis zwei der vordefinierten Positivkriterien, hatten also
z. B. eine tiefbraune Farbung und typische Morphologie, jedoch eine unplausible Lokalisation und konnten
somit als Artefakt von der Auswertung ausgeschlossen werden. In einigen Kontrollféllen fanden sich jedoch
auch Reaktivitdtsmuster, welche allen unserer im Voraus definierten Kriterien entsprachen (Abbildung 22).
Vergleichsweise hdufig waren dabei transversal (Abbildung 22 C), seltener tangential angeschnittene LN
(Abbildung 22 A, B, D). LB fanden wir in keinen unserer Kontrollfélle. Die meisten dieser Félle zeigten
keinerlei Immunreaktivitit, wiahrend einzelne Prdparate an mehreren Stellen teils markante Muster (vgl.
Abbildung 22 A) aufwiesen. Charakteristische Muster von Artefakten zu unterscheiden, war teils sehr
schwierig, wie die in Abbildung 22 D gezeigten Nerven mit Formalin-Uberlagerung und fraglichen
neuritischen Strukturen (Pfeile) zeigen. Protokollspezifische Unterschiede ergaben sich hierbei nicht (vgl.
Abbildung 22).

Insgesamt fanden sich in den verschiedenen Abschnitten des GIT die gleichen Muster wieder, die zuvor
bereits in einer initialen Durchsicht der gastrischen Priaparate entdeckt wurden. In Serienschnitten zum
unmittelbaren Vergleich der Protokolle zeigten sich alle von diesen qualitativ und morphologisch &hnlich. Eine
Ausnahme war lediglich die leicht erhohte Reaktivitdt der Myelinscheiden und Zellkdrper bei Verwendung des
Antikorpers 10D2, was unsere Auswertung jedoch nicht beeintrichtigte. Zwar war die Differenzierung
zwischen Artefakt und charakteristischer Reaktivitdt fiir einzelne Strukturen in der Diagnosegruppe
schwieriger und auch in Kontrollféallen zeigten sich immunreaktive Muster. Jedoch stach die Diagnosegruppe
mit einer hohen Dichte und markanten Ausprigung von Lewy-Pathologie hervor — besonders in den DLB-
Féllen. Anhand vordefinierter Kriterien konnten wir fiir die IHC somit mehrere typische aSyn-Muster im GIT
unserer Parkinson-, PDD- und DLB-Fille definieren. Es bleibt zu bedenken, dass diese Muster — in der

Immunhistochemie (!) — keine Exklusivitat fir die a-Synuklein-Aggregationskrankheiten beanspruchen.
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6.1.3.2 Artefakte
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Abbildung 23: Immunhistochemische Artefakte konnen Merkmale der Lewy-Pathologie imitieren.
Teilabbildung G in 200-facher VergroBerung (Balken 100 pum), {ibrige 400-fach vergroBert (Balken je 50 pum).
A Schwach immunreaktive Zellkerne (Pfeile) im Plexus myentericus des Kolons (PSP2; pSer129 mk 1:10.000
ohne Vorbehandlung). B Granulédr-zytoplasmatische Immunreaktivitit (Pfeil) einer Zelle des Plexus
myentericus (selbes Priaparat wie A). C Myelin- (links), Kern- (Pfeil) und Erythrozytenfiarbung (rechts) im
Plexus myentericus des Magens (PSP2, pSer129 mk 1:10.000 mit PK-Vorbehandlung). D Ein granuléres
Muster (Pfeil) dhnlich einem LN, jedoch heller und ohne gewundene Morphologie, liegt frei in der Muskularis
vor (vPD3; 10D2 1:1.000 mit PK-Vorbehandlung). E Einzelne hellgelbe extrazelluldre Punkte (oben) und
Randartefakt (unten) bei ausgespartem Plexus myentericus des Magens (selbes Praparat wie in D). F Farbung
der Basalmembranen submukdéser Gefale des Ileums (VPD3, pSer129 mk 1:10:000 ohne Vorbehandlung). G
Diffuse Immunreaktivitit eines tangential angeschnittenen peripheren Nervs in der Subserosa des Magens
(HI1; pSer129 mk ohne Vorbehandlung). H Ahnliches Muster wie G an einem axial getroffenen Nerv in der
Muskularis des Magens (PSP1; 10D2 1:1.000 mit PK-Vorbehandlung). I Dunkles Pigment an submukodsen
GeféalBen und in Zellen des Plexus submucosus im Kolon (PD4; 10D2 1:1.000 mit PK-Vorbehandlung).
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Neben (Lewy-)Histopathologie fanden sich vielfaltige Artefakte in der IHC. Diese Muster wurden vor Beginn

der quantitativen Auswertung erfasst und als Negativkriterien systematisiert (Tabelle 21). Artefizielle

Strukturen miissen sorgfiltig von der Lewy-Pathologie differenziert werden, welche in Farbe (Abbildung 23

A bis I), anatomischer Lokalisation (Abbildung 23 A bis C, G bis I) oder Morphologie (Abbildung 23 B, D, G,

I) imitiert werden kann. Folgende Farbemuster fanden sich in Kontrollfillen und Diagnosegruppe

gleichermallen, wichen in wenigstens einem Punkt von unseren Positivkriterien ab und wurden folglich als

Artefakt erfasst:

Y/
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Homogene, helle Zytoplasma- oder Kernfarbung, besonders in Ganglienzellen (Abbildung 23 A).
Hellgelbe Punkte, extrazelluldr und ohne klare anatomische Pradilektion; heller als Lewy-Punkte und
axiale LN (&hnlich Abbildung 23 E).

Reaktivitit der Basalmembran, intramural-vaskulére Immunreaktivitit (Abbildung 23 F).

Granuldres Muster in Ganglienzellen (Abbildung 23 B), seltener frei und langlich angeschnitten in der
Muskularis oder anderer Lokalisation anzutreffen (Abbildung 23 D).

Mpyelinreaktivitit: innerhalb gut definierter Nerven des GIT zeigten sich wiederholt diffuse, zytoplas-
matische, hellgelbe Schlieren (Abbildung 23 G und H).

Blutzellen: Makrophagen, Granulozyten, Erythrozyten waren in der Mukosa und den GefidBBen
schwach braunlich angefirbt (Abbildung 23 C, rechts).

Extrazelluldre Schlieren und Randartefakte: Diffuse oder gleichmiBige, teils hell gepunktete Hinter-
grundfarbung. Haufig in der Muskularis, ansonsten aber ohne anatomische Préadilektion (prominent in
Abbildung 23 E).

Immunreaktivitit exokriner Driisen beobachteten wir nur in unseren Vorversuchen unter Verwendung
von hoch konzentriertem monoklonalem pSer129 (1:2000).

Uberlagerungsartefakte stachen aus der Bildebene heraus und waren so leicht identifizierbar.
Lufteinschliisse entstanden gelegentlich im Trocknungsprozess und lieBen insbesondere die Zellkerne
der Nervenzellen artifiziell dunkel erscheinen, stachen jedoch ebenfalls aus der Bildebene heraus.
Diffus verteilte hellgelbe Formalinschlieren und schwarzes Pigment (Abbildung 22 D sowie
Abbildung 23 1).
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Eine Kernfirbung fand sich insbesondere als Uberfirbungsartefakt in hheren Antikdrper-Konzentrationen
(z. B. in Protokollen mittels monoklonalem pSer129 1:2.000) oder bei lédngerer Inkubationszeit (> 8-10
Minuten) in Ganglienzellen (Abbildung 23 A und C). Die Reaktivitit der Basalmembranen war in manchen
Fillen so stark ausgeprigt (Abbildung 23 F), dass Lewy-Neuriten in allen morphologischen Aspekten imitiert
wurde. Ein fein-granuldres Muster in Ganglienzellen und seltener frei vorliegend und lénglich in der
Muskularis kann in der IHC zwar Lewy-Pathologie nachahmen (Abbildung 23 B und D). Jedoch sind diese
Muster heller und weniger rund als Lewy-Korperchen (man vergleiche z. B. Abbildung 23 B mit Abbildung
21 A) bzw. weniger gewunden als die Lewy-Neuriten (man vergleiche z. B. Abbildung 23 D mit Abbildung 21
D oder Abbildung 22 A). Lufteinschliisse iiber Zellkernen fanden sich in Préparaten, die mit zu wenig Entellan
zwischen Objekttrager und Deckpléttchen eingedeckt wurden (&hnlich Abbildung 23 A, jedoch dunkler).
Uberfirbungs- und Randartefakte sah man besonders in Priparaten, die im Firbeprozess wenig gespiilt wurden
und dadurch angetrocknet sind, in geringem Malle aber in vielen Préparaten. Diffuse Formalinschlieren und
schwarzes Pigment fanden sich regelméBig und erschwerten bei starker Ausprigung die Auswertung einzelner
Regionen der jeweiligen Praparate (Abbildung 22 D und Abbildung 23 I).

Wir fanden in den immunhistochemischen Fiarbungen somit Strukturen, die allen vorher festgelegten
Kriterien der Farbung, anatomischen Zuordnung und Morphologie (siche auch Tabelle 20 und Tabelle 21 im
Kapitel 5.2.5) entsprachen. Selten entdeckten wir auch Immunreaktivitdt dhnlich Lewy-Pathologie in
Kontrollféllen. Insbesondere Farbreaktionen, die neuritischen Strukturen in transversalem und tangentialem
Anschnitt entsprachen fanden sich in mehreren Priparaten. Ausgepriagte LB und Nervenzellreaktionen mit
Kernaussparung hingegen waren in der Diagnosegruppe zwar sehr selten, jedoch charakteristisch fiir diese.
Daneben zeigten sich vielfiltige Muster, die unsere Kriterien nur unvollstdndig erfiillten und somit zwar teils

schwer, jedoch letztlich eindeutig abgrenzbar waren.
6.1.4 Paraffin-Embedded Tissue Blot

Im Vergleich zur IHC fiel im PET Blot sofort die geringere Dichte an Immunreaktivitit auf. Gleichzeitig war
die anatomische Auflosung physiologischer Strukturen geringer, da der PET Blot keinerlei Gegenfarbung
verwendet. Wahrend die Morphologie der immunreaktiven Strukturen (also LB, tangentiale LN sowie multiple
axiale LN und Lewy-Punkte) grundsétzlich dhnlich zu der in der [HC war, fanden sich wesentliche
Unterschiede hinsichtlich der beobachteten Artefakte. Genutzt wurden die Antikdrper 10D2 und pSer129,
wobei letzterer in Vorversuchen in monoklonaler (mk) und polyklonaler (pk) Variante getestet wurde. Anders
als in der IHC wurde jedoch im PET Blot nur die polyklonale Variante fiir die Endversuche verwendet, da sich
beim monoklonalen Antikorper auch in Kontrollfdllen eine morphologisch von LN nicht unterscheidbare
Kreuzreaktivitit mit vaskuldren Basalmembranen zeigte. Sofern nicht anders angegeben, beziehen sich daher
Angaben zu pSer129 im PET Blot stets auf die polyklonale Variante. Farbreaktion und Morphologie der

Durchgéinge mittels 10D2 und beider getesteter pSer129-Varianten waren insgesamt vergleichbar.
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6.1.4.1 Histopathologie
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Abbildung 24: Muster der Aggregat-Pathologie in der Diagnosegruppe mittels PET Blot. A, D und E in
100-facher VergroBerung (Balken je 200 pum), auch B 100-fach; C 200-fach vergroBert (Balken 100 pm).
A Lewy-Pathologie in Form von LN und einem LB (violett) findet sich in der Muscularis mucosae des Magens.
Die Submukosa verlduft unten links nach oben rechts mit Gefdfien (braun), umgeben von Mukosa (oben,
unscharf und rechts. PDD3; 10D2 1:5.000). B Markante LB und LN in der Submukosa des Magens (DLBS;
10D2 1:5.000). C Ein LN liegt in gewundener Form in einem subserdsen peripheren Nerven des Ileums
(DLB3; pSer129 pk 1:10.000). D Immunreaktive Strukturen weisen auf den Plexus submucosus zwischen
GefdBlen des Magens hin (PDD3; 10D2 1:5.000). E Ein prominent immunreaktiver Plexus myentericus verlauft
zwischen Ring- und Langsmuskelschicht am Rande eines Ileum-Préparats (DLB4; 10D2 1:5.000).

Die tangential angeschnittenen LN (Abbildung 24 C) stellten sich als morphologisch verlésslichste Strukturen
mittels 10D2 und (polyklonalem) pSer129 gleichermallen heraus. Zwar waren diese im Vergleich zur IHC
seltener, jedoch fanden sie sich in fast keinen Kontrollfdllen. Ausgepragte LB waren wie auch in der IHC selten.

Die Exemplare in unserer Studie besaflen eine homogene tiefviolette Farbe und einen hellvioletten Hof, waren
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leicht entrundet und am ehesten im Bereich der Submukosa anzutreffen (Abbildung 24 A und B). Der Plexus
myentericus konnte gut aufgefunden werden und war leicht von seiner Umgebung abzugrenzen, da praktisch
keine potentiell konfundierenden Strukturen in der Nihe lagen (Abbildung 24 E und Abbildung 26). In der
Submukosa hingegen gab es zwar eine vergleichbare Dichte an Aggregat-Pathologie — insbesondere
perivaskulér (Abbildung 25) — jedoch fand sich nur selten ein so klar abgrenzbarer Plexus submucosus wie in
Abbildung 24 D. Aufgrund der miBigen anatomischen Auflosung im PET Blot konnten axiale LN und Lewy-
Punkte faktisch nicht voneinander unterschieden werden. Wie auch in der IHC befand sich ein relevanter Anteil
an Immunreaktivitdt in Form von LN und LB auch im Bereich der Muskularis mucosae.
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Abbildung 25: Die Aggregat-Pathologie in Form von Lewy-Neuriten fand sich am hiufigsten
perivaskulir. Submukosa des Magens, DLB5. A Zwei Gefidf3e der Submukosa dominieren den Bildausschnitt
des H.-E.-Préparats (100-fache VergroBerung; Balken 50 um). B PET-Blot-Farbung via 10D2 1:5.000 auf
gleicher Hohe. Es sind Ansammlungen tangential und axial angeschnittener Lewy-Neuriten (oben und links-
unten) zu sehen (Vergroferung wie in A). C Detailauthahme geschlidngelter Lewy-Neuriten aus B (200-fache
Vergroflerung).
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Im Folgenden sind die Farbemuster der Antikorper 10D2 und pSer129 pk aufgelistet, die vorwiegend in der

Diagnosegruppe zu finden waren und den im Voraus bestimmten Kriterien korrekter Farbung, anatomischer

Zuordnung und Morphologie entsprachen:

Lewy-Korperchen: GroBere dunkel-violette Punkte mit hell-violettem ,,Schatten” oder ,,Hof™,
anndhernd der Grofle von LB in der IHC oder etwas kleiner, mit homogener Farbgebung und leicht
entrundeter Form. Anatomische Néhe zu Ganglien und Neuriten — teils in diese auslaufend, teils
umgeben von punktformiger Reaktivitit. Sehr selten und am ehesten in den Plexus submucosus et
myentericus gelegen, moglicherweise auch in der Muscularis mucosae (Abbildung 24 A und B).
Tangential angeschnittene Lewy-Neuriten: Linglich-gewundene, oft diskontinuierliche und teils
kegelformig auslaufende Strukturen mit dunkel-violetter Farbe und hell-violett geférbtem
perineuritischem Gewebe (hell-violetter ,,Schatten”). Meist mit anatomischem Bezug zu
Plexusgewebe oder in der Muscularis mucosae. Hiufig perivaskulir, seltener frei vorliegend. Ahnlich
den immunhistochemischen LN und auch in geringer VergroBerung leicht zu erkennen
(Abbildung 24 B und C sowie Abbildung 25 B und C).

Lewy-Punkte und axial angeschnittene Lewy-Neuriten: Zusammenlagerung dunkel-violetter
Punkte, hdufig mit hell-violettem ,,Schatten* oder ,,Hof*. Perivaskuldr oder mit anatomischem Bezug
zu neuronalen Strukturen der Darmplexus. Lewy-Punkte und -Neuriten lassen sich aufgrund der nur
moderaten anatomischen Auflosung im PET Blot auch unter Zuhilfenahme von H.-E.-Férbung kaum

voneinander abgrenzen (Abbildung 24 E und Abbildung 25 B).
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Abbildung 26: Die Immunreaktivitit des Plexus myentericus war in allen Protokollen leicht
auszumachen. Gegeniiberstellung der Techniken H.-E., PET Blot und IHC. Kolon-Préparat des Falls DLB2,
400-fache VergroBerung (Balken entspricht 50 pm). A Bereits anhand der H.-E-Farbung lassen sich die
einzelnen Ganglienzellen des Plexus myentericus zwischen Ring- und Langsmuskelschicht gut abgrenzen. B
In der IHC mit PK-Vorbehandlung finden sich einzelne immunreaktive Punkte (pSer129 mk 1:10.000). C Im
PET Blot l&sst sich die Morphologie des Ganglions nur noch anhand der Aggregat-Pathologie erkennen
(pSer129 pk 1:10.000). D In einem Versuch ohne PK-Vorbehandlung zeigt sich in diesem Fall eine stirker
ausgeprigte Immunreaktivitét fiir phosphoryliertes a-Synuklein (pSer129 mk 1:10.000).
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Anatomische Landmarken wie Gefille (Abbildung 24 A und D sowie Abbildung 25) und Préparatrdnder
(Abbildung 24 E) sowie auch erginzende H.-E.-Priparate aus einer idealerweise wenige um entfernten
Schnittebene (Abbildung 25 A und Abbildung 26 A) waren wichtige Werkzeuge zur Befundung der Praparate
im PET Blot. Sie dienten einerseits der Orientierung innerhalb eines mittels PET Blot gefarbten Praparates und
andererseits beim Auffinden gleicher Strukturen in unterschiedlichen Protokollen (z. B. im Vergleich zwischen
PET Blot und IHC, siehe Abbildung 26). Nicht zuletzt fanden sich auch die charakteristischen LN hiufig nahe
der als Landmarken niitzlichen Gefdfle der Submukosa (Abbildung 25) und Muskularis.

Zusammenfassend fanden sich im PET Blot in Morphologie und Anatomie der IHC analoge Strukturen,
wenngleich in geringerer Dichte. Im Gegensatz zur Immunreaktivitdt in der IHC war die Aggregat-Pathologie
im PET Blot von einem dunkel-violetten Farbton und einer hell-violetten Begleitreaktion des umliegenden
Gewebes geprégt. Eine Unterscheidung zwischen intrazelluldren Lewy-Punkten und axial angeschnittenen
neuritischen Strukturen, wie wir sie in der IHC vorgenommen hatten, war aufgrund der geringeren
anatomischen Aufldsung nicht zuverldssig moglich. Verldssliche — da fast ausschlieBlich in der
Diagnosegruppe auffindbare — Strukturen waren die tangential angeschnittenen, héufig perivaskuldren
Neuriten. Die Orientierung an Landmarken wie Gefilen und natiirlichen wie auch artefiziellen

Priparatrandern erleichtert die Auswertung.

6.1.4.2 Artefakte

Hinsichtlich der Artefakte unterschieden sich die Antikorper 10D2 und pSer129 stérker. So fand sich besonders
in muskuldren und stark bindegewebshaltigen Abschnitten als typisches Artefakt des Antikérpers pSer129 in
monoklonaler Variante ein ,,flusenartiges* Muster diffuser Immunreaktivitit (Abbildung 28). Dieses Muster
war von Lewy-Neuriten hinsichtlich Féarbequalitit, Anatomie und Morphologie nicht hinreichend distinkt,
weshalb wir fiir unsere Endversuche mittels PET Blot auf die polyklonale Variante des Antikorpers umstiegen,
die besagte Artefakte bei gleicher Farbequalitét nicht aufwies.

Es fanden sich diverse weitere fiir den PET Blot charakteristische Artefakte: Wir sahen diffuse hell-violette
Schlieren, die durch Neuansetzen der Versuchsldsungen und Einlage der Materialien in Natriumhydroxid in
Folgeversuchen verschwanden. Seltener waren nach fehlerhafter Entparaffinierung braune Artefakte auf den
Membranen erkennbar. Auch eine Wellung (erkennbar als Unschérfe in Abbildung 24 A und Abbildung 27 D)
sahen wir in bindegewebsreichen enterischen Proben, jedoch nie in kortikalen Positivkontrollen. Bereits
wihrend der Entparaffinierung begann das gastrointestinale Gewebe, die Blot-Membranen zusammenzuziehen.
Dieser Effekt konnte durch Beschweren der Praparate nachtriaglich nur partiell gemindert werden. Die Wellung

der Membranen stellte letztlich selbst in starker Auspragung kein groferes Hindernis fiir die Auswertung dar.
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Abbildung 27: Artefakte im PET Blot konnen je nach Ausprigung die Auswertung erleichtern oder
erschweren. 50-fache (C; Balken 400 um), 100-fache (B und D; Balken je 200 um) bzw. 200-fache
Vergroflerung (A; Balken 100 um). A Die ,,flusenartige” Reaktivitdt an der Grenze zwischen Muskularis
(unten) und Submukosa (oben) neben zwei submukosen Gefillen des Ileums ist im PET Blot von
immunreaktivem Plexusgewebe (vgl. auch Abbildung 24 D) nicht unterscheidbar (ALS1, pSerl129 mk
1:10.000). B Intensive violette Basalmembran-reaktivitdt im Magen eines Kontrollfalls ist nicht mehr
abgrenzbar von perivaskuldren Lewy-Neuriten (AD1; pSer129 mk 1:10.000). C Wiahrend schwache
Uberfirbungsartefakte die Anatomie besser darstellen, fiihrt eine zu starke Reaktion (hier: im Magen) zum
Kontrastverlust zwischen physiologischem Gewebe und Immunreaktivitdt (PD2; LB509 1:2.000). D Gelbe
Formalinschlieren und schwarzes Pigment erschweren die Suche nach Immunreaktivitdt, ist jedoch selbst nicht
mit dieser verwechselbar. Eine Unschérfe (oben links) entsteht durch Wellung des Duodenum-Préparates
(DLBS5; pSer129 pk 1:10.000).
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Die folgenden Féarbemuster fanden sich im PET Blot via Antikoérper 10D2 und pSer129 in Kontrollfdllen und
Diagnosegruppe gleichermaBlen und unterschieden sich in wenigstens einem Punkt von unseren
Positivkriterien. Sie wurden als Artefakt beschrieben und als Negativkriterien (Tabelle 23) systematisiert:
e Solitdre dunkel-violette bis schwarze Punkte mit violettem ,,Schatten“. Morphologisch identisch zu
einzeln gelegenen, axial angeschnittenen LN und potentiell ubiquitér anzutreften.
e Lingliche oder punktformige, tief-violette oder schwarze Strukturen ohne violetten ,,Schatten®.
e Zartviolette bis grobkdrnig-gepunktete Formazan-Reaktion der Basalmembran (vgl. Abbildung 27 B).
e Flusenartige* Immunreaktivitit mit violetten Punkten und leichter Hintergrundreaktion (Nur mittels
pSer129 mk; Abbildung 27 A).
e Hell-violette, diffuse und recht gleichmiBige Farbung. Anatomischer Bezug zu Randbereichen des
Praparates (,,Randartefakt*); besonders stark in Mukosa und Muskularis (Abbildung 27 C).
o Tiefschwarze bizarre, teils geometrische oder punktartige Formen ohne anatomischen Bezug.
e Violette, rotliche oder cyanblaue Farbprézipitate ohne anatomischen Bezug. Die peripheren Anteile
dieser Artefakte waren hiufig stiarker angefarbt als das Zentrum.
e Braunliche Anfiarbung von Erythrozyten (Abbildung 25 B und C sowie Abbildung 27 A).
o Konkrementfirbung im Darmlumen: meist braunlich, selten mit violetten Elementen.
e Hellbraune flichige oder tropfenformige Uberlagerungen (,,Formalinartefakt) und dunkelbraune bis
schwarze Punkte (,,Pigment™) abhdngig vom Préparat, jedoch ohne anatomische Pradilektion

(Abbildung 27 D) und in der IHC identisch auffindbar.

Die solitér vorliegenden dunkel-violetten Punkte mit hell-violettem Hof dhneln zwar grundsétzlich axial
angeschnittenen Axonen, finden sich jedoch in Diagnose- und Kontrollgruppe gleichermallen einzeln
vorliegend in der Mukosa wie auch Submukosa und Muskularis ohne klare anatomische Begrenztheit. Da wir
uns somit nicht auf anatomische Informationen verlassen konnten, werteten wir nur Zusammenlagerungen aus
mehreren immunreaktiven Punkten als immunreaktiv im Sinne unserer Positivkriterien. Ein besonders
haufiges und die Auswertung relevant beeintrachtigendes Artefakt war die Reaktivitat der Basalmembranen
(Abbildung 27 A und B). Insbesondere in hoher Primir- oder Sekundérantikorper-Konzentration sowie unter
monoklonalem Antikorper pSerl29 kam es zur markanten Kreuzreaktion, die nicht mehr sicher von
gefdBnahen LN oder anderer Aggregat-Pathologie abzugrenzen war. Randartefakte waren in der Regel kein
Hindemnis fiir die Auswertung, da diese bei dem nur in den Vorversuchen getesteten Antikdrper LB509 in
relevantem Umfang auftraten. In allen Fallen unserer Endversuche konnten ausreichend Loci im Préparat ohne
Rand- und Uberfirbungsartefakte gefunden werden und teilweise war eine leichte ,,Uberfirbung® der
Auswertung zutriaglich, da anatomische Landmarken so eine bessere Auflosung erfuhren. Formalinartefakte
(Abbildung 27 D) schlieSlich waren ein geringeres Problem fiir die Auswertung als in der IHC-Technik, da

sich die violette Formazanreaktion vom gelben Formalin und schwarzen Pigment unterschied.
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Abbildung 28: ,,Flusenartige* Artefakte in den mittels monoklonaler Variante von pSer129 gefirbten
Priparaten wiesen anatomischen Bezug zu Bindegewebsstrafien der Muskularis auf. Magen -Priparat
des Falles AD1; 200-fache VergroBerung (Balken je 100 um). Links: H.-E-Férbung. Rechts: PET-Blot-
Protokoll mittels pSer129 mk 1:10.000.

Eine ,flusenartige” Immunreaktivitdt mit Punkten und gewundenen Linien vor violettem Hintergrund, teils
iiber die gesamte Muskularis, aber auch in der Submukosa, zeigte sich ausschlieBlich bei Versuchen mittels
monoklonaler Variante des Antikorpers pSer129. Beziiglich Morphologie, Farbgebung und Lokalisation war
dieses Artefakt nicht von Ansammlungen von Lewy-Neuriten zu unterscheiden, fand sich jedoch in Diagnose-
und Kontrollféllen gleichermallen (Abbildung 27 A und Abbildung 28).

Wir sahen im PET Blot somit insgesamt eine mit der IHC vergleichbare Morphologie immunreaktiver
Strukturen mit jedoch relevanten Unterschieden hinsichtlich der Artefakte. Dies fithrte zum Ausschluss des
Antikorpers LB509 aus der Studie und pSer129 in monoklonaler Variante aus den Versuchen mittels PET Blot.
Einerseits war das gelbe Formalinartefakt ein geringeres Hindernis als in der IHC und eine schwache
Uberfirbung physiologischer Strukturen konnte sich sogar positiv auf die Beurteilbarkeit der Priiparate
auswirken. Andererseits fiihrten insbesondere das flusenartige Artefakt in Bindegewebsstralen und eine
grobkornige Férbung der Basalmembranen zur Unbrauchbarkeit desjenigen Préparates, in dem sich diese
Muster fanden. Diverse hier nicht ausfiihrlich diskutierte Muster, z. B. Farbflecken und bizarr formierte

Pigmentablagerungen, konnen angetroffen werden, gefdhrden die Auswertung jedoch nicht.
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6.2 Quantitative Auswertung

Zur Ermittlung geeigneter Tests fiir die schlieBende Statistik erfolgte vorab eine Testung auf Normalverteilung
mittels Shapiro-Wilk-Test. Die Anzahl immunreaktiver Gesichtsfelder pro 10 HPF war dabei fiir keines der
unserer Protokolle normalverteilt (Tabelle 26). Die geeigneten statistischen Tests auf statistische Signifikanz
waren demnach je nach Fragestellung: (I) der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir verbundene Variablen,
(I) der Mann-Whitney-U-Test fiir unverbundene Variablen sowie (III) der Friedman-Test fiir Mehr-
Stichproben-Tests.

Tabelle 26: Die Werte fiir Immunreaktivitit waren nicht normalverteilt. Diagnosegruppe (n = 20).

Darstellung der Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests nach Protokoll. Basis der Analyse waren die kumulierten
Gesichtsfelder pro insgesamt 20 HPF (10 aus jeweils Submukosa und Muskularis).

Test auf Normalverteilung
Shapiro-

Protokoll Wilk-Test

Vorbehandlung | Auswertung | Methode | Antikorper | Signifikanz
Keine pSer129 0,029
IHC 10D2 <,001
10 HPF pSer129 0,023
10D2 <,001

Proteinase K ’

PET Blot pSer129 <,001
Whole-slide 10b2 <001
pSer129 <,001

Um einen Uberblick iiber die Diagnose- und Kontrollgruppe zu erhalten und diese hinsichtlich
epidemiologischer Gesichtspunkte néher einordnen zu kénnen, wurde nun eine Analyse statistischer Eckdaten
angeschlossen (siehe schon Tabelle 3, Kapitel 5.1.2). Unterschiede zwischen Diagnose- und Kontrollgruppe
fanden sich hinsichtlich der Anzahl der Préparate sowie dem durchschnittlichen Zeitraum zwischen Diagnose
und Tod. Beide Werte fielen in der Diagnosegruppe hoher aus. Es fand sich auch ein Unterschied im Alter zum
Diagnosezeitpunkt, welches in der Kontrollgruppe etwa vier Jahre hoher war. Ahnlichkeiten fanden sich im
Verhiltnis der mannlichen zu weiblichen Fallen sowie im Altersmedian und mittleren Alter der Falle zum
Todeszeitpunkt. Die Standardabweichung, welche fiir das mittlere Alter, das Alter zum Diagnosezeitpunkt und
den Zeitraum von Diagnose bis Tod in Jahren berechnet wurde, war in allen Fillen hoher in der

Diagnosegruppe.
6.2.1 Bestimmung des a-Synuklein-Gradienten

Zunachst wurde nun erarbeitet, welche Abschnitte des GIT die hochste Immunreaktivitit aufweisen, um fiir
folgende Analysen vielversprechende Subgruppen auswéhlen zu kénnen und die Frage zu untersuchen, welche
Organe aufgrund hoher Dichte an Immunreaktivitit vielversprechende Ziele zur Biopsiediagnostik darstellen
konnten. Da pro Fall ein bis acht verschiedene Organabschnitte des GIT vorlagen (Details siche Tabelle 55
und Tabelle 56 im Anhang), wurden zundchst die Mittelwerte der immunreaktiven Gesichtsfelder pro 10 HPF

(die jeweilige ,,Jmmunreaktivitdtsdichte) je Organ und Protokoll berechnet. Dies sollte verhindern, dass die
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heterogene Anzahl an Proben (z. B. wenige Osophagi, viele Magen-Priparate) die Auswertung zu stark
beeintrichtigt. Diese Berechnung wurde in einem ersten Schritt aufgeschliisselt nach Protokoll fiir Diagnose-
und Kontrollgruppe durchgefiihrt (Abbildung 29), dann in einem zweiten Schritt vergleichend zwischen
Submukosa und Muskularis (Abbildung 30).
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Duodenum —_— —
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Jejunum —_— —_— [
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;
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Immunhistochemie Immunhistochemie Immunhistochemie PET Blot PET Blot
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'!

Kontrollgruppe
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Abbildung 29: a-Synuklein-Verteilungsdichte, aufgeschliisselt nach Protokoll und Organabschnitt: non-
lineares Muster in der IHC und im PET Blot und wesentliche Unterschiede zwischen Diagnose- und
Kontrollgruppe. Die relative Breite der Figuren entspricht den Mittelwerten immunreaktiver Gesichtsfelder
je Organ und Protokoll (Detailwerte im Anhang in Tabelle 49 und Tabelle 50). Grundlage des Vergleichs
bildeten je 20 Gesichtsfelder (10 in jeweils Submukosa und Muskularis) pro Praparat. Im Falle der Osophagus-
Praparate sei auf mogliche Verzerrungen durch die geringe Zahl der Préparate hingewiesen. Die rechtsstehende

Grafik dient der Orientierung und stellt nicht den exakten Entnahmeort der Proben dar (Modifiziert nach
Servier Medical Art templates, Creative Commons Attribution 3.0 Unported License).

Die Auswertung der immunreaktiven Gesichtsfelder pro 10 HPF in unterschiedlichen Abschnitten des GIT
ergab in allen Protokollen ein non-lineares und mehrgipfeliges Muster (Abbildung 29). In der Diagnosegruppe
erreichten Osophagus, Magen und Ileum jeweils die hchste Dichte an Immunreaktivitit (Details im Anhang
in Tabelle 49). Dies wurde jedoch einerseits durch sehr hohe — stark protokollabhiingige — Werte des Osophagus
relativiert. Andererseits erreichte in unserem IHC-Protokoll mittels pSer129 und PK-Vorbehandlung das Kolon
eine hohere Dichte an Immunreaktivitét als Magen und Ileum. Eine besonders geringe Immunreaktivitdtsdichte
innerhalb der Diagnosegruppe zeigte sich je nach Protokoll in der Appendix und dem Rektum. Mittlere
Positionen nahmen Jejunum, Kolon und Duodenum ein. Diese zunéchst in der IHC beobachteten Muster
hielten der Kontrolle fiir Aggregate im PET Blot stand: auch hier zeigten sich — ausgehend von der Whole-
slide-Evaluation — ein Muster mit hoher Immunreaktivitit im Magen und Ileum sowie — erneut
protokollabhiingig — im Osophagus bei intermediirer Dichte in Jejunum, Kolon und Duodenum; am wenigsten
in Rektum und Appendix. Das Reaktivitdtsniveau im Vergleich zwischen den Methoden war héher in der IHC
als im PET Blot: Im Vergleich der via 10D2 gefarbten und mittels 10 High-power fields (HPF) ausgewerteten

Protokolle erreichte z. B. Magen und Ileum eine je ca. 4-5-fach hohere Immunreaktivitét in der IHC. Auch war
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pSer129 in Diagnose- und Kontrollgruppe, IHC und PET Blot gleichermaf3en stirker immunreaktiv.

In der Kontrollgruppe (Tabelle 50) war das Verteilungsmuster diffuser und ging mit einer wesentlich
geringeren Gesamtzahl positiver relativer Gesichtsfelder pro 10 HPF einher. So fand sich z. B. in der IHC
mittels 10D2 und PK-Vorbehandlung fiir den Magen ein etwa 3-fach hoherer Mittelwert in der Diagnosegruppe
im Vergleich zu Kontrollen. Via PET Blot fand sich — fiir den gleichen Organabschnitt und gleichen Antikérper
— eine etwa 20-fach hohere Immunreaktivitit im Vergleich zu Kontrollen. Das Verteilungsmuster selbst war
uneindeutiger und wesentlich stirker protokollabhingig: Wihrend in der IHC via pSer129 und PK-
Vorbehandlung das Jejunum den bei weitem hochsten Mittelwert an Immunreaktivitit aufwies, war in 10D2
das Jejunum im Mittelfeld mit nur einem Drittel der Immunreaktivitit der Rektum-Préparate. Unter den IHC-
Protokollen landeten je nach Protokoll Magen, Ileum, Osophagus und Duodenum in intermediirer Stellung,
Appendix und Kolon wiesen tendenziell die geringste Immunreaktivitét auf. In den PET-Blot-Protokollen der
Kontrollgruppe fiel ein auBBerordentlich geringes Immunreaktivititsniveau auf: In der Immundetektion mittels
pSer129 fand sich nur im Jejunum und in der Appendix jedwede Immunreaktivitit. Mittels 10D2 zeigte sich
die Immunreaktivitit ausschlieBlich im Magen und auch dort nur duflerst wenig. Das Verteilungsmuster im
PET Blot in Whole-slide-Evaluation war ausgesprochen diffus. Tendenziell fand sich eine h6here Dichte an
Immunreaktivitit in Jejunum und Appendix, weniger in Ileum und Magen, kaum in Osophagus, Duodenum,
Kolon und Rektum.

Insgesamt liel sich somit in unserer Diagnosegruppe auch nach Kontrolle fiir Aggregate und
Phosphorylierungsstatus ein mehrgipfeliges Muster mit hoher Immunreaktivitét fiir aSyn in Magen und Ileum,
teils auch Osophagus und Kolon, finden. Weniger reaktive Strukturen fanden sich in den dazwischenliegenden
Darmanteilen und sehr wenig in Rektum und Appendix. Kontrollfélle wiesen in der IHC zwar in verschiedenen
Organabschnitten des GIT Immunreaktivitit auf, jedoch war das Verteilungsmuster erheblich diffuser. In einem
Protokoll via 10D2 unter Auswertung von 10 High-power fields fanden sich in Kontrollfdllen fast keine

immunreaktiven Strukturen.
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Tabelle 27: In einem Ranking der Organabschnitte erzielten Jejunum, Magen und Ileum die vordersten
Plétze. Diagnosegruppe (n = 85). Die Methode zur Erhebung ist ausfiihrlich im Methodenteil beschrieben. Die
Einzelfalldaten finden sich im Anhang (Tabelle 55 und Tabelle 56).

Ranking auf Einzelfallbasis
Methode Immunhistochemie ‘ PET Blot
Vorbehandlung Keine \ Proteinase K

- - - Summe | Rang
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikorper pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Jejunum 1 4 2 2 1 10 1
Magen 3 1 3 3 1 11 2
lleum 2 3 4 1 2 12 3
Kolon 4 4 1 4 3 16 4
Rektum 3 2 5 6 5 21 5
Duodenum 2 5 6 5 4 22 6

Neben der Bestimmung der Immunreaktivititsdichte im engeren Sinne erstellten wir komplementér ein
Ranking auf FEinzelfallbasis unter Beachtung der Ko-Reaktivitit der Organabschnitte untereinander. Im
Wesentlichen bestitigte dieses Ranking unsere bisher erhobenen Ergebnisse: Von den sechs miteinander
verglichenen Organabschnitten mit ausreichender Zahl an Priparaten erreichte der Magen zwei Male den
ersten Platz und war stets in der vorderen Hélfte des Rankings. Das ebenfalls in unserer bisherigen Auswertung
stark immunreaktive [leum erreichte einmal den ersten und zwei Male den zweiten Platz und fand sich nie auf
den letzten beiden Plédtzen. Gleichzeitig erreichte das Duodenum, das eine geringe Dichte an Immunreaktivitét
bewies, auch im Ranking einmal den letzten und zwei Male den vorletzten Platz; gleiches galt fiir das Rektum.
Ein Unterschied zur Dichtebestimmung lag in der Stellung des Jejunums, welches im Ranking zwei Male den
ersten und ebenfalls zwei Male den zweiten Platz erreichte, wohingegen es in der vorangegangenen
Dichteanalyse nur intermedidres Reaktivititsniveau aufwies. In der Ranganalyse aller Protokolle erreichte das

Jejunum somit noch vor Magen und Ileum den hochsten Rang.
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MITTELWERT IMMUNREAKTIVER GESICHTSFELDER

Abbildung 30: Erhohte Immunreaktivitit der Submukosa gegeniiber der Muskularis. Dargestellt sind
die arithmetischen Mittelwerte immunreaktiver Gesichtsfelder. Diese sind aufgeschliisselt nach Diagnose- und
Kontrollgruppe sowie nach Protokoll fiir unsere Auswertung von je zehn High-Power-Fields in der Submukosa
respektive Muskularis (Fiir Details siehe Tabelle 51 und Tabelle 52 sowie Tabelle 53 und Tabelle 54).

SchlieBlich wurde neben dem Gradienten je Organ auch die Immunreaktivitdt im Vergleich zwischen
Submukosa und Muskularis im Sinne eines axial zur enterischen Achse verlaufenden Gradienten bestimmt
(Abbildung 30). Hierfiir wurden die drei IHC- und zwei PET-Blot-Protokolle in Auswertung der je zehn High-
power fields analysiert. Aufféllig war in der Diagnosegruppe die unabhingig vom Protokoll stets etwas hohere
Immunreaktivitit der Submukosa gegeniiber der Muskularis, wenngleich ohne statistische Signifikanz
(Detailergebnisse hier nicht dargestellt). Die Mittelwerte der Immunreaktivitit je Protokoll in der Submukosa
und Muskularis lagen insgesamt nah beieinander. Im PET-Blot-Protokoll via 10D2 besal} die Submukosa zwar
einen im Vergleich zur Muskularis doppelt so hohen Wert, jedoch ein insgesamt geringes Reaktivitdtsniveau

verglichen mit anderen Protokollen der Diagnosegruppe. Auch nach Kontrolle fiir Aggregat-Pathologie und
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Phosphorylierungsstatus waren letztlich mehr immunreaktive Gesichtsfelder in der Submukosa zu finden. In
der Kontrollgruppe hingegen ergab sich ein heterogenes Bild: Unter den IHC-Protokollen erreichte die
Submukosa in den pSer129-Protokollen hohere Werte fiir Immunreaktivitidt, im 10D2-Protokoll war es
umgekehrt. Mittels PET Blot zeigten sich minime Unterschiede und heterogene Ergebnisse bei gleichzeitig
sehr geringem Reaktivititsniveau.

Zusammenfassend war es uns moglich, Dichtegradienten fiir a-Synuklein sowohl im Langsschnitt
(zwischen einzelnen Abschnitten des GIT) als auch im Querschnitt (zwischen Submukosa und Muskularis) zu
bestimmen und ein Ranking der Koreaktivitit zu erstellen. Wéhrend sich insgesamt ein non-lineares
Verteilungsmuster immunreaktiver Strukturen zeigte, stachen Osophagus, Magen und Ileum mit der hochsten
sowie Appendix und Rektum mit der niedrigsten Reaktivitit hervor. Das Ranking konnte diese Befunde
bestitigen und zeigte auBerdem eine besonders hidufige Ko-Reaktivitidt des zwischen Magen und Ileum
gelegenen Jejunums bei jedoch auffilliger Aussparung des Duodenums. Entlang der Darmwandschichten
konnte ein schwacher Gradient zugunsten der Submukosa nachgewiesen werden. Diese Effekte waren sdmtlich
grofBer in der Diagnosegruppe als in der Kontrollgruppe, was mit einem insgesamt hoheren Reaktivitdtsniveau

der Diagnosegruppe einherging.
6.2.2 Einzelfallanalyse

Fiir die Einzelfallanalyse wurden diejenigen Falle ausgewéhlt, welche in mindestens zwei unserer Protokolle
zu den Fillen mit der niedrigsten (Tabelle 28) bzw. hochsten (Tabelle 29) Dichte an Immunreaktivitit z&hlten.
Dabei zeigte sich, dass Félle mit besonders niedriger Immunreaktivitéit auch ein niedriges Braak-Stadium
aufwiesen. So hatten zwei von vier dieser Fille dem Stadium ,,IV* nach Braak bzw. ,,limbisch* nach McKeith,
wobei lediglich drei Félle der Diagnosegruppe diesem niedrigen Stadium zuzuordnen waren. Auch der dritte
Fall mit diesem niedrigen Stadium (hier nicht weiter aufgelistet) zeigte sich in den meisten Protokollen im
Mittelwert immunreaktiver Gesichtsfelder immerhin unterdurchschnittlich.

Weiterhin war eine niedrige Immunreaktivitit in der Einzelfallanalyse auch assoziiert mit jungem Alter zum
Todeszeitpunkt: So waren die beiden jiingsten Félle unserer Diagnosegruppe PD6 (50 Jahre) und PD7 (57
Jahre) nicht nur diejenigen Fille mit dem niedrigsten neuropathologischen Stadium, sondern auch als einzige
Parkinson-Falle mit unter 70 Jahren verstorben. Jedoch handelte es sich den Patientenakten zufolge am ehesten
um unnatiirliche Todesarten und auch der dlteste Patient DLB1 (87 Jahre) war in dieser Gruppe mit schwacher

Immunreaktivitiat vorzufinden.
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Tabelle 28: Die Fille mit der niedrigsten Immunreaktivitit waren mit niedrigem Braak-Stadium und
jungem Alter zum Todeszeitpunkt assoziiert. Dargestellt sind Fille, die in wenigstens zwei Protokollen zu
den am schwichsten immunreaktiven gehorten.

Fall Geschlecht Krankheitsdauer Alter Todesursache Stadium
DLBI1 Mainnlich NA 87 Pneumonie V/VI (kortikal)
PD2 Minnlich NA 78 NA V/VI (kortikal)
PD6 Weiblich 5 Jahre 50 Peritonitis IV (limbisch)
PD7 Mainnlich 10 Jahre 57 Hirnblutung IV (limbisch)

Félle mit besonders starker Immunreaktivitit hatten tiberdurchschnittlich héufig eine DLB-Diagnose und
zeigten durchweg Neuropathologie im Endstadium. So fanden sich drei unserer sechs DLB-Patienten unter
den Fillen mit hochster Dichte an Immunreaktivitit. Allerdings lieB sich bei den restlichen DLB-Fillen kein
vergleichbares Muster finden: einer fiel unter diejenigen Félle mit der niedrigsten Immunreaktivitét, wahrend
die tibrigen sich im Mittelfeld bewegten. Nur einer der Félle (PDD3) unter denjenigen mit der hochsten
Immunreaktivitit hatte formal keine DLB-Diagnose (wenngleich wir PDD als Teil des Spektrums werten, vgl.
Kapitel 4.1). Dieser Fall wies den langsten Krankheitsverlauf auf (24 Jahre); eine weitere Korrelation zwischen
hoher Immunreaktivitit und langem Krankheitsverlauf war nicht auszumachen: die Fille mit dem
nichstldngsten Krankheitsverlauf, PD10 (22 Jahre) und PD5 (21 Jahre), waren unabhingig vom Protokoll
durchweg im Mittelfeld hinsichtlich ihrer Imnmunreaktivitét zu verorten.

Tabelle 29: Die Félle mit der hochsten Immunreaktivitit waren mit DLB-/PDD-Diagnose, hohem Braak-

Stadium und Pneumonie als Todesursache assoziiert. Dargestellt sind Fille, die in wenigstens zwei
Protokollen am stdrksten immunreaktiv waren.

Fall Geschlecht Krankheitsdauer Alter Todesursache Stadium
DLB3 Weiblich 4 Jahre 59 Pneumonie V/VI (kortikal)
PDD3 Weiblich 24 Jahre 73 Sepsis V/VI (kortikal)
DLB4 Weiblich 9 Jahre 82 Pneumonie V/VI (kortikal)
DLB5 Mainnlich 5 Jahre 71 Pneumonie V/VI (kortikal)

Zusammenfassend fand sich in der Einzelfallanalyse eine Assoziation zwischen Immunreaktivitit und
neuropathologischem Stadium, nicht jedoch zur Lénge des Krankheitsverlaufs. Féalle mit besonders hoher

Immunreaktivitit waren vornehmlich unter den DLB-Féllen.



Ergebnisse -98 -
6.2.3 Korrelationsanalyse

Basierend auf den klinischen Daten und der Anzahl immunreaktiver Gesichtsfelder pro 10 HPF wurde eine
Korrelationanalyse mit Aufschliisselung nach genutztem Protokoll vorgenommen. Die statistischen Ergebnisse
werden im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt. Grafiken (z. B. lineare Regressionen) und Tabellen finden sich
im Anhang (siche Kapitel 8.1 und 8.2). Aufgrund begrenzter klinischer Daten war uns eine Korrelation mit
Hoehn-Yahr-Stadium, UPDRS-Wert, MMST und Levodopa-Response nicht méglich. Eine Korrelation der
Immunreaktivitit mit dem Braak-Stadium unserer Fille wurde im Rahmen der Einzelfallanalyse bereits
diskutiert. Da das Endstadium V/VI stark iiberreprésentiert war (17 von 20 Féllen), entschieden wir uns gegen
eine weitergehende statistische Analyse diesbeziiglich. Insgesamt konnten die Korrelationen zwischen
immunreaktiven Gesichtsfeldern und folgenden Parametern ndher untersucht werden: (I) Krankheitsdauer
(Tabelle 30, Abbildung 33), (II) Alter (Tabelle 31, Abbildung 34) und (III) Demenzdiagnose (Tabelle 32).
AuBerdem wurden (IV) gastrointestinale Symptome mit Aufschliisselung nach Obstipation, Dysarthrie und
Dysphagie im Vergleich zwischen Diagnose- und Kontrollgruppe dargestellt (Tabelle 33).

Tabelle 30: In den meisten Protokollen zeigte sich keine Korrelation r> 0,3 zwischen der
Krankheitsdauer und Immunreaktivitiat. Aufgefiihrt sind alle Félle der Diagnosegruppe, bei denen die

Krankheitsdauer von Diagnose bis Tod bekannt war (n = 16). Berechnung des linearen Zusammenhangs R
nach Pearson. Fiir detaillierte Diagramme siehe auch Abbildung 33 im Anhang.

Korrelation: Krankheitsdauer zum Mittelwert
immunreaktiver Felder pro 10 HPF

Protokoll Koeffizient

Vorbehandlung | Auswertung | Methode | Antikdrper r r2
Keine pSerl29 | 0,181 | 0,033
IHC 10D2 0,612 | 0,375
10 HPF pSerl29 | 0,140 | 0,020

10D2 -0,320 | 0,102
pSerl29 | .0,272 | 0,074
10D2 -0,212 | 0,045
pSerl29 | .0325 | 0,106

Proteinase K

PET Blot
Whole-slide

Zunichst wurde die Assoziation zwischen immunreaktiven Gesichtsfeldern und Krankheitsdauer untersucht.
Ausreichend Daten fiir diese Testung waren fiir 16 unserer Fille verfiigbar. Nun wurden orientierend Dotplots
mit linearer Regression und Konfidenzintervall von 95 % fiir unsere Protokolle erstellt (Abbildung 33) sowie
der jeweilige Korrelationskoeffizient r nach Pearson und dessen Bestimmheitsmal} 2 berechnet (Tabelle 30).
Ein méBig positiver Korrelationskoeffizient zeigte sich im IHC-Protokoll via 10D2, ein schwach negativer
hingegen im PET Blot mittels gleichem Antikdrper und keinerlei Korrelation, wenn im PET Blot das ganze
Priparat ausgewertet wurde. Fiir pSer129 fand sich in keinem Protokoll eine Korrelation r > 0,3. Das
Bestimmtheitsmal3 * ergab fiir das IHC-Protokoll via 10D2 einen schwachen, fiir alle anderen Protokolle

keinen linearen Zusammenhang.
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Tabelle 31: Kein Protokoll zeigte eine Korrelation r > 0,3 zwischen Alter und Immunreaktivitiit.
Diagnosegruppe (n = 20). Berechnung des linearen Zusammenhangs nach Pearson. Fiir detaillierte Diagramme
siehe auch Abbildung 34 im Anhang.

Korrelation: Alter zum Mittelwert immunreaktiver Felder pro 10

HPF

Protokoll Koeffizient

Vorbehand- Auswer- Me- Antikor-
r Iz

lung tung thode per
Keine pSer129 0,045 | 0,002
IHC 10D2 0,097 | 0,009
10 HPF pSer129 0,168 | 0,028

10D2 0,031 | 0,001
PET pSer129 | -0,212 | 0,045
Whole- Blot 10D2 | 0,083 | 0,007

slide pSer129 | -0,261 | 0,068

Proteinase K

Fiir die Bestimmung eines Zusammenhangs zwischen der Immunreaktivitit fiir aSyn und dem Alter der
Patienten zum Todeszeitpunkt (Tabelle 31) konnten wir die Daten aller 20 Patienten unserer Diagnosegruppe
nutzen. Die Ergebnisse zur Analyse der Krankheitsdauer spiegelten sich dabei auch in dieser Auswertung
wider: Kein Protokoll ergab eine Korrelation r > 0,3. Das Bestimmheitsmal} r* ergab dementsprechend auch
keinerlei Hinweis auf einen linearen Zusammenhang zwischen dem Mittelwert immunreaktiver Gesichtsfelder
pro 10 HPF in den getesteten Protokollen und dem Alter der Patienten.

Tabelle 32: Protokollabhiingige Korrelation zwischen Immunreaktivitit und Demenz. Fille der
Diagnosegruppe, bei denen Informationen tiber das Auftreten einer Demenz bekannt war (n = 16).

Signifikanztestung: Demenz zu Mittelwert immunreaktiver Felder pro 10 HPF
Protokoll Mann-Whitney-U-
) Test
Vorbehandlung | Auswertung | Methode | Antikorper 0
Keine pSer129 0,023
IHC 10D2 0,210
10 HPF pSer129 0,031
) 10D2 0,005
Proteinase K
pSer129 0,003
PET Blot
) 10D2 0,055
Whole-slide
pSer129 0,023

Auch die Korrelation zwischen Immunreaktivitdt und Demenz, einer hdufigen und schwerwiegenden nicht-
motorischen Begleitdiagnose, wurde analysiert (Tabelle 32). In unserem Fallkollektiv fanden sich insgesamt
16 Patienten mit klinischen Daten iiber den Demenzstatus (davon 9 positiv, 7 negativ). Da es sich beim
Demenzstatus um eine nominale Variable handelt, wurde anstatt einer linearen Regression der Mann-Whitney-
U-Test (Exakte Signifikanz, zweiseitiger Test) verwendet zur Uberpriifung der Nullhypothese, dass es keinen
Unterschied in der Immunreaktivitdt zwischen Fillen mit und ohne Demenzdiagnose gibt. Diese Hypothese

konnte statistisch hochsignifikant (p < 0,01) fiir die beiden PET-Blot-Protokolle in Auswertung von 10 High-
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power fields zuriickgewiesen werden. Einfach statistisch signifikant (p < 0,05) konnte sie fiir die beiden IHC-
Protokolle und das PET-Blot-Protokoll in Whole-slide-Evaluation via pSer129 zuriickgewiesen werden.
Knapp statistisch nicht signifikant war das PET-Blot-Protokoll in Whole-slide-Evaluation, statistisch klar nicht
signifikant das IHC-Protokoll via 10D2. Somit war das Ausmal} an Immunreaktivitdt der Protokolle mittels
pSer129 samtlich statistisch signifikant unterschiedlich zwischen Féllen mit und solchen ohne
Demenzdiagnose. Beim Antikdrper 10D2 hingegen fand sich eine gewisse Heterogenitét.

Tabelle 33: Gastrointestinale Symptome fanden sich ihnlich hiufig in Diagnose- (n = 9) und
Kontrollgruppe (n = 10). Auffithrung der laut Patientenakte mindestens einmal klinisch erfassten Symptome.

Diagnose- Kontroll-
gruppe gruppe
Symptom | n % n %

Obstipation | 5 25,00% 2  13,33%
Dysarthrie | 3 15,00% 7 46,67%

Dysphagie 5 2500% |8 5333%

Aufgrund der Relevanz nicht-motorischer Symptome fir den Krankheitsverlauf der a-Synuklein-
Aggregationskrankheiten (siche Kapitel 4.3.1) wurden auch die gastrointestinalen Symptome gesichtet und
zwischen Diagnose- und Kontrollgruppe verglichen. Systematisch retrospektiv erhoben wurden die klinischen
Daten beziiglich Obstipation, Dysarthrie, Dysphagie und sonstiger gastrointestinaler Symptomatik aus der
Krankenakte — meist dem jiingsten Arztbrief — der Patienten (Tabelle 33). Die Gesamtzahl aller erhobenen
gastrointestinalen Symptome (inklusive z. B. auch Duodenalulzera und Divertikulitiden) war in der
Kontrollgruppe prozentual hoher. Unter den neun Patienten der Diagnose- und zehn Patienten der
Kontrollgruppe mit dokumentierter gastrointestinaler Symptomatik fanden sich mehr Félle in der
Diagnosegruppe mit Obstipation. In der Kontrollgruppe hingegen zeigten sich jeweils mehr als doppelt so
haufig Dysarthrie und Dysphagie. Insgesamt war die klinische Datenlage spérlich, insbesondere hinsichtlich
der Angaben zur Obstipation; dies galt auch nach Einbezug indirekter Marker wie abfiihrender Medikation.
Demnach liel sich keine Korrelation hinsichtlich gastrointestinaler Symptomatik im Vergleich zwischen
unserer Diagnosegruppe und einer Kontrollgruppe mit neuropathologischen Differenzialdiagnosen feststellen
— mit Ausnahme etwas hoherer Obstipationsrate der Diagnosefille.

Zusammenfassend fand sich in der Korrelationsanalyse in einem einzelnen Protokoll unserer
Diagnosegruppe eine méBige Korrelation zwischen Immunreaktivitit und Krankheitsdauer und keinerlei
Zusammenhang mit dem Alter zum Todeszeitpunkt. In der Analyse eines Zusammenhangs zwischen
Reaktivititsniveau und Demenz zeigten unsere Protokolle via pSer129 samtlich statistisch signifikante Werte,
was sich jedoch nicht gleichermalen fiir den Antikdrper 10D2 beobachten lie3. Es fand sich in unserem
Fallkollektiv keine positive Korrelation zwischen der Diagnose einer a-Synuklein-Aggregationskrankheit zu
nicht-motorischen Symptomen bei Dysarthrie und Dysphagie ausgenommen einer Neigung zur Obstipation

bei jedoch unzureichender klinischer Datenlage.
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6.2.4 Vergleich zwischen den Protokollen

Im Folgenden werden zuerst die einzelnen Protokolle hinsichtlich der Mittelwerte immunreaktiver
Gesichtsfelder (Tabelle 34) miteinander verglichen. Im Anschluss erfolgt eine Analyse auf statistisch
signifikante Unterschiede in der Immunreaktivitdt zwischen den Protokollen (Abbildung 31). Eine Analyse
immunreaktiver Priparate auf Einzelfallbasis erfolgt separat je fiir die IHC (Tabelle 35) und den PET Blot
(Tabelle 36). Eine detaillierte Aufschliisselung der Mittelwerte immunreaktiver Gesichtsfelder pro je 10 HPF
(,,Reaktivitdtsdichte®) nach Organabschnitt erfolgte bereits in einem fritheren Abschnitt (siche Kapitel 6.2.1).
Tabelle 34: Protokolle mittels pSer129 waren stirker immunreaktiv als solche via 10D2. Préparate der

Diagnosegruppe (n = 85). Kumulative Werte aus Submukosa und Muskularis (jeweils 20 HPF oder Whole-
slide-Evaluation). Die Zahlen entsprechen den protokollspezifischen Mittelwerten Uiber alle Praparate.

Mittelwerte der Immunreaktivitat und darauf basierende Range je Protokoll

Methode IHC PET Blot
Gruppe Auswertung High-power fields Whole-slide
Vorbehandlung | Keine Proteinase K
Antikorper pSer129 |10D2 | pSerl29 | 10D2 | pSerl29 |10D2 | pSerl29

Diagnose- | Immunreaktivitét 3,59 3,34 3,79 0,66 0,91 6.49 9.93
Gruppe Rang 2 3 1 5 4 ’ ’
Kontroll- Immunreaktivitat 1,71 1,07 0,99 0,06 0,04 041 0.52
Gruppe Rang 1 2 3 4 5 ’ ’

An Tabelle 34 bestitigt sich, dass die I[HC im Vergleich zum PET Blot — bei gleicher Auswertungstechnik — in
der Diagnose- wie auch Kontrollgruppe stets hohere Mittelwerte der immunreaktiven Gesichtsfelder pro
10 HPF aufwies. Insbesondere die Protokolle mittels Antikdrper pSer129 besallen in der Diagnosegruppe stets
hohere Werte als diejenigen Protokolle mittels 10D2. Dies galt weniger streng fiir die Kontrollgruppe, jedoch
erreichte auch hier ein Protokoll mit pSer129 den hdchsten Mittelwert. Gegensitzliche Ergebnisse in
Diagnose- und Kontrollgruppe zeigten sich hingegen in der PK-Vorbehandlung: In der Diagnosegruppe fanden
sich die hochsten Mittelwerte in den beiden Protokollen mit 10 pg/ml PK, weniger ohne Vorbehandlung und
wesentlich weniger in den PET-Blot-Protokollen mit 250 pg/ml PK. In der Kontrollgruppe hingegen war die
Immunreaktivitit geringer je héher die PK-Konzentration wurde. Zusammenfassend waren alle pSer129-
Protokolle stark immunreaktiv; die PET-Blot-Protokolle zeigten ein geringes Reaktivitdtsniveau, welches in

der Kontrollgruppe noch einmal mehr als eine Potenzstufe geringer ausfiel als in der Diagnosegruppe.
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Abbildung 31: Statistisch hochsignifikante Unterschiede in der Immunreaktivitit zwischen PET-Blot-
Methoden, die mittels 10-HPF-Technik ausgewertet wurden (graue Kiisten) und simtlichen iibrigen
Protokollen. Zweifaktorielle Varianzanalyse fiir Rénge nach Friedman mit Bonferroni-Korrektur fiir multiple
Testung. Diagnosegruppe (n = 20), Berechnung auf Grundlage der je 10+10 kumulierten Gesichtsfelder aus je
Submukosa und Muskularis pro Préparat. Detailwerte im Anhang, Tabelle 59.

Da die Werte flir Immunreaktivitdt fiir unsere Protokolle im direkten Vergleich (Tabelle 34) teils nah
beieinanderlagen, suchten wir nach statistisch signifikanten Unterschieden mittels Friedman-Test als
Globaltest fiir alle Protokolle der Diagnosegruppe. Beriicksichtigt wurden alle Protokolle der Diagnosegruppe
in Auswertung von 10 HPF (in jeweils Submukosa und Muskularis, d. h. kumulativ 20 HPF) sowie im Falle
des PET Blot auch die Auswertung des ganzen Préparates. Es fanden sich mehrere Unterschiede zwischen den
einzelnen Protokollen: statistisch hochsignifikant war der Vergleich (I) zwischen 10-HPF-Protokollen mit
PET-Blot und allen IHC-Protokollen und (II) zwischen 10-HPF- und Whole-slide-Auswertung mittels PET-
Blot, sowie einfach statistisch signifikant (III) zwischen dem 10D2-Protokoll der IHC und einem Protokoll via
pSer129 im PET Blot via Whole-slide-Evaluation. Zwar gab es keine statistisch signifikanten Differenzen in
der Immunreaktivitidt zwischen unseren Protokollen fiir die IHC und den PET Blot in Whole-slide-Evaluation;
wird jedoch keine Bereinigung via Bonferroni-Korrektur fiir multiple Testung durchgefiihrt, so finden sich fast
samtlich statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Immunreaktivitét zwischen der IHC und dem
PET Blot (Tabelle 60). Keine statistisch signifikanten Unterschiede (unter den korrigierten Werten) fanden

sich zwischen den IHC-Protokollen und PET-Blot-Protokollen in Whole-slide-Evaluation je untereinander.
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Tabelle 35: Immunhistochemie: Circa die Hiilfte der Priparate der Diagnose- (n = 85) und ein Viertel
der Kontrollgruppe (n =69) war immunreaktiv. Dargestellt ist die Anzahl der Préparate mit mindestens
einem immunreaktiven Gesichtsfeld nach unseren Positivkriterien (Kapitel 5.2.5.1). Detaildarstellung im
Anhang (Tabelle 57 und Tabelle 58).

Fallbasierter Vergleich der immunhistochemischen Protokolle

. Diagnosegruppe Kontrollgruppe

Vorbehandlung | Antikorper | Gewebe _g_ J |0|C_J — g pp.
Posmvl Negativ Posmvl Negativ

. Submukosa| 48 37 21 48

Keine pSer129 Muskularis 36 49 22 47

k 4 42 11
1002 Submu o§a 3 58
. Muskularis 45 40 18 51
Proteinase K

Ser129 Submukosa 50 35 13 56

P Muskularis | 42 43 14 55

Summe 264 246 99 315
Prozent 51,76% 48,24% |23,91% 76,09%

Weiterhin fiihrten wir eine Analyse der einzelnen Protokolle auf Einzelfallbasis, d.h. hinsichtlich der
Immunreaktivitit je Praparat durch, angefangen mit den IHC-Protokollen (Tabelle 35). Hierzu wurde in
Diagnose- und Kontrollgruppe betrachtet, ob sich in einem Protokoll jegliche Immunreaktivitit (,,positiv‘’)
oder keinerlei immunreaktive Gesichtsfelder (,,negativ) fand — im Gegensatz zu Tabelle 34 wurde also die
Dichte an Immunreaktivitit nicht beachtet. Die Unterscheidung zwischen Submukosa und Muskularis in
Tabelle 35 und Tabelle 36 erklirt sich durch die separate Auswertung dieser beiden Regionen.

Anhand Tabelle 35 lédsst sich nun ablesen, dass unter den immunhistochemischen Verfahren in der
Diagnosegruppe etwas mehr als jedes zweite Préparat immunreaktiv war, wohingegen dies auf weniger als
jedes vierte Priparat der Kontrollgruppe zutraf. Dieses grundlegende Muster galt fiir alle immunhisto-
chemischen Protokolle unabhidngig vom verwendeten Antikorper, der Vorbehandlung und ausgewerteten
Darmwandschicht etwa gleich. Somit bestdtigte sich in der Analyse auf Einzelfallbasis, dass die
immunhistochemischen Protokolle ein untereinander dhnliches Ausmal} an Immunreaktivitit aufweisen und

die Immunreaktivitit in Kontrollfallen wesentlich schwicher ausgepragt ist (vgl. auch Tabelle 34).



Ergebnisse -104 -

Tabelle 36: Im PET Blot ergibt sich eine hohere Immunreaktivitiat der Diagnosegruppe (n = 85) und eine
niedrigere in Kontrollen (n = 69) via Whole-slide-Evaluation. Dargestellt ist die Anzahl der Préparate mit
mindestens einem immunreaktiven Gesichtsfeld nach unseren Positivkriterien (Kapitel 5.2.5.2).
Detaildarstellung im Anhang, Tabelle 57 und Tabelle 58.

Fallbasierter Vergleich der PET-Blot-Protokolle in zwei Auswertungstechniken
Diagnosegruppe Kontrollgruppe
Auswertung | Antikorper | Gewebe “g rupp - — grupp -
Positiv Negativ Positiv Negativ
Submukosa 15 70 1 68
10D2 .
Muskularis 13 72 0 69
10 HPF
Submukosa 17 68 0 69
pSerl129 .
Muskularis 16 69 2 67
Summe 61 279 3 273
Prozent 17,94% 82,06% 1,09% 98,91%
Submukosa 45 40 11 58
10D2 .
Muskularis 47 38 7 62
Total
Submukosa 53 32 10 59
pSerl29 .
Muskularis 57 28 7 62
Summe 202 138 35 241
Prozent 59,41% 40,59% 12,68% 87,32%

Eine dazu analoge Analyse wurde nun auch fiir den PET Blot vorgenommen, dessen Ergebnisse von der IHC
abwichen (Tabelle 36): Bei Auswertung von je 10 HPF sank der Anteil immunreaktiver Préparate der
Diagnosegruppe stark, sodass sich eine etwa vierfach héheren Zahl ,negativer Priparate ohne jegliche
Immunreaktivitit ergab (17,94 % vs. 82,06%). In der Kontrollgruppe fanden sich dafiir auch erheblich weniger
immunreaktive Praparate (1 % im PET Blot vs. 24 % in der IHC). Betrachtet man nun die Gesamtpréiparat-
Auswertung, so ist im Verhaltnis zur [HC (vgl. Tabelle 35) einerseits die Anzahl immunreaktiver Praparate der
Diagnosegruppe etwas hoher (59,41 % vs. 51,76 %, also ein Plus von 7,65 %). Andererseits ist die Zahl
immunreaktiver Préparate in der Kontrollgruppe um 11,23 % niedriger. Der PET Blot via Whole-slide-
Evaluation erbrachte somit im fallbasierten Vergleich eine hohere Trennschérfe. Auch im PET Blot wies
pSer129 in der Diagnosegruppe ein hoheres Reaktivititsniveau als 10D2 auf; in der Kontrollgruppe waren die
beiden Antikorper in etwa dquivalent. Jedes dieser Ergebnisse galt unabhingig davon, ob die Auswertung von
Submukosa oder Muskularis betrachtet wurde.

Alles in allem hatten Protokolle mittels pSer129 ein hohes Reaktivitdtsniveau in der Diagnose- und
Kontrollgruppe. Der PET Blot hatte ein geringeres Reaktivititsniveau, dafiir aber erheblich geringere
Reaktivitit in Kontrollfillen. Zwischen den einzelnen Antikorpern und Vorbehandlungen fanden sich geringe,
statistisch nicht-signifikante Unterschiede. Lediglich hinsichtlich der Auswertungstechnik (10 HPF vs. Whole-
slide) und Methode (IHC vs. PET Blot) gab es statistisch hochsignifikante Unterschiede in den
immunreaktiven Gesichtsfeldern. In einer einzelfallbasierten Analyse bestdtigte sich die hohere Immun-

reaktivitdt in der Diagnose- und niedrigere in der Kontrollgruppe via PET Blot in Whole-slide-Auswertung.
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6.2.5 Sensitivitit und Spezifitit der Protokolle

Um eine Methode der Wahl ausmachen zu konnen, bestimmten wir Sensitivitdt und Spezifitdt unserer
Protokolle mittels Kreuztabellen in SPSS (Version 27.0). Diese Analyse wurde zunédchst fiir alle unserer
Protokolle, dann auch aufgeschliisselt fiir Submukosa und Muskularis sowie einzelne Organabschnitte des GIT
durchgefiihrt. Detaillierte Kreuztabellen finden sich im Anhang (Kapitel 8.2). Schlieflich wurden
exemplarisch an Priparaten der Magen-Subgruppe verschiedene Szenarien zur Frage durchgespielt, wie viele
immunreaktive Gesichtsfelder pro 10 HPF mindestens vorgefunden werden sollten, um eine moglichst
sensitive und spezifische Diagnose stellen zu kdnnen.

Tabelle 37: Sensitivitit und Spezifitit waren hoher im PET Blot und via pSer129. Detailwerte fiir die
Praparate der Diagnosegruppe (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69) entnommen aus Kreuztabellen im Anhang

(Tabelle 61 bis Tabelle 63). Kumulative Werte aus Submukosa und Muskularis. Ein Préaparat galt dann als
positiv, wenn mindestens ein Gesichtsfeld unsere Positivkriterien (vgl. Kapitel 5.2.5) erfiillte.

Sensitivitat und Spezifitat je Protokoll
Vorbehandlung | Auswertung | Methode | AntikOrper | Sensitivitat | Spezifitat

Keine pSerl29 67,10% 52,20%
i IHC 10D2 62,40% | 69,60%
'gﬁéf’gs""er pSerl29 | 70,60% | 69,60%
oroteinase K 10D2 2590% | 98,60%
pSerl29 | 27,10% | 97,10%

PET Blot
10D2 67,10% | 76,80%

Whole-slide

pSerl29 74,10% 82,60%

In der kumulativen Auswertung (Tabelle 37, Tabelle 61) stellte sich die Erfassung der Aggregat-Pathologie
mittels PET-Blot-Protokoll, pSer129 und Whole-slide-Evaluation als gleichzeitig sensitiver und spezifischer
heraus als samtliche IHC-Protokolle. Besagtes Protokoll hatte auch die insgesamt hochste Sensitivitdt. Die
hochste Spezifitidt wiesen die beiden PET-Blot-Protokolle in HPF-Auswertung auf (in dieser kumulativen
Betrachtung: 20 HPF), bei jedoch wesentlich geringerer Sensitivitdt und dementsprechend hoher Falsch-
Negativ-Rate von 72,9 % (pSer129) respektive 74,1 % (10D2). Auch unter den IHC-Protokollen besalB3 ein
Protokoll mittels pSer129 mit PK-Vorbehandlung gleichzeitig die hochste Sensitivitdt und Spezifitit.

Da fiir eine Biopsiediagnostik besonders die zum Lumen hin gelegenen Bereiche interessant sind, wurden
die Analysen auch dediziert fiir die Submukosa durchgefiihrt (vgl. Tabelle 62 im Anhang). Die Ergebnisse
waren (wie dies auch fiir die Muskularis gilt) im Wesentlichen identisch: Der PET Blot via pSer129 und Whole-
slide-Evaluation fiihrte unter allen Protokollen in der Sensitivitdt und war sensibler und spezifischer als die
IHC-Protokolle; in der IHC hatte das Protokoll via pSer129 mit PK-Vorbehandlung die hochste Sensitivitét
und Spezifitdt. Im Vergleich zur kumulativen Auswertung war die Sensitivitdt einer isolierten Auswertung der
Submukosa hoher, die Spezifitdt aber geringer: So hatte z. B. das IHC-Protokoll via pSer129 und PK-
Vorbehandlung eine 11,8 % hohere Sensitivitit und 11,6 % niedrigere Spezifitit als das gleiche Protokoll bei
Auswertung der Submukosa allein. Das PET-Blot-Protokoll via pSer129 in Whole-slide-Evaluation erzielte in

kumulativer Auswertung eine 11,8 % hohere Sensitivitit bei nur 2,9 % niedrigerer Spezifitit.
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Da sich Protokolle mit PK-Vorbehandlung und Antikorper pSer129 als ausreichend sensitiv und spezifisch
herausstellten, fiihrten wir fiir diese Protokolle eine Subgruppenanalyse je Organabschnitt durch: Einerseits
(D fiir das PET-Blot-Protokoll via Whole-slide-Evaluation mit kumulierten Daten aus der Submukosa und
Muskularis, um eine Resektatdiagnostik zu simulieren (Tabelle 38), dann (II) das gleiche Protokoll in
Auswertung von zehn Gesichtsfeldern in der Submukosa, um eine oberflachliche (lumenseitige) Biopsie
darzustellen (Tabelle 39), und schlieBlich (III) Immunhistochemie mittels pSer129 und PK-Vorbehandlung —
ebenfalls beschrankt auf die Werte der Submukosa — als Vergleichsmethode zu II (Tabelle 40).

In der Whole-slide-Evaluation (folglich unter Einbezug der Submukosa und Muskularis) ergab sich eine
Sensitivitit zwischen 36,40 % (Rektum) und 100 % (Osophagus und Ileum) sowie eine Spezifitiit zwischen
62,50 % (Jejunum) und 100 % (Osophagus). Osophagus, Jejunum und Ileum besaBen eine Sensitivitit von
iiber 80 %; Osophagus, Magen, Duodenum und Kolon eine Spezifitit von iiber 80 %. Bei Auswertung von
zehn Gesichtsfeldern der Submukosa bei ansonsten identischem Protokoll ergab sich zwar eine Spezifitit von
100 % in allen untersuchten Geweben, jedoch war die Sensitivitit mit Werten zwischen 9,1 % (Jejunum und
Rektum) und 50 % (Osophagus) erheblich geringer. In der IHC ergaben sich fiir die Sensitivitit Werte zwischen
35,7 % (Duodenum) und 100 % (Osophagus) sowie fiir die Spezifitit Werte zwischen 73,3 % (Ileum) und
100 % (Osophagus). SchlieBt man nun angesichts der niedrigen Fallzahl (n = 3) die Osophagus-Priiparate aus,
so ergab sich fiir keines unserer Protokolle in Aufschliisselung nach Organabschnitt gleichzeitig eine
Sensitivitdt und Spezifitdt von mehr als 80 %. Im PET Blot stach das Ileum heraus als einziger Organabschnitt
mit exzellenter Sensitivitit bei gleichzeitig moderater Spezifitit. In der IHC erreichten jeweils Kolon und

Rektum eine gleichzeitige Sensitivitat und Spezifitit von > 70 %.
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Tabelle 38: Hochste Sensitivitit in Osophagus und Ileum, Hochste Spezifitit in Osophagus und Kolon.
Vergleich einzelner Organabschnitte der Praparate der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69).
Kumulierte Werte aus Submukosa und Muskularis. Man beachte im Folgenden die niedrige Fallzahl der
Osophagus-Priparate (n = 3). Detailwerte der kumulierten Auswertung im Anhang (Matrizen unter Tabelle 64,
Kapitel 8.2). Das Protokoll simuliert die Ergebnisse einer Resektatdiagnostik.

PET Blot, pSer129, Whole-slide
(Submukosa und Muskularis)

Organ Sensitivitat ~ Spezifitat
Oesophagus 100,00% 100,00%
Magen 62,50% 84,60%
Duodenum 50,00% 84,60%
Jejunum 81,80% 62,50%
lleum 100,00% 66,70%
Appendix 50,00% 71,40%
Kolon 66,70% 87,50%
Rektum 36,40% 75,00%

Tabelle 39: Hochste Spezifitit bei jedoch sehr geringer Sensitivitiit in allen Organabschnitten. Vergleich
einzelner Organabschnitte der Priaparate der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69). Das Protokoll
simuliert die Ergebnisse einer lumenseitigen Biopsie mit anschlieBendem PET Blot.

PET Blot, pSer129, 10 HPF (Submukosa)

Organ Sensitivitat ~ Spezifitat
QOesophagus 50,0% 100,0%
Magen 37,5% 100,0%
Duodenum 14,3% 100,0%
Jejunum 9,1% 100,0%
Ileum 25,0% 100,0%
Appendix 16,7% 100,0%
Kolon 11,1% 100,0%
Rektum 9,1% 100,0%

Tabelle 40: Hochste Sensitivitiit in Osophagus und Kolon, héchste Spezifitit in Osophagus und Appendix.
Vergleich einzelner Organabschnitte der Praparate der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69). Das
Protokoll simuliert die Ergebnisse einer lumenseitigen Biopsie mit anschlieBender Immunhistochemie.

IHC, pSer129, 10 HPF (Submukosa)

Organ Sensitivitat ~ Spezifitat
QOesophagus 100,0% 100,0%
Magen 50,0% 84,6%
Duodenum 35,7% 84,6%
Jejunum 54,5% 87,5%
Ileum 62,5% 73,3%
Appendix 50,0% 85,7%
Kolon 88,9% 75,0%

Rektum 72, 7% 75,0%
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Aufgrund der hohen Dichte an Immunreaktivitit (Abbildung 29, Kapitel 6.2.1), moderater Sensitivitét, hoher
Spezifitit und guter Erreichbarkeit fiir Biopsie-Verfahren finden sich im Folgenden die Detailwerte fiir
Sensitivitdt und Spezifitit exemplarisch fiir die Magen-Préparate. Hierfiir wurden zwei verschiedene Szenarien
getestet: (I) Ein einzelnes immunreaktives Gesichtsfeld von 10 bzw. 20 definiert die Diagnose einer
a-Synuklein-Aggregationskrankheit (Tabelle 41) oder (II) erst ab 2/10 aus 10 bzw. 20 positiven HPF wird die
Diagnose gestellt (Tabelle 42). In beiden Szenarien bestdtigten sich unsere zuvor erarbeiteten Befunde (Tabelle
41, kumulative Werte): Der PET Blot via pSer129 und Whole-slide-Evaluation war verglichen mit anderen
Verfahren sensitiver. Auch die Spezifitit der PET-Blot-Protokolle war stets hoher als in der IHC. Die 10-HPF-
Protokolle im PET Blot erzielten zwar hochste Spezifitit, gleichzeitig jedoch die bei Weitem geringste
Sensitivitét aller Protokolle. 10D2 war weniger sensitiv und spezifisch als pSer129.

Tabelle 41: Auch in der Magen-Subgruppe zeigte der PET Blot in Whole-slide-Evaluation im Vergleich
zur THC eine hohere Sensitivitit und Spezifitit. Daten der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69).

Magen-Subgruppe, Szenario I: > 1 immunreaktive von 10 HPF fiihren zur Diagnose

Methode Immunhistochemie \ PET Blot
Auswertung 10 HPF ‘ Whole-slide
Vorbehandlung Keine Proteinase K
Antikorper pSerl29| 10D2 |pSerl29| 10D2 |pSerl29| 10D2 |pSerl29
Sensitivitat | 56.3% | 56,3% | 50,0% | 25,0% | 37.,5% | 50,0% | 68,8%
Submukosa Spezifitit | 76.9% |92,3% | 84,6% | 923% | 100,0% | 84,6% | 84,6%
_ Sensitivitat | 62,5% | 68,8% | 75,0% | 25,0% | 25,0% | 50,0% | 81,3%
Muskularis Spezifitit | 61,5% | 61,5% | 69,2% |100,0% | 100,0% | 100,0% | 84,6%
Kumulation | SESItvItat | 813% | 813% | 75.0% | 313% | 37.5% | 62,5% | 93,8%
Spezifitat | 53,8% |61.5% | 61,5% | 92.3% | 100,0% | 84.6% | 76.9%

Tabelle 42: Werden > 2/10 bzw. > 2/20 (Kumulation) positive HPF vorausgesetzt, so vermindert sich die
Sensitivitit und steigt die Spezifitit. Das PET-Blot-Protokoll mittels pSer129 erreichte nun > 80 %
Sensitivitdt und Spezifitit. Daten der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69).

Magen-Subgruppe, Szenario II: > 2 immunreaktive von 10 HPF fiihren zur Diagnose

Methode Immunhistochemie | PET Blot
Auswertung 10 HPF | Whole-slide
Vorbehandlung Keine Proteinase K
Antikorper pSerl29| 10D2 |pSerl29| 10D2 |pSerl29| 10D2 |pSerl29
Sensitivitat | 50,0% | 43,8% | 50,0% | 18,8% | 31,3% | 37,5% | 68,8%
Submukosa o
Spezifitat | 84,6% | 92,3% | 84,6% | 92,3% | 100,0% | 92,3% | 100,0%
Muskular Sensitivitat | 56,3% | 50,0% | 56,3% | 6,3% | 12,5% | 31,3% | 62,5%
HSKUIATS 1 spezifitat | 76.9% | 76.9% | 84.6% | 100,0% | 100.0% | 100,0% | 92,3%
. Sensitivitat | 68,8% | 62,5% | 62,5% | 25,0% | 37,5% | 50,0% | 81,3%
Kumulation o
Spezifitdt | 69,2% | 76,9% | 76,9% | 92,3% | 100,0% | 92,3% | 92,3%
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Von Szenario (I) zu (II) nahm die Sensitivitit ab und die Spezifitit zu. Da in Szenario (II) bereits viele
Protokolle eine Spezifitdt nahe 100 % erreichten, wurden strengere Bedingungen hier nicht mehr eigens
aufgefiihrt (diese ergaben im Wesentlichen eine schwache Sensitivitit bei kaum verbesserter Spezifitét).
Anhand des Protokolls mittels PET Blot und pSer129 (Whole-slide, kumulativ) ldsst sich beispielhaft erkennen,
dass von Szenario (I) zu (II) die Sensitivitdt um 12,5 % abnahm, die Spezifitdt dafiir um 15,4 % stieg, sodass
sich ein Protokoll mit {iber 80 % Sensitivitét und Spezifitét ergab. Im IHC-Protokoll mittels pSer129 und PK-
Vorbehandlung unter Auswertung der Submukosa veridnderten sich hingegen weder Sensitivitit noch Spezifitt.

In diesem Kapitel wurden verschiedene Organabschnitte, axiale Darmwandschichten und einzelne
Protokolle hinsichtlich Sensitivitit und Spezifitidt miteinander verglichen. Es erweiterte die Erkenntnisse der
vorangegangenen Kapitel, dass Protokolle via pSer129 nicht nur starker immunreaktiv sind als 10D2, sondern
dass diese tatsdchlich mit hoherer Sensitivitit und Spezifitéit einhergingen. Insbesondere ein Protokoll mittels
PET Blot und pSer129 erreichte in allen Féllen Bestwerte fiir Sensitivitit und Spezifitit. Im direkten Vergleich
unserer pSerl129-Protokolle in Auswertung von je zehn Gesichtsfeldern zeigte sich in der Submukosa eine
wesentlich geringere Sensitivitit der PET-Blot-Protokolle. In Whole-slide-Evaluation kumulativer Werte ergab
sich fiir die einzelnen Organabschnitte ein heterogenes Muster mit geringer Sensitivitidt im Duodenum, Rektum
und in der Appendix; ansonsten ergaben sich aber eine moderate bis sehr hohe Sensitivitidt und moderate bis
hohe Spezifitdt. In exemplarischer Darstellung des Magens zeigte sich schlieBlich, dass unter Voraussetzung
mindestens eines positiven Gesichtsfeldes in der Auswertung Ergebnisse mit moderater bis hoher Sensitivitét
und Spezifitit erreicht werden konnen. Indem strengere Anforderungen gestellt werden, kann die Spezifitét

auf Kosten der Sensitivitit verbessert werden.
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6.2.6 Berechnung einer Mindestbiopsiegrofie

Die MindestbiopsiegroBBe lieB sich aus den vorangegangenen semiquantitativen Ergebnissen errechnen.
Grundlage bildeten die zehn zusammenhéngenden Gesichtsfelder, die mittels IHC bzw. PET Blot je auf
Immunreaktivitit untersucht wurden und deren Flache bekannt war. Detaillierte Tabellen zur Immunreaktivitét
in einzelnen Methoden und nach Organen finden sich im Anhang unter Kapitel 8.2. Die folgenden
Ausfithrungen beziehen sich auf die absolute Zahl der Gesichtsfelder, die in der Auswertung von je zehn
konsekutiven HPF als immunreaktiv nach unseren zuvor erarbeiteten Kriterien befundet wurden (siche Kapitel
5.2.5). Vorangehend hatten sich Magen und [leum bereits als GIT-Abschnitte mit hoher Immunreaktivitiat und
guter Sensitivitit herausgestellt (z. B. Abbildung 29 und Tabelle 38). Da der Magen mittels endoskopischer
Verfahren gut erreichbar fiir eine Biopsieentnahme in vivo ist, wird dieses Organ im Folgenden beispielhaft
hinsichtlich einer minimalen Biopsiegrofe vorgestellt.

Tabelle 43: Mindestbiopsiegrofie in der Submukosa: In > 50 % waren Biopsien im Zentimeterbereich

notig — im PET Blot meist > 32,8 mm?. Angegeben ist die Fliche in mm?, die mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95 % ein immunreaktives Gesichtsfeld enthélt. Préparate der Diagnosegruppe (n = 85), Magen-Subgruppe.

Diagnosegruppe, Submukosa, 10 High-power fields
Vorbehandlung Keine ‘ Proteinase K
Methode Immunhistochemie PET Blot
Falle pSer129 | 10D2 | pser129 | 10D2 | pSer129
PD1 5,66 > 32,8 4,52 > 32,8 > 32,8
PD2 32,8 32,8 >328 >328 >328
PD3 1,13 4,52 15,83 > 32,8 > 32,8
PD4 >328 >328 >328 >328 15,83
PD5 5,66 15,83 10,18 > 32,8 > 32,8
PD6 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PD7 >32,8 32,8 >328 >328 > 32,8
PD8 > 32,8 15,83 2,26 >32,8 3,39
PD9 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PD10 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PD11 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PDD1 > 32,8 15,83 > 32,8 32,8 > 32,8
PDD2 2,26 2,26 15,83 >32,8 > 32,8
PDD3 3,39 3,39 6,79 15,83 15,83
DLB1 >328 >328 >328 >328 > 32,8
DLB2 2,26 5,66 4,52 10,18 10,18
DLB3 5,66 >32,8 6,79 > 32,8 2,26
DLB4 >328 >328 >328 >328 > 32,8
DLB5 10,18 >32,8 > 32,8 2,26 32,8
DLB6 >328 >328 >328 >328 > 32,8
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Tabelle 44: Auch in der Muskularis waren in den meisten Fillen Resektate in Zentimetergrofie
notwendig. Angegeben ist die Fliache in mm?, die mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % ein immunreaktives
Gesichtsfeld enthilt. Praparate der Diagnosegruppe (n = 85), Magen-Subgruppe.

Diagnosegruppe, Muskularis, 10 High-power fields
Vorbehandlung Keine ‘ Proteinase K
Methode Immunhistochemie PET Blot
Falle pSer129 | 1002 | pSer129 | 10D2 | pSer129
PD1 4,52 32,8 4,52 >32,8 > 32,8
PD2 > 32,8 10,18 >328 >328 > 32,8
PD3 3,39 10,18 10,18 >328 >328
PD4 15,83 > 32,8 3,39 >32,8 > 32,8
PD5 15,83 6,79 10,18 >32,8 > 32,8
PD6 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PD7 5,66 10,18 2,26 >32,8 > 32,8
PD8 32,8 >32,8 6,79 >32,8 > 32,8
PD9 >328 >328 >328 >328 > 32,8
PD10 >32,8 32,8 >328 >328 > 32,8
PD11 > 32,8 10,18 32,8 >32,8 > 32,8
PDD1 15,83 10,18 32,8 32,8 > 32,8
PDD2 1,13 2,26 15,83 32,8 > 32,8
PDD3 2,26 5,66 15,83 32,8 32,8
DLB1 > 32,8 > 32,8 > 32,8 > 32,8 > 32,8
DLB2 6,79 >32,8 32,8 > 32,8 5,66
DLB3 >32,8 32,8 3,39 >32,8 5,66
DLB4 >328 >328 >328 >328 > 32,8
DLB5 >328 >328 > 32,8 10,18 32,8
DLB6 >328 >328 >328 >328 > 32,8

Aufgefiihrt ist in Tabelle 43 und Tabelle 44 je Fall diejenige Fliche, die mit 95 % Wahrscheinlichkeit
mindestens ein Gesichtsfeld mit spezifischer Immunreaktivitdt enthélt. So wére z. B. in der Magen-Subgruppe
bei Fall DLB2 in der IHC via Antikdrper pSer129 mit PK-Vorbehandlung eine Submukosa-Biopsie von
mindestens 4,52 mm? nétig, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % mindestens ein immunreaktives
Gesichtsfeld zu sehen. In der Erhebung wird jedoch ersichtlich, dass in vielen Féllen durch Bewertung von je
zehn Gesichtsfeldern keine Mindestbiopsiegrofle ermittelt werden konnte. In diesen Féllen wurde die
Biopsiegrofie als > 32,8 mm? bewertet entsprechend der grofiten mit unserer Methode bestimmbaren Biopsie.
Die Bestimmung einer MindestbiopsiegroBe je Protokoll iiber die Einzelfallbewertung hinaus war nicht
zuverldssig moglich, da protokollabhingig teils die meisten Werte > 32,8 mm? betrugen. Fiir mehrere Félle
(PD6, PD9, DLBI1, DLB4 und DLB6) war sogar in keinem unserer Protokolle eine Mindestbiopsiegrofe
bestimmbar. Aufgrund der daraus folgenden Verzerrung der Daten wurde die zundchst geplante Bestimmung
eines einseitigen Konfidenzintervalls zur Festlegung der Mindestbiopsiegrofle verworfen. Eine solche wire
fiir den PET Blot mangels Daten gar nicht und fiir die IHC zumindest nicht représentativ moglich. Die tibrigen
Daten lagen breit gestreut zwischen 1,13 mm? und 32,8 mm? mit wesentlich héheren Mindestbiopsiegroflen

im PET Blot. Fiir mehr als die Hilfte der Priparate war eine Biopsiegrof3e von iiber einem Zentimeter nétig.
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6.3 Staging

Abbildung 32: Beispiele zur Stadienauswertung nach Braak und McKeith. Alle Firbungen via Antikdrper
10D2 mit PK-Vorbehandlung. A in 400-facher (Balken entspricht 50 um), B, C und D in 200-facher
VergroBerung (Balken je 100 pm). A Multiple Lewy-Korperchen (LB) in pigmentierten Neuronen der
Substantia nigra (DLB2, 10D2 1:500). Mittig sind in einem Neuron mindestens sechs LB abgrenzbar,
morphologisch &hnlich der enterischen Ganglienzelle in Abbildung 11. B LB und retikuléres Muster aus vielen
LN sowie schwache Hintergrundreaktivitit im CA2-Teil des Ammonshorns (DLB2, 10D2 1:1.000). C vier LB,
umgeben von starker Hintergrundreaktivitidt im dufleren Kortex des Gyrus cinguli (PD11, 10D2 1:1.000). D
Gyrus frontalis medius, Grenze zwischen Medulla (oben links) und Kortex (unten rechts) mit zwei kortikalen
LB sowie schwacher Hintergrundreaktivitit (PD11, 10D2 1:1.000).
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Das Staging ergab ein klares Uberwiegen des Endstadiums V/VI nach BRAAK et al. (2003a) bzw. des
kortikalen Stadiums nach MCKEITH et al. (2005) (vgl. Tabelle 1 in Kapitel 4.4.2). Die meisten Hirnautopsien
zeigten reichlich Immunreaktivitit fiir aSyn (d. h. mindestens fiinf immunreaktive Strukturen pro Hemigyrus)
im Ammonshorn (besonders CA2 und transentorhinaler Kortex) sowie im Gyrus cinguli und Gyrus frontalis
medius. Keine Immunreaktivitdt im Ammonshorn zeigte sich bei den Féllen DLB4 und PD6. Keinerlei
Immunreaktivitét fiir aSyn im Gyrus frontalis medius ergab sich fiir die Félle PD6, PD7 und PD9, womit diese
Fille keine Endstadium-Pathologie erreichten (siehe Tabelle 4). Wir validierten diese Befunde fiir alle Félle
mit geringerem Stadium als V/VI nach Braak (bzw. kortikal nach McKeith) durch Sichtung (meist
vorbestehender) PET-Blot-Membranen der entsprechenden Hirnregionen, was jedoch in keinem Fall das
Ergebnis verdnderte. Ein einzelner — vormals als PD klassifizierter — Fall zeigte von der Medulla oblongata bis
zum Gyrus frontalis medius keinerlei Immunreaktivitéit. Das gleiche Muster fanden wir auch in PET Blots der
gleichen Hirnareale, sodass dieser Fall aus der Diagnosegruppe ausgeschlossen und in der vorliegenden Studie
nicht eingeschlossen wurde. DLB4 hingegen wies zwar keine Reaktivitit im Ammonshorn auf, jedoch
reichlich im Gyrus cinguli (> 5 Lewy-Kd&rperchen pro Hemigyrus) und méBig im Gyrus frontalis medius (3
Lewy-Korperchen pro Hemigyrus), sodass fiir diesen DLB-Fall stadiengetreu trotz diskontinuierlichem
Verteilungsmuster ein kortikales Stadium nach McKeith festgestellt wurde. PD6 wies weder im Ammonshorn
noch im Gyrus frontalis medius Immunreaktivitét auf, jedoch reichlich in Medulla oblongata, Locus caeruleus,
Substantia nigra und Gyrus cinguli (je > 5 Lewy-Korperchen pro Hemigyrus). Im PET Blot bestitigte sich das
diskontinuierliche Verteilungsmuster bei diesem Parkinson-Fall, sodass aufgrund der Beteiligung des Gyrus
cinguli ein Stadium IV nach Braak festgestellt wurde. PD7 und PD9 wiesen in der IHC wie auch im PET Blot
ein kontinuierliches Verteilungsmuster auf mit Lewy-Pathologie in allen untersuchten Arealen von Medulla
oblongata bis zum Gyrus cinguli, sodass auch fiir diese beiden Falle ein Stadium IV nach Braak festgestellt

wurde.
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7 Diskussion

7.1 Umfang der Arbeit und Vergleich zu publizierten Studien

Die Anzahl unserer Proben ist moderat bis grof3 im Vergleich zur bestehenden Literatur. Zwar gibt es mehrere
Studien mit hoherer Fallzahl (BU et al., 2019), jedoch findet sich nur eine einzige mit vergleichbarem Umfang
an untersuchten Abschnitten des GIT; diese analysierte im Bereich des Diinndarms nur wenige Priparate und
unterschied nicht zwischen Duodenum, Jejunum und Ileum (STOKHOLM et al., 2016). VISANJI et al. (2015)
untersuchten mit dhnlicher Fallzahl sowie mittels IHC und PET Blot Kolon-Biopsate hinsichtlich Sensitivitat
und Spezifitdt (VISANJI et al., 2015). Hierbei handelte es sich jedoch um Koloskopie-Stanzbiopsate, weshalb
einerseits die Untersuchung auf ein einzelnes Organ beschrinkt war, andererseits auch das Ausmall der
untersuchten Préparate erheblich geringer ausfiel. Die Biopsate bei VISANIJI et al. (2015) umfassten
technikbedingt iiberwiegend Mukosagewebe, wihrend in der vorliegenden Dissertation auf der Basis
neuroanatomischer Voriiberlegungen speziell Submukosa und Muskularis untersucht wurden. Mit moderater
Fallzahl handelt es sich bei der vorliegenden Dissertation folglich um eine der umfangreichsten
immunhistochemischen Arbeit hinsichtlich der Anzahl untersuchter Organe und ausgewerteten Plexusgewebes.
Bei unserer Studie handelt es sich ferner um die bisher grofite uns bekannte Untersuchung zur Diagnostik der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten des GIT mittels PET Blot.

Die einzigen beiden uns bekannten Arbeiten, die den GIT hinsichtlich Immunreaktivitit fiir aSyn mittels
PET Blot untersucht haben, wurden von VISANIJI et al. (2015) respektive RUFFMANN et al. (2018)
veroffentlicht. Positiv hervorzuheben an diesen Studien ist, dass Neben der Kontrolle fiir Aggregate jeweils
Antikorper gegen natives wie auch phosphoryliertes a-Synuklein verwendet wurden. RUFFMANN et al.
(2018) nutzten neben Stanzbiopsaten auch Resektate des Diinn- und Dickdarms, Magens und des Osophagus.
Keine der beiden Studien nutzte den von uns bevorzugten Antikérper 10D2 (Details zu den Studien siche
Tabelle 48 im Anhang). Limitationen umfassen den Fokus auf Mukosagewebe bei VISANJI et al. (2015) sowie
den milden Proteinase-Verdau von nur 50 pg/ml bei RUFFMANN et al. (2018). Reaktivitdtsmuster wurden
nur spérlich beschrieben und die wenigen Aufnahmen, die eine Immunreaktivitit im PET Blot zeigen,
beschrinkten sich auf die Mukosa. In Anbetracht der Fallzahl, der Anzahl untersuchter Darmabschnitte und
der detailliert in Bildern festgehaltenen Reaktivitdtsmuster ordnen wir die vorliegende Dissertation somit
letztlich als die umfassendste uns bekannte Studie zur Morphologie der aSyn-Pathologie im GIT ein.

Das von uns gewihlte Patientenkollektiv war fiir PD typisch (LEES et al., 2009; MARTTILA, RINNE,
1991; MOISAN et al., 2016) hinsichtlich epidemiologischer Parameter wie Geschlechterverhiltnis, Alter zum
Diagnosezeitpunkt und Krankheitsdauer (siche Tabelle 3, Kapitel ,,Quantitative Auswertung®). Auch die
Subgruppe der DLB-Patienten zeigte typische epidemiologische Mafie (MUELLER et al., 2019; VANN
JONES, O'BRIEN, 2014) beziiglich Krankheitsdauer (5,5 Jahre) und Durchschnittsalter (73,7 Jahre), hatte
jedoch einen hoheren Anteil an Frauen (Verhaltnis 1:1) als in vergleichbaren Kohorten. Durch das retrospektive,
Fall-Kontroll-Design an Post-mortem-Gewebe wurden iberwiegend Fille mit Endstadium-Pathologie V/VI
nach Braak eingeschlossen (siche Kapitel 5.1.2). Diagnose- und Kontrollgruppe &hnelten sich im

Geschlechterverhiltnis und Altersmedian bzw. mittlerem Alter. Zusammenfassend stellen wir eine hohe interne
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Validitit unserer Gruppe fest, wobei die externe Validitit — insbesondere die Ubertragbarkeit auf
Patientenkollektive im klinischen Setting — durch die {iberdurchschnittlich haufige Endstadium-Pathologie
nach Braak eingeschriankt wird. Zur Validierung unserer Ergebnisse sind longitudinal angelegte klinische
Studien notig, welche Patienten in verschiedenen Stadien der Krankheit untersuchen. Insbesondere prospektive
Untersuchungen am gastrointestinalen Nervensystem von Probanden ohne bekannte neurodegenerative
Erkrankung sowie solchen mit Vorstadien wie z.B. REM-Schlaf-Verhaltensstorung (MAHOWALD,
SCHENCK, 2018) sind notig, um eine Frithdiagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten zu

ermoglichen.

7.2 Diskussion der Forschungsfragen

7.2.1 Welche Reaktivitiatsmuster finden sich im Gastrointestinaltrakt?

In den letzten Jahren wurden diverse Publikationen zur Morphologie der aSyn-Immunreaktivitidt im GIT
verdffentlicht. Diese zeichneten sich vor allem durch grofle Heterogenitit hinsichtlich der verwendeten
Methodik aus. In einer systematischen Recherche in der MEDLINE-Database via PubMed konnten wir 19
Studien identifizieren, die ihre Ergebnisse in Bildaufnahmen festgehalten haben (sieche Tabelle 48 im Anhang).
Hier zeigten sich groBe Unterschiede hinsichtlich Vorbehandlung, verwendeter Antikorper sowie Ausmal (d. h.
GroBe im mm?) und Umfang (Anzahl untersuchter GIT-Abschnitte), was einen Vergleich der Ergebnisse
erschwert. Als problematisch sehen wir insbesondere die Tatsache, dass nur drei Studien jegliche Kontrolle fiir
Aggregate mittels Proteinase-Vorbehandlung durchgefiihrt haben, von denen wiederum eine Studie die
Verfahren PET Blot und IHC verglich (RUFFMANN et al., 2018), eine ausschlieBlich den PET Blot nutzte
(VISANIJI et al., 2015) und eine ausschlieBlich die IHC (CORBILLE et al., 2016). 5 Studien nutzten eine
unterlegene (BEACH et al., 2016b) Aufbereitung mittels Ameisensdure und 11 Studien beschrieben keinerlei
Vorbehandlung. 8 Studien nutzten in Gegeniiberstellung Antikdrper gegen aSyn und phosphoryliertes aSyn.
9 Studien nutzten Stanzbiopsate, weshalb vorrangig auf aSyn-Muster der Mukosa beschriebene wurden,
wihrend Immunreaktivitit der Muskularis nicht und solche der Submukosa allenfalls spérlich erfasst wurde.
In unserer Studie fanden wir mittels IHC folgende charakteristische Lokalisationen spezifischer Lewy-
Pathologie: (I) perivaskuldre Neuriten, (II) gangliondre Immunreaktivitit im Plexus submucosus und
myentericus sowie (III) frei vorliegende Neuriten vornehmlich in Muscularis mucosae sowie seltener in Ring-
und Langsmuskelschicht. Ein ,,perivaskuldres® Muster wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
und dort durchweg als unspezifisch bewertet (CORBILLE etal., 2016; RUFFMANN et al., 2018; SHIN et al.,
2018). Wie den Bildern der genannten Publikationen zu entnehmen ist, handelt es sich jedoch um intramural-
vaskulére Reaktivitit, teils vergleichbar mit der von uns beschriebenen Farbreaktion der Basalmembran in der
IHC und dem PET Blot (sieche z. B. Abbildung 23 F), teils &hnlich Ablagerungen von Formalinpigment. Im
engeren Sinne perivaskulire Reaktivitit — in Form gefdBBnaher Neuriten — ist hiervon klar abzugrenzen und
zeigte sich haufig in unserer Diagnosegruppe, wurde bisher jedoch in keiner uns bekannten morphologischen

Studie des GIT beschrieben.
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Gangliondre Immunreaktivitit hingegen gehdrt zu den am ausfiihrlichsten beschriebenen Mustern (ALDECOA
etal., 2015; BU et al., 2020; GOLD et al., 2013; GRAY et al., 2014; HARAPAN et al., 2020; ITO et al., 2014;
LEE et al., 2018; PUNSONI et al., 2019; RUFFMANN et al., 2018; SPRENGER et al., 2015). Auch hier gilt
es zwischen verschiedenen Reaktivitdtsmustern zu differenzieren. So beschrieben einige Studien ein ,,diffuses*,
»Zytoplasmatisches* oder auch ,,synaptisches® Muster in Ganglienzellen (ALDECOA et al., 2015; BU et al.,
2020; SHANNON et al., 2012a; SPRENGER et al., 2015), welches sich so in unseren Fallen nicht wiederfand.
Allerdings zeigt dieses Muster Ahnlichkeit zu Positivkontrollen, die wir probeweise ohne PK-Vorbehandlung
gefirbt haben und folglich ein dhnlich diffuses Muster im Nervengewebe aufwiesen (Abbildung 18 A). Dies
konnte dadurch erklért werden, dass die genannten Studien entweder keine Vorbehandlung (BU et al., 2020;
SHANNON et al., 2012a; SPRENGER et al., 2015) oder Ameisensdure (ALDECOA et al., 2015) nutzten, was
jeweils nicht dem Goldstandard zur Immundetektion der aSyn-Aggregate im GIT entspricht (BEACH et al.,
2016b). Dementsprechend stellen wir die Hypothese auf, dass es sich bei diesen Mustern um Akkumulate des
physiologischen aSyn handelt, die entsprechend als unspezifisch einzuordnen sind. Die Terminologie diffuser,
zytoplasmatischer und synaptischer Ablagerungen scheint uns dabei zwar grundsétzlich morphologisch-
topologisch korrekt zu sein in Bezug auf dieses vorwiegend prasynaptische Protein; jedoch miissen die in den
genannten Studien dargestellten Akkumulate sorgféltig von der im PET Blot darstellbaren und patho-
physiologisch relevanten synaptischen Aggregat-Pathologie abgegrenzt werden (KRAMER, SCHULZ-
SCHAEFFER, 2007).

SchlieSlich wurden auch frei vorliegende immunreaktive (Lewy-)Neuriten (LN), insbesondere in den
muskuldren Anteilen des Darms, beschrieben (CHUNG et al., 2016; ITO et al., 2014; SPRENGER et al., 2015).
Die LN besitzen eine unverkennbare Gestalt und sind aus Studien des zentralen Nervensystems bekannt
(SANDMANN-KEIL, BRAAK, 2005). Viele Arbeiten haben die LN im Darmgewebe entdeckt, jedoch meist
nur im Mukosa- oder Plexusgewebe beschrieben (CHUNG et al., 2016; GOLD et al., 2013; GRAY et al., 2014;
HARAPAN et al., 2020; ITO et al., 2014; LEE et al., 2018; RUFFMANN et al., 2018; SHANNON et al.,
2012b; SHIN et al., 2017; SPRENGER et al., 2015). In unserer Studie hingegen fanden sich gerade die
perivaskulér gelegenen Neuriten hiufig und sind anatomisch vereinbar mit sympathischen Fasern, welche die
gastrointestinalen Gefifle begleiten, um dort in Stresssituationen zur Vasokonstriktion beizutragen (FURNESS
et al., 2014). Friihere Arbeiten haben herausgestellt, dass sich die aSyn-Pathologie des GIT iiber das Ganglion
coeliacum und den Nucleus intermediolateralis des Riickenmarks bis in den Locus caeruleus in das ZNS
ausbreiten kann (BRAAK et al., 2007; VAN DEN BERGE et al., 2019). Daher konnte diese bisher wenig
diskutierte perivaskuldre aSyn-Pathologie darauf hinweisen, dass der Sympathikus an der Pathogenese der a-
Synuklein-Aggregationskrankheiten starker als bisher angenommen beteiligt ist. Diese These wird weiter
dadurch gestiitzt, dass wir das perivaskuldre Muster nicht nur in der IHC, sondern gerade in der fiir Aggregate
kontrollierenden Methode PET Blot und gleichsam in Kontrolle fiir phosphoryliertes aSyn finden konnten.
Fallstricke sind hier die transversal angeschnittenen Axone, welche als punktférmige Immunreaktivitit leicht
mit anderen Mustern verwechselt werden konnen. Dementsprechend empfehlen wir in der IHC wie auch im
PET Blot die morphologisch besser identifizierbaren tangential angeschnittenen Lewy-Neuriten und ansonsten

nur Ansammlungen der axial angeschnittenen Axone als spezifische Immunreaktivitit zu interpretieren.
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An Reaktivitdtsmustern zeigten sich neben den LN auch Lewy-Korperchen (LB) sowie die intrazelluldren
Lewy-Punkte. Die LB wurden in mehreren morphologischen Studien des GIT beschrieben (ALDECOA et al.,
2015; CHUNG et al., 2016; ITO et al., 2014; PUNSONI et al., 2019). ALDECOA et al. (2015) sprechen dabei
auch von grobkdrniger (,,coarse”) Firbung (ALDECOA et al., 2015), was die Morphologie unseres Erachtens
gut beschreibt und klar von unspezifischen Mustern wie Myelinfirbung innerhalb der Ganglien und in
peripheren Nerven abgrenzt. Dieser ,,grobkornige” Aspekt in der Farbgebung grenzt die dunkelbraunen
Aggregate von der schwach gefarbten Umgebung wie auch von unspezifischen Mustern gut ab (vgl. Abbildung
21 A und Abbildung 22 A im Vergleich zu Abbildung 23 H). SchlieBlich konnten wir auch Lewy-Punkte
(RUFFMANN et al., 2018; SHIN et al., 2017) beobachten, welche im Soma lokalisierbar am ehesten kleineren
Formen der Lewy-Korperchen entsprechen und sorgfiltig von den transversal angeschnittenen LN &hnlicher
Morphologie abgegrenzt werden sollten.

In einer morphologischen Studie von SHIN et al. (2018) zur Untersuchung der nicht-neuronalen
Immunreaktivitit im GIT auf einen Antikorper gegen phosphoryliertes aSyn zeigten sich vier distinkte
Artefakte: (I) Gepunktete Farbung der GefdBwénde, (II) diffuse bzw. granuldre Farbung des Zytoplasmas an
Epithelzellen in der Mukosa des Magens (auch erwihnt von ALDECOA et al. (2015) und BUSSOLATI,
LEONARDO (2008)), (III) diffuse Kernreaktivitdt in der Lamina propria der Mukosa sowie (IV) ein
punktartiges Muster der Muscularis mucosae, das in einem einzelnen Fall gesehen wurde. Auch Férbungen
des Praparatrandes (BUSSOLATI, LEONARDO, 2008) und freier Makrophagen (RUFFMANN et al., 2018;
SPRENGER et al., 2015) zihlen zu den bekannten Artefakten und fanden sich gleichsam in unserer Fallserie.
Bis auf das ,,gepunktete” Muster der Muscularis mucosae konnten wir alle dieser unspezifischen Muster
bestdtigen. Das gepunktete Muster ist nicht zu verwechseln mit den Lewy-Neuriten, die wir hiufig in
Parkinson- und DLB-Féllen mittels IHC und PET Blot in der Muscularis mucosae beobachten konnten und
die sich durch eine charakteristische, geschlangelte Morphologie leicht erkennen lassen. Hinsichtlich der
Gefalwandreaktion wiederum stellen wir die Hypothese auf, dass es sich um eine artefizielle Immunreaktivitat
der Basalmembranen handelt, wie sie aus der neuropathologischen Routinediagnostik bekannt und héufig ist.
Dieses Muster kann unserer Erfahrung nach in der IHC bei starker Ausprigung die Auswertung konfundieren
und PET-Blot-Préparate praktisch unauswertbar machen, sodass hierauf in der Qualitdtskontrolle besonderes
Augenmerk gelegt werden muss. Es scheint sich um ein Artefakt des Farbeprozesses selbst zu handeln, da sich
das Muster in Wiederholungen der Farbung vom selben Paraffinblock auf gleicher Hohe nie zeigte.
Kreuzreaktivitdt der Mukosa konnten wir zwar beobachten, stellte jedoch kein Problem dar, da sich unsere
Studie auf Muscularis mucosae, Submukosa und Muskularis sowie vereinzelt Subserosa und Muscularis
mucosae beschrinkte, wihrend die Mukosa von der semiquantitativen Auswertung ausgeschlossen war. Eine
Férbung des Préparatrandes lie} sich durch ausreichende Benetzung der Préparate mit Fliissigkeit wahrend
aller Schritte des Féarbeprozesses verhindern. In der Auswertung ist ein solches Artefakt zwar hinderlich, l4sst
eine Auswertung nach dem von uns vorgeschlagenen Schema aus zehn High-Power-Fields jedoch dennoch zu,

sofern diese auflerhalb des tiberfarbten Bereichs gewahlt werden.
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Bisher nicht dezidiert beschrieben wurden unserer Kenntnis nach die folgenden unspezifischen Muster:
(D) Zytoplasma-Farbung der Ganglienzellen, (II) Kernfiarbung der Ganglienzellen (besonders in pSerl129-
Protokollen), (IIT) hellgelbe, meist extrazelluldre Punkte, (IV) tropfenformige Strukturen, dunkelgrau und etwa
in der Groe von Lewy-Korperchen, jedoch ohne anatomischen Bezug zu neuronalem Gewebe,
(V) Blutzellen, die neben Makrophagen auch Granulozyten und Erythrozyten insbesondere in der Mukosa und
den GefaBen wumfassen, (VI) fldchige Schlieren, die andere Strukturen {iiberdecken, (VII)
Uberlagerungsartefakte (d. h. Strukturen, die aus der Bildebene herausstechen), (VIII) Lufteinschliisse, die
teils eine Kernfairbung imitieren konnen sowie (IX) gelbe Formalinschlieren mit schwarzen
Pigmenteinschliissen. Es fanden sich im Wesentlichen keine Unterschiede in der unspezifischen Reaktivitét
zwischen den Protokollen 10D2 1:1.000 und pSer129 1:10.000. Vereinzelte Ganglienzellen wiesen in
Kontrollféllen eine braunliche Farbung des Zytoplasmas auf (Abbildung 23 B), die dhnlich auch in der Farbung
mittels H.-E.-Technik erkennbar war. Wir stellen daher die Hypothese auf, dass es sich um Lipofuszin-Pigment
im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses handelt. Diese unspezifische Immunreaktivitit zeigt eine
gleichmiBig-feine Verteilung im ganzen neuronalen Soma im Gegensatz zu den dunkleren und konzentrierten
Einschlusskorperchen. Eine Kernfarbung zeigte sich nur unter Verwendung hoher Antikdrper-Konzentrationen
(z. B. pSer129 1:2.000). Hierzu sei angemerkt, dass das a-Synuklein — die Etymologie gibt den Fingerzeig —
im Zellkern erstbeschrieben wurde (MAROTEAUX et al., 1988; YU et al., 2007) und dort physiologische
Funktionen u. a. in der neuronalen Entwicklung (ZHONG et al., 2010) sowie der Bindung (KONTOPOULOS
HUM MOL GENET. 2006GOERS et al., 2003) und Acetylierung (KONTOPOULOS HUM MOL GENET.
2006GOERS et al.) der Histone ausiibt. Auf Basis (a) ausbleibender Immunreaktion in der von uns gewéhlten
niedrigeren (1:10.000) Antikérper-Konzentration trotz exzellentem spezifischem Féarbeverhalten in Féllen und
Positivkontrollen und (b) physiologischem Vorkommen dieses primér prasynaptischen Proteins auch im
Zellkern gehen wir folglich bei der Kernfirbung enteraler (Ganglien-)Zellen von Uberfirbungsartefakten bzw.
Kreuzreaktivitit mit physiologischem aSyn aus. Die von uns beobachteten extrazelluldren Punkte sind
moglicherweise dem punktartigen Muster der Muscularis mucosae dhnlich, welches von SHIN et al. (2018) in
einem Fall beobachtet wurde und fanden sich auch bei uns nur in wenigen Féllen und an Stellen ohne
anatomischen Bezug zu Nervengewebe. Auch die extrazelluldren Tropfen stellen kein Hindernis zur
Auswertung dar, sofern die Anatomie des GIT beachtet wird. Die {ibrigen Muster (V) bis (IX) wurden — mit
Ausnahme der Makrophagen als typische Artefakte der IHC — in den von uns gesichteten Publikationen nicht
erwdhnt. Nichtsdestotrotz erscheint uns die Kenntnis und systematische Beschreibung solcher Artefakte —
analog z. B. zur Auswertungsroutine eines EEG (vgl. ZSCHOCKE 2012, Kapitel 20) — essentiell, um
spezifische Muster besser abgrenzen und bewerten zu kdnnen.

Im PET Blot zeigten sich — bei insgesamt geringerer anatomischer Auflésung — grundsitzlich Muster, die
mit der IHC vergleichbar waren. Die perivaskuldre Immunreaktivitdt war wesentlich starker ausgeprégt als die
ganglionédre und frei vorliegende. Das hiufigste Reaktivitdtsmuster war die Farbung von LN. VISANIJI et al.
(2015) haben in ihrer Studie iiber die aSyn-Aggregate der Darmmukosa feine Netzwerke beschrieben, welche
sich in der IHC und im PET Blot fanden und nach PK-Verdau teilweise erhalten bliecben (VISANIJI et al., 2015).
RUFFMANN et al. (2018) hingegen haben einerseits ein ,,perikryptales Muster beschrieben (d. h.
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Immunreaktivitdt entlang der Driisen oder Krypten der Mukosa), andererseits auch ein
»kolokalisiertes Muster, welches (unabhéngig von der Morphologie) durch dhnliche Farbung in PET-Blot-
und IHC-Priparaten definiert ist. Diese Reaktivitditsmuster wurden mit Bezug auf VISANIJI et al. (2015) als
vergleichbare und ,,grobkdrnige* Aggregate, vorwiegend in der Mukosa und sonst ohne spezifische
anatomische Lokalisation charakterisiert (RUFFMANN et al., 2018). Wir konnten diese Muster in unserer
Fallserie samtlich nicht nachvollziehen, was an den Unterschieden in der Vorbehandlung und unserem Fokus
auf die Strukturen der Submukosa und Muskularis liegen mag.

Unsere Ergebnisse beschreiben erstmals gezielt die Immunreaktivitdt der Submukosa und Muskularis
mittels PET Blot. Die von uns erarbeiteten Muster wiesen dabei insgesamt groBere Ahnlichkeit zu
immunhistochemischen Studien des GIT auf als zu denen von VISANIJI et al. (2015) und RUFFMANN et al.
(2018). So fanden wir im PET Blot morphologische Analoga zu den aus IHC- und H.-E.-Farbung bekannten
LB und LN, die sich am haufigsten gefa3begleitend, auch im Plexus myentericus und submucosus und seltener
in der Muskularis mucosae (Abbildung 24 A-D) zeigten. Insbesondere violette ,,Schatten* sowie anatomische
Landmarken und der gewundene Verlauf neuritischer Strukturen waren in unseren Vorversuchen
charakteristisch fiir die Diagnosegruppe. Dahingegen zeigten sich Muster wie solitire immunreaktive Punkte,
Basalmembranreaktivitit, flichige und bizarre Muster gleichermallen in Kontrollfdllen. Die Diskrepanzen zu
den beiden oben genannten Studien konnten teils durch die Verwendung unterschiedlicher gegen aSyn
gerichteter Antikorper zustande kommen. Da besagte Studien im Gegensatz zu den von uns genutzten
Vollwandpréparaten Stanzbiopsien nutzten und sich auch deskriptiv auf die Mukosa fokussierten sind folglich
andere Strukturen im Priparat zu erwarten: Da das Nervensystem des GIT iiberwiegend in den Plexus der
Submukosa und Muskularis angeordnet ist, stellen wir die Hypothese auf, dass die Mukosa nicht geeignet ist
zur neuropathologischen Diagnostik der o-Synuklein-Aggregationskrankheiten, was durch die geringe
Sensitivitdt und Spezifitdt in den Ergebnissen von VISANIJI et al. (2015) und RUFFMANN et al. (2018) weiter
gestiitzt wird.

Unspezifische Immunreaktivititsmuster im GIT mittels PET Blot wurden bisher kaum beschrieben.
Wihrend RUFFMANN et al. (2018) noch eine Fiarbung der Epithelzellen in der Mukosa des Magens erwéhnen,
bleibt in der Studie von VISANIJI et al. (2015) unklar, inwiefern Artefakte herausgearbeitet wurden. Obwohl
die Mukosa nicht explizit Gegenstand der vorliegenden Dissertation war, konnte tatséichlich eine unspezifische
Férbung einzelner Mukosazellen beobachtet werden. Solitéire dunkle Punkte mit violettem Schatten waren in
Diagnose- und Kontrollgruppe gleichermalien sporadisch zu sehen, war es uns oftmals nicht mehr méglich zu
bestimmen, ob es sich um unspezifische Farbablagerung oder axial angeschnittene LN handelt. Wir geben
daher in Analogie zur IHC die Empfehlung ab, diese nur dann als spezifische Immunreaktivitit zu werten,
wenn mehrere dieser Punkte in plausibler Lokalisation (z. B. in Gefal3- oder Plexusnihe) zusammengelagert
vorkommen. Die klinisch wohl relevanteste unspezifische Reaktion im PET-Blot-Verfahren war jedoch eine
teils extensive Reaktion der GefaBwinde, vergleichbar mit einem Phidnomen, das bereits SHIN et al. (2018) in
der IHC festgestellt haben. Diese Kreuzreaktivitit reicht von zartvioletter Farbung bis zu einem grobkornig-
dunklen Muster und ist aufgrund der gewundenen Form leicht verwechselbar mit perivaskuldren Lewy-

Neuriten. Wir stellen die Hypothese auf, dass es sich bei diesem Muster in Analogie zur IHC um ein Prézipitat
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des immunreaktiven Farbstoffes (in diesem Falle eine Formazan-Reaktion) an der vaskuldren Basalmembran
und Bindegewebsziigen handelt. Unter Verwendung der monoklonalen (mk) Variante des Antikorpers pSer129
(EP1536Y) fand sich eine morphologisch dhnliche, ,,flusenartige” Férbung mit violettem Schatten und teils
flichig ausgebreitet in einzelnen Gebieten der Muscularis mucosae, Submukosa und Muskularis. Dieses
Féarbephdnomen stellte einen besonderen Fallstrick in der Auswertung dar, da die ,,Flusen” morphologisch
schwer von Ansammlungen von Lewy-Neuriten unterscheidbar sind. Sie fanden sich vermehrt innerhalb der
Bindegewebsstralen der Muskularis, weswegen wir die Hypothese aufstellen, dass es sich um
Bindegewebsartefakte handelt. Da sich dieses Muster in verschiedenen Verdiinnungsstufen und unter Testung
mehrerer Sekundarantikérper an Kontrollfdllen (z. B. AD1) wiederfand, schlieBen wir, dass pSer129 mk nicht
geeignet ist zur neuropathologischen Untersuchung des GIT und stets die polyklonale (pk) Variante genutzt
werden sollte. Weitere fiir den PET Blot spezifische Fallstricke waren fldchig braune Artefakte bei fehlerhafter
Entparaffinierung sowie ein (besonders bei heilen Temperaturen im Labor hiufiger) Bakterienbefall der
Arbeitsmaterialien, welcher mit violetten Ablagerungen einhergeht und durch Reinigung der Boxen in NaOH
vermieden werden kann. Dariiber hinaus fanden sich weitere unspezifische Muster unter Verwendung der
beiden Antikorper 10D2 und pSer129 pk, die unseres Wissens bisher sdmtlich unbeschrieben sind (es sei auf
das Kapitel ,,Ergebnisse verwiesen). Formalinartefakte schriankten dabei die Auswertbarkeit der PET-Blot-
Priparate im Gegensatz zur IHC keineswegs ein, da die schwarz-gelben Uberlagerungen leicht von der
violetten Reaktivitit abgrenzbar waren.

Zusammenfassend konnten wir unsere Ergebnisse mit 19 Studien identifizieren, die mittels PET Blot
und/oder IHC Immunreaktivitdtsmuster des GIT beschrieben und mit Bildanhéngen publiziert haben. Wahrend
sich einige Studien teils explizit mit der Identifikation unspezifischer Muster auseinandergesetzt und die
(Neuro-)Anatomie des GIT beachtet haben (RUFFMANN et al., 2018; SHIN et al., 2018), beschrieben andere
keinerlei Artefakte, was Fragen hinsichtlich der Bewertungskriterien in diesen Studien aufwirft (BU et al.,
2020; VISANIJI et al., 2015). Wir konnten zeigen, dass sich in der Betrachtung von Submukosa und Muskularis
eine morphologisch dhnliche Immunreaktivitit in der IHC und im PET Blot zeigt. Insbesondere fiir den
PET Blot konnten wir jedoch auch diverse unseres Wissens bislang unbeschriebene Muster aufzeigen, von
denen insbesondere die perivaskuldren Lewy-Neuriten in unserer Studie hdufig waren und bislang kaum in der
Literatur diskutiert wurden. Hierbei konnte es sich z. B. um Ausldufer des sympathischen Nervensystems
handeln, das seit geraumer Zeit als Pradilektionsstelle der Parkinson-Pathologie bekannt ist (HERZOG, 1928)
und zunehmend als komplementirer Pathway der aSyn-Ausbreitung diskutiert wird (BRAAK et al., 2007;
VAN DEN BERGE et al., 2019).

7.2.2 Folgt das a-Synuklein-Verteilungsmuster einem Gradienten?

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass sich in allen Abschnitten des GIT Akkumulate von phosphoryliertem
und unphosphoryliertem aSyn finden. Die Dichte an Immunreaktivitit war dabei in der IHC wesentlich hoher
als im PET Blot im Vergleich von je zehn konsekutiven Gesichtsfeldern, was aufgrund des hohen Maf3es an
nicht-aggregiertem aSyn in der IHC jedoch fiir sich genommen noch keine pathophysiologischen

Riickschliisse zulésst. In der IHC und dem PET Blot ergab sich fiir unsere Diagnosegruppe ein vergleichbarer,
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komplexer Verteilungsgradient mit der hochsten aSyn-Prévalenz im Magen und Ileum und der geringsten im
Duodenum, dem Rektum und der Appendix (Abbildung 29). Andere Arbeitsgruppen haben einen von oral nach
aboral abnehmenden (,,rostro-kaudalen*) Gradienten fiir Lewy-Pathologie (WAKABAYASHI et al., 1988),
aSyn-Akkumulate (ANNERINO et al.,, 2012; CHUNG et al.,, 2016; POUCLET et al., 2012b) und
phosphoryliertes aSyn (BEACH et al., 2010; POUCLET et al., 2012b) postuliert. Diese Studien sind somit
einerseits hinsichtlich ihres Untersuchungsgegenstandes heterogen, nutzten andererseits aber auch
unterschiedliche Farbemethoden, Vorbehandlungen und Auswertungsmethoden und analysierten selten alle
Organe des GIT, sodass darauf hingewiesen werden muss, dass diese nur eingeschrénkt untereinander und mit
unserer Studie vergleichbar sind.

Eine Diskussion des Verteilungsmusters entlang der axialen Darmwandschichten (Mukosa, Submukosa,
Muskularis etc.) erfolgte in der Literatur bislang sparlich. Einzelne Studien fanden die grofite Dichte an aSyn
(ANNERINO et al., 2012) bzw. phosphoryliertem aSyn (BEACH et al., 2009; POUCLET et al., 2012a) im
Plexus myentericus, gefolgt von der Submukosa und weniger Immunreaktivitéit in der iibrigen Muskularis,
Mukosa und (Sub-)Serosa. Eine Studie fand in der Submukosa und Muskularis eine etwa gleiche Dichte an
aSyn (BEACH et al., 2016b). Uns ist keine Studie bekannt, die bislang ein (z. B. mittels PET Blot) fiir
Aggregate kontrolliertes Verteilungsmuster beschrieben hétte. Ferner handelt es sich bei unserer Studie um die
erste uns bekannte, die dieses Muster weiter nach einzelnen Organabschnitten des GIT aufschliisselt. Wir
fanden in IHC und PET Blot gleichermallen einen statistisch nicht-signifikanten Gradienten zugunsten der
Submukosa, was mit den immunhistochemischen Ergebnissen von BEACH et al. (2016b) grundsétzlich
iibereinstimmt. Diskrepanzen zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen konnen einerseits methodisch
bedingt sein, andererseits auch durch die bei uns hiaufigen LN nahe submukésen Gefa3en und der Muscularis
mucosae bedingt sein, da sich die genannten Studien spezifisch auf ganglionire Reaktivitét fokussierten.

Die hochste Dichte an Lewy-Pathologie findet sich laut Literatur — und iibereinstimmend mit unseren
Ergebnissen — im distalen Osophagus und Magen (WAKABAYASHI et al., 1988). Insbesondere der Magen
wird daher und aufgrund neuroanatomischer Uberlegungen auch als Ursprungsort der Pathogenese diskutiert
(BRAAK et al., 2006b). Ahnlich unserer Studie fanden BEACH et al. (2010) auch eine relevant erhohte aSyn-
Dichte im Ileum, womit sich eine mogliche zweite Pradilektionsstelle der Pathologie ergibt. Dieser Befund am
prionoiden aSyn wird gestiitzt durch den Analogieschluss von Studien zum Verteilungsmuster des PrP%c,
welches sich im Tiermodell am frithesten im Ileum fand und von dort iiber das autonome Nervensystem
retrograd ausbreitete (MCBRIDE et al., 2001). Im Duodenum und Jejunum findet sich laut Literatur eine
méfBige aSyn-Immunreaktivitit (BEACH et al., 2010) bzw. eine geringe Dichte an Lewy-Pathologie
(WAKABAYASHI et al., 1988). Diese GIT-Abschnitte wurden nach unserem Kenntnisstand bisher kaum in
der Literatur beziiglich Pathophysiologie oder diagnostischem Nutzen diskutiert und in einigen Studien auch
gesammelt als ,,Diinndarm‘ ohne weitere Aufschliisselung diskutiert (ANNERINO et al., 2012; CHUNG et al.,
2016). Da in unseren IHC-Protokollen das Jejunum — interessanterweise aber nicht das angrenzende
Duodenum - ausgesprochen hohe Werte fiir Immunreaktivitdt aufwies, erachten wir eine solche
Subsummierung als unangebracht; es scheint relevante Schwankungen hinsichtlich aSyn-Akkumulaten auch

innerhalb des Diinndarms zu geben. Die Appendix hingegen erfuhr in letzter Zeit stdrkere Beachtung
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(KILLINGER, LABRIE, 2019; LU et al., 2020), ohne dass es unseres Wissens nach eine Studie gibe, welche
die Appendix mit anderen Organen des GIT hinsichtlich der aSyn-Dichte verglichen hétte. Dieses neue
Interesse an der Appendix basiert wesentlich auf Registerstudien, die eine niedrigere Erkrankungsrate an PD
nach Appendektomie festgestellt haben (KILLINGER et al., 2018; LIU et al., 2020), was jedoch in einer
Metastudie nicht bestdtigt werden konnte (LU et al., 2019). Auch unsere Ergebnisse sprechen aufgrund der
geringen Immunreaktivitét fiir aSyn — und besonders an aggregiertem — gegen eine pathophysiologische und
diagnostische Bedeutung des Wurmfortsatzes, aber auch des Duodenums und Jejunums aSyn (siehe auch PET-
Blot-Protokolle in Abbildung 29).

Hinsichtlich der Immunreaktivitit innerhalb des Kolons gibt es widerspriichliche Ergebnisse in der
Literatur. So fand sich zwar in einer Studie eine hohe Dichte an aSyn in diesem Abschnitt des GIT
(ANNERINO et al., 2012). Jedoch ergab sich fiir das Kolon in einer dlteren Studie wenig Lewy-Pathologie
(WAKABAYASHI et al., 1988) und auch in Studien, die fiir Phosphorylierung kontrollierten und eine PK-
Vorbehandlung in der IHC nutzten, zeigte sich vergleichsweise wenig Immunreaktivitdt (BEACH et al., 2010;
CHUNG et al., 2016). Es finden sich auch Studien, welche eine Spezifitdt der Pathologie von 100 %
beschreiben (BEACH et al., 2016b; SHANNON et al., 2012a; SHANNON et al., 2012b), neben solchen, die
aufgrund fehlender Spezifitdt von einer Etablierung der Kolon-Pathologie als Biomarker abraten (CHUNG et
al., 2016; VISANIJI et al., 2015). In unserer Studie fand sich im Kolon im Vergleich zu anderen Teilen des GIT
eine moderate Immunreaktivitdt. Das Rektum schlieBlich zeigte in unserer wie auch anderen Studien ein relativ
geringes Mal} an aSyn-Immunreaktivitit (ANNERINO et al., 2012; BEACH et al., 2010; POUCLET et al.,
2012b; WAKABAYASHI et al., 1988). In Anbetracht geringer Dichte an aggregiertem aSyn in Kolon und
Rektum kdénnen wir auch fiir diese Organabschnitte keine weitergehenden Hinweise auf pathophysiologische
Relevanz beisteuern.

Obwohl die Ergebnisse fritherer Arbeiten somit mit unseren grundséitzlich {ibereinstimmen, mochten wir
gegen einen ,,rostro-kaudalen® aSyn-Gradienten im engeren Sinne argumentieren. Die Annahme eines solchen
Gradienten fuBt auf mindestens zwei, in der Literatur mehr oder minder explizit vertretenen, Prdmissen:
(a) Die bisherigen (Autopsie-)Studien zeigten einen solchen Gradienten und (b) das aSyn-Verteilungsmuster
folge dem Innervationsmuster des Vagusnerven. Demnach sollten vagal stark innervierte Gebiete wie der
Magen besonders anfillig sein sowohl fiir aSyn-Fehlfaltung als auch flir dessen Aufnahme in Vagus-
Efferenzen, tiber die das Protein retrograd ins ZNS einfallen konnte.

Jedoch sehen wir (a) in den wenigen anderen Studien, die den GIT in extenso analysiert haben
(ANNERINO et al., 2012; BEACH et al., 2010; WAKABAYASHI et al., 1988) sowie auch in unserer eigenen
Studie (siehe Abbildung 29), kein stetiges Muster. Vielmehr zeigt sich kaum Lewy-Pathologie im oberen
Osophagus (WAKABAYASHI et al., 1988) und neben dem Magen findet sich — auch in unserer Studie — ein
weiteres Maximum an aggregiertem aSyn im Ileum (BEACH et al., 2010). In einer Studie fand sich zwar nur
ein einzelner Gipfel des Gradienten im Magen, wihrend die restlichen GIT-Abschnitte eine eher homogene
(und geringe) Menge an Immunreaktivitit aufwiesen (ANNERINO et al., 2012); jedoch ist dies gleichermalien

mit einem mehr oder minder stetigen ,,Gradienten‘ nicht vereinbar.
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Tabelle 45: Im Rattenmodell ldsst der prozentuale Anteil vagal innervierter myenterischer Ganglien
keinen stetigen rostro-kaudalen Gradienten erkennen (BERTHOUD et al., 1990). Angegeben sind jeweils
Organ, Organabschnitt sowie Prozentwert + Standardabweichung der je sechs untersuchten Ratten.

Organ Abschnitt %
Fundus 100
Magen Korpus 100
Antrum 100
D1 96 £ 5
D3 86+ 11
Duodenum D5 7347
D8 56+9
J20 24 £5
Jejunum 140 407
J60 40+ 4
J80 35+5
Ileum Distal 35+4
.. Apex 66+ 7
Zokum Korpus 65+7
Aszendens 51+4
Kolon Transversum 20+ 6
Descendens 16 £6
Rektum Proximal 0

Und (b) folgt auch die Vagusnerv-Innervation unseres Wissens keinem strengen ,,rostro-kaudalen Gradienten
(siche Tabelle 45). BERTHOUD et al. (1990) beschrieben mittels Rattenmodel das Innervationsmuster des
Vagusnerven im GIT zwar als am ehesten rosto-kaudal abnehmend, allerdings zeigte sich wenig Innervation
im Jejunum und Ileum bei gleichzeitig starker Versorgung des Zokums und aufsteigenden Kolons, was der
Annahme eines stetigen Gradienten entgegensteht, sofern nicht Messfehler unterstellt werden. Auch die
geringe Innervation des Ileums ist schwer mit unseren Ergebnissen einer hohen Dichte an aggregiertem aSyn
in diesem Organ vereinbar. Eine Verwirrung beziiglich der Vagus-Innervation mag zustande gekommen sein
durch eine anatomische Studie von HOPKINS et al. (1996), welche mehrfach misinterpretiert wurde, sie
beweise einen rostro-kaudalen Gradienten der Vagusinnervation (CHUNG et al., 2016; VISANIJI et al., 2014).
Dabei wurde diese Studie lediglich als Beweis der groBflachigen Projektion des Magens auf den Nucleus
dorsalis nervi vagi in die Diskussion eingebracht (BRAAK et al., 2006b); und auch dieser Vaguskern wird
langst nicht mehr als obligate Triggersite der aSyn-Pathologie angesehen (ATTEMS, JELLINGER, 2008;
KALAITZAKIS et al., 2008b).

Somit schliefen wir, dass (a) sich aus der publizierten Literatur kein stetiger aSyn-Gradient herauslesen
lasst und (b) die in mehreren Studien behauptete Vagus-Innervation weder der tatsdchlichen Innervation noch
dem Verteilungsmuster des nativen, phosphorylierten oder aggregierten aSyn entspricht. Wir sehen vielmehr
ein non-lineares und mehrgipfeliges Verteilungsmuster. Die Maxima besonders der Immunreaktivitédt fir
aggregiertes oaSyn finden sich dabei in Organabschnitten des GIT, welche als fiir Prion- bzw.
,.prionoide Erkrankungen pathophysiologisch relevant diskutiert werden, nimlich dem Magen (BRAAK et
al., 2006b) und dem Ileum (MCBRIDE et al., 2001). Ob die vagale Innervation dabei eine Rolle spielt, bleibt
fiir uns aus den oben genannten genannten Griinden zumindest unklar. Auch andere Autoren haben das Konzept

des Vagal Highway (BREEN et al., 2019) angezweifelt, u. a. in der Reanalyse einer ddnischen Registerstudie,
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in der sich herausstellte, dass eine Vagotomie das Parkinson-Risiko entgegen fritheren Ergebnissen
(SVENSSON et al., 2015) statistisch nicht signifikant reduziert (TYSNES et al., 2015). In Analogie zur
Ausbreitung von PrP% wurde auch darauf hingewiesen, dass der Vagusnerv neben dem sympathischen
Nervensystem nur einer unter mehreren Wegen in das ZNS sein konnte. So kann z. B. PrP5¢ auch iiber Nervi
splanchnici und Ganglion coeliacum bis zum Nucleus intermediolateralis retrograd in das ZNS einfallen
(MCBRIDE et al., 2001). Weiterhin fand sich Lewy-Pathologie in diesem sympathischen Pathway in
Autopsieproben von Parkinson-Féllen (BRAAK et al., 2007; WAKABAYASHI, TAKAHASHI, 1997) wie
auch induziert im Modell wieder (VAN DEN BERGE et al., 2019).

Es ergeben sich drei logische Alternativen beziiglich des von BRAAK et al. (2006b) vorgeschlagenen
Ausbreitungsmusters (BEEKES, 2021): (I) Die oaSyn-Pathologie beginnt simultan an mehreren
Pradilektionsstellen des zentralen und/oder peripheren Nervensystems (multizentrische Hypothese), (II) das
Nervensystem des GIT ist vor dem ZNS befallen (zentripetale oder Body-first-Hypothese) oder (I11) das ZNS
ist zuerst befallen (zentrifugale oder Brain-first-Hypothese). Schlieflich sollte auch bedacht werden, dass die
enterische Symptomatik nicht nur dezentral durch aSyn-Ablagerungen im Darm entstehen kdnnen, sondern
auch eine zentrale Fehlsteuerung (z. B. des dorsalen Vaguskerns) vielerlei Symptome adiquat erklaren konnte.
Da Tiermodelle die humane Pathophysiologie der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten nur unvollstindig
rekapitulieren (CHIA et al., 2020), bildgebende Verfahren nur indirekte Schliisse auf die Histopathologie
zulassen und auch Autopsiestudien inhdrenten Limitationen unterliegen (MARAGANORE et al., 1999), bleibt
der Startpunkt wie auch der longitudinale Verlauf der aSyn-Ausbreitung letztlich ungeklart. Neben der
Entwicklung geeigneter Modellorganismen (bzw. zunehmend vielversprechender humaner Organoide)
empfehlen wir, auch alternative Konzepte ernst zu nehmen, welche beispielsweise einen multifokalen Beginn

der aSyn-Fehlfaltung postulieren (ROLLI-DERKINDEREN et al., 2020).

7.2.3 Korreliert das Ausmaf} an a-Synuklein-Pathologie mit der

Erkrankungsdauer?

In unserer Studie konnten wir die Korrelation zwischen Immunreaktivitidt (IHC, pSer129 mk 1:10.000) und
einerseits (I) der Krankheitsdauer und (II) dem Alter zum Todeszeitpunkt bestimmen sowie andererseits auch
zu weiterfiihrenden klinischen Parametern wie (I1I) Demenzdiagnose und (I'V) gastrointestinalen Beschwerden.
Eine (protokollabhéngige) statistische Signifikanz ergab lediglich die Korrelation mit einer Demenzdiagnose,
weiterhin zeigte sich eine (statistisch nicht-signifikante) Neigung zur Obstipation. Die gleichzeitig fehlende
Korrelation mit der Krankheitsdauer entspricht dem Ergebnis bisheriger Studien, die die Glandula
submandibularis (BEACH et al., 2016a), das zentrale Nervensystem (GOMEZ-TORTOSA et al., 1999) und
den GIT (BEACH et al., 2009; LEBOUVIER et al., 2010b) auf Lewy-Pathologie untersucht haben. In der
Korrelationsanalyse zwischen Immunreaktivitdt und Alter fand sich teils eine inverse (BEACH et al., 2009),
teils eine schwach positive (r = 0,395; p = 0,02) Korrelation (LEBOUVIER et al., 2010b). Es bleibt jedoch
unklar, wie diese Ergebnisse hinsichtlich Krankheitsdauer und Alter zu interpretieren sind. Mdglicherweise
sind die Ergebnisse artefiziell zu erkldren, da es sich bei den genannten Studien wie auch bei unserer eigenen

um retrospektive Arbeiten an Autopsieproben mit vorwiegender Endstadium-Pathologie handelt. Eine Demenz
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konnte zwar mit vermehrten kortikalen LB korreliert werden (HURTIG et al., 2000), jedoch ist dieses Ergebnis
durchaus umstritten (PARKKINEN et al., 2005). In unserer Studie korrelierte gastrointestinales aSyn nur in
seiner phosphorylierten Form (IHC und PET Blot via pSer129), nicht jedoch in nativer Konformation (IHC
und PET Blot via 10D2) statistisch einfach signifikant (p < 0,05 ohne Korrektur fiir multiple Testung) mit einer
Demenzdiagnose. In der Korrelation von Obstipation und Diagnose eines M. Parkinson zeigten zwar einige
Studien einen Zusammenhang (LEBOUVIER et al., 2010b; LEE et al., 2018), jedoch fand sich keinerlei
statistische Signifikanz mehr, sobald die GIT-Symptomatik mit der Dichte an phosphoryliertem aSyn korreliert
wurde (LEE et al., 2018). Auch in unserer Studie zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen
gastrointestinaler Symptomatik und Diagnose eines M. Parkinson; obstipiert waren unsere Fille der
Diagnosegruppe zwar hiufiger als Kontrollen, jedoch muss dies durch die spérliche klinische Datenlage
relativiert werden. Die geringe Korrelation mit klinischer Symptomatik konnte auf die Auswahl der Kontrollen
zuriickzufiihren sein. Denn wihrend LEBOUVIER et al. (2010b) ,,gesunde Probanden* rekrutierten und LEE
et al. (2018) von ,Neurologisch intakten Subjekten” sprechen, finden sich bei uns primér
differentialdiagnostische Fille (z. B. Supranukledre Blickparese oder Multisystematrophie). Diese befinden
sich in einem klinisch vergleichbaren Setting mit eingeschriankter Mobilitdt und hdufigen Hospitalisationen,
was z. B. Obstipation wesentlich begiinstigt (DE GIORGIO et al., 2015).

Eine fehlende Korrelation der Immunreaktivitdt mit Krankheitsdauer, Alter und Demenzdiagnose sowie
auch eine fehlende Korrelation zwischen Diagnose und GIT-Symptomatik verstirken die Zweifel an einer
unmittelbar pathogenen Rolle der aSyn-Ablagerungen an der Pathogenese der a-Synuklein-
Aggregationskrankheiten. Bis heute sind LB in ihrer pathophysiologischen Bedeutung nicht entschliisselt und
konnten unseres Wissens nach protektiv wie auch destruktiv auf neuronales Gewebe wirken (CALNE,
MIZUNO, 2004; CHARTIER, DUYCKAERTS, 2018) oder gar ein reines Epiphdnomen darstellen
(KILLINGER, KORDOWER, 2019). So entwickeln alternde Ratten regelhaft aSyn- und tau-Akkumulate im
Auerbach-Plexus ohne entsprechende klinische Symptome zu zeigen (PHILLIPS et al., 2009). Zwar wurden
Mikro-Aggregate liberzeugend mit der Degeneration der Synapsen des ZNS in Verbindung gebracht, jedoch
macht die in der IHC typischerweise beobachtete Lewy-Pathologie nur den kleinsten Anteil des aSyn innerhalb
der Nervenzellen aus (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007). Eine hohe Last an Lewy-Pathologie kann
somit nicht selbstverstindlich als Kennzeichen fiir eine hohe Last an prisynaptischem aggregiertem aSyn
herangezogen werden. In der IHC und im fiir die pathologischen Aggregate kontrollierenden PET Blot ergab
sich gleichermalen eine fehlende Korrelation mit klinischen Parametern, sodass die Bedeutung peripherer
aSyn-Aggregate fiir die klinisch relevante Neurodegeneration in Frage gestellt werden kann und eine zentrale

Genese peripherer Symptome verstirkt diskutiert werden sollte.
7.2.4 Wie grofl muss eine Biopsie mindestens sein?

Nachdem bislang primér morphologische und pathophysiologische Fragestellungen bearbeitet wurden, soll
nun die Diagnostik hinsichtlich Probenumfang thematisiert werden: reichen womdglich Appendektomien oder
Biopsien im Rahmen der Routine-Koloskopie aus oder sind Vollwandresektate zur zuverldssigen Diagnostik

notwendig? Uns sind bis heute keine Studien bekannt, die diese Frage systematisch untersucht hétten. Zur
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Beantwortung berechneten wir zunéchst die Fldche in mm?, welche mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
mindestens ein immunreaktives Gesichtsfeld enthdlt (Tabelle 43 und Tabelle 44). Die Analyse wurde
beispielhaft fiir die Subgruppe aller Magen-Préparate der Diagnosegruppe durchgefiihrt, da sich in dieser eine
hohe Dichte an aggregiertem aSyn fand und eine Stanzbiopsie (im Gegensatz z. B. zum Ileum) vergleichsweise
leicht im Rahmen einer Gastroskopie durchfiihrbar ist.

Die IHC-Verfahren benétigten insgesamt eine geringere Biopsiegrofle zur Detektion eines immunreaktiven
Gesichtsfelds im Vergleich zu PET Blot. Zugrunde liegt die relativ geringe Dichte an immunreaktiven
Strukturen in den PET-Blot-Préparaten, was jedoch keineswegs als Nachteil der Methode, sondern im
Gegenteil gerade im Rahmen der spezifischeren Aggregatdetektion interpretiert werden muss. Es erfolgte der
Vergleich der einzelnen Protokolle unter Beachtung der axialen Darmwandschichten. Hier stach die IHC
mittels pSer129 und 10 pg/ml PK-Vorbehandlung in Auswertung der Muskularis heraus, die es ermoglichte,
in 12 der 20 Félle nach Auswertung von zehn Gesichtsfeldern eine Diagnose zu stellen. Das zuverléssigste
PET-Blot-Protokoll war die Auswertung der Submukosa mittels Antikdrper pSer129, in dem fiir 6 der 20 Félle
nach Auswertung von zehn HPF eine Diagnose moglich war. Somit war keines unserer Protokolle in
Auswertung je zehn zusammenhédngender Gesichtsfelder in der Lage, zuverldssig die Diagnose einer
a-Synuklein-Aggregationskrankheit bestétigten, insbesondere in der IHC ist trotz prima facie geringerer
notwendiger Gewebemenge die Spezifitit der hieraus erreichten Diagnose in Frage zu stellen.

Die in dieser Arbeit vorgenommene Auswertung mittels je zehn HPF entspricht im Wesentlichen der
Gesamtgrofie einer Uiblichen Biopsie. Unsere Gesichtsfelder bei 200-facher VergroBerung besal3en eine Grofie
von je 1,131 mm?, d. h. insgesamt 11,31 mm? bei zehn konsekutiven Gesichtsfeldern. Die Biopsiegréfien einer
exemplarischen Studie zur Untersuchung des enterischen Nervensystems mittels Stanzbiopsien lagen mit 8 bis
11,8 mm? im vergleichbaren Rahmen (LEBOUVIER et al., 2010a). Die Gesamtgrofe eines unserer Protokolle
mit Auswertung via zehn Gesichtsfeldern lége also am oberen Ende dessen, was in Routinebiopsien iiblich ist,
lasst in diesem Ausmal} aber dennoch keine sichere Diagnose fiir Parkinson-, DLB- und PDD-Patienten zu.
Erschwerend kommt hinzu, dass von endoluminal durchgefiihrte Stanz- oder Zangenbiopsien vorwiegend
Mukosa-Gewebe enthalten (SANCHEZ—FERRO et al., 2015; VISANIJI et al., 2015) mit nur geringen Anteilen
der Submukosa und typischerweise ohne Gewebe der Muskularis. Um unsere Ergebnisse zu replizieren, wéren
entsprechend mindestens 12 mm? Gewebe der Submukosa respektive der Muskularis ndtig, was einer ganzen
Reihe von Stanzbiopsien bzw. einem Resektat entsprdche. Wir schlieBen daraus, dass Stanz- oder
Zangenbiopsien iiblicher GroBle sowie deren Auswertung mittels IHC oder PET Blot zur Diagnostik der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten nicht geeignet sind. Eine mdgliche Alternative stellen Resektate des
GIT dar, wie sie in viszeralchirurgischen Eingriffen beildufig anfallen. Eine solche Resektat-Diagnostik konnte
einerseits bei Patienten mit unklarem Parkinson-Syndrom und anstehender Operation geplant und andererseits
durch Aufarbeitung bereits vorhandener Proben aus fritheren Eingriffen durchgefiihrt werden. Auf diese Weise
entstiinde ein neues Werkzeug, um die nach wie vor geringe diagnostische Sicherheit (RIZZO et al., 2016) in
der Diagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten zu erhdhen, z. B. durch Abgrenzung zu Parkinson-

Plus-Syndromen oder weiteren Bewegungsstorungen wie dem Essentiellen Tremor (plus).
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7.2.5 Welches ist das neuropathologische Diagnostikverfahren der Wahl?

Tabelle 46: Methoden zur gastrointestinalen Diagnostik der o-Synuklein-Aggregationskrankheiten.
Angegeben sind je die auf unseren Ergebnissen basierende Empfehlung, eine unterlegene Alternative sowie
aus unserer Erfahrung stark unterlegene oder ungeeignete Methodik.

Erste Wahl Zweite Wahl Nicht empfohlen
Methode PET Blot Immunhistochemie -—-
Antikorper und pSer129 1:10.000 pSer129 1:10.000
.. (PET Blot nur 10D2
Verdiinnung monoklonal (PET Blot)
polyklonal)
250 pg/ml > 10 pg/ml Keine Vorbehandlung
Vorbehandlung Proteinase K Proteinase K oder Ameisenséure
. Magen, lleum, . Duodenum, Appendix,
Organabschnitt Osophagus Kolon, Jejunum Rektum
c . Muscularis Muco;ae, Submukosa oder Bewertung der Mukosa
Lokalisation Submukosa, Tunica . . .
. Tunica muscularis allein
muscularis, Subserosa
AusmaB Moglichst Resektate im Stanz- oder
umfangreiche Resektate ~ Zentimeterbereich Zangenbiopsien
Auswertung Gesamtpriparat 10 HPF in der [HC 10 HPF im PET Blot
> 2 positive > 1 positives Jeoliche
Interpretation/ Gesichtsfelder pro 10 Gesichtsfeld pro 10 Immunre agktivi it fiihrt
Diagnosestellung HPF unter Beachtung =~ HPF unter Beachtung 2ur Diaenose
von Artefakten von Artefakten &

Unsere Uberlegungen zur adiquaten Methodik sind in Tabelle 36 zusammengefasst und sollen im Folgenden
erldutert werden. Die einzelnen Ergebnisse waren abhingig von der Farbemethode (IHC vs. PET Blot) sowie
geringer vom jeweiligen Antikorper (10D2 vs. pSer129). Es besteht sekundér auch eine Abhéngigkeit von der
Vorbehandlung, da der PET Blot und die IHC sich im Wesentlichen durch die Proteinase-K-Konzentration —
im PET Blot 250 png/ml im Vergleich zu 10 pg/ml bzw. keine Vorbehandlung in der IHC — unterscheiden.
Geeignete Organe scheinen insbesondere Magen und Ileum zu sein (Empfehlung 4.), da sich in diesen die
hochste Dichte an aggregiertem aSyn fand (Abbildung 29) und diese auch zu einer adéquaten Sensitivitit und
Spezifitit fiihrte (Tabelle 38). Duodenum, Appendix und Rektum zeigten hingegen kaum Immunreaktivitét;
Kolon und Jejunum nahmen eine intermediére Stellung ein sowohl hinsichtlich Immunreaktivitit als auch
hinsichtlich Sensitivitét und Spezifitit. Submukosa und Muskularis erwiesen sich als miteinander vergleichbar
geeignete Ziele bei statistisch nicht-signifikant hoherer Immunreaktivitit in der Submukosa. Resektate

erwiesen sich als geeigneter als Stanz- oder Zangenbiopsate (siche vorangegangenes Kapitel; Empfehlung 6).
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Die hochste Dichte an Immunreaktivitit im Vergleich je zehn konsekutiver Gesichtsfelder fand sich in unserer
Diagnosegruppe bei einem IHC-Protokoll mittels monoklonalem Antikdrper pSer129 1:10.000 und PK-
Vorbehandlung, wenngleich statistisch nicht-signifikant zu anderen IHC-Protokollen (siehe Abbildung 31).
Die geringste Dichte ergab sich im PET Blot in den Protokollen unter Auswertung von 10 HPF (Tabelle 34
und Tabelle 49), da nur der aggregierte Anteil des aSyn dargestellt wurde. In dieser vergleichenden Auswertung
zeigte sich fiir das Ileum ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Immunreaktivitit der PET-Blot-
und THC-Protokolle (Tabelle 59). Hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitit war das IHC-Protokoll mittels
pSer129 ohne Vorbehandlung jedoch trotz hoher Dichte an Immunreaktivitdt den Protokollen mit PK-Verdau
unterlegen (Tabelle 34 und Tabelle 37). Dies spricht erneut fiir eine relevante unspezifische Immunreaktion
dieses Protokolls ohne jegliche Kontrolle fiir Aggregatpathologie.

In einem Beispielprotokoll des Magens erreichte das PET-Blot-Protokoll (Empfehlung 1. und 3.) via
pSer129 und systematischer Whole-slide-Evaluation der Submukosa und Muskularis (Empfehlung 5.) mit
93,8 % die beste Sensitivitdt und gleichzeitig mit 76,9% eine der IHC iiberlegene Spezifitit (Tabelle 41). In
einem Szenario, in dem mindestens 2/10 spezifisch immunreaktive Gesichtsfelder zur Diagnose erforderlich
waren, erreichte das gleiche Protokoll mit 81,3 % Sensitivitdt und 92,3 % Spezifitét in beiden Kategorien gute
bis exzellente Werte. Die [HC-Protokolle waren durchweg unterlegen. Die PET-Blot-Protokolle in Auswertung
von je zehn Gesichtsfeldern zeigten bei 100 % Spezifitit eine stark unterlegene Sensitivitdt. 10D2 war pSer129
in Sensitivitdt und Spezifitit protokollabhingig gleichwertig bis leicht unterlegen. Wir schlussfolgern, dass
pSer129 dem Antikérper 10D2 zur Untersuchung des GIT auf o-Synuklein-Aggregationskrankheiten
vorzuziehen ist (Empfehlung 2.). Die Auswertung des gesamten Priparates ist der Auswertung von 10 HPF
iiberlegen (Empfehlung 7.). Je nach klinischer Fragestellung kdnnen zur Diagnostik einer a-Synuklein-
Aggregationskrankheit strengere Anforderungen in Form von mindestens 2/10 spezifisch immunreaktiven
Gesichtsfeldern gestellt werden, um die Spezifitit zu verbessern und im PET Blot nahe 100 % zu bringen
(Empfehlung 8.; Tabelle 42). Dies wird insbesondere fiir die klinisch relevante Abgrenzung von anderen
Bewegungsstorungen relevant sein, wofiir eine verminderte Sensitivitéit in Kauf genommen werden mag.

In einer weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe zur aSyn-Neuropathologie der Glandula submandibularis
(GORBACHUK, 2023) 10D2 gegeniiber pSer129 in Sensitivitét und Spezifitét tiberlegen, was von den hier
vorgelegten Ergebnissen abweicht. Dies konnte durch Kreuzreaktivitdt mit Antigenen des Zellkerns oder
Proteinen der Unterkieferspeicheldriise bedingt sein, da es sich hierbei um eine bekannte Schwiéche der
Antikorper gegen phosphoryliertes aSyn handelt (FAYYAD et al., 2020). Allerdings zeigte sich in unseren
Vorversuchen mit der monoklonalen Variante des Antikorpers (ab51253 bzw. EP1536Y) auch starke
unspezifische Kreuzreaktivitét des Praparates, was diesen im PET Blot zur Untersuchung von Préparaten des
GIT disqualifizierte. Dies galt jedoch nicht fiir die [HC und im PET Blot konnte die polyklonale Variante
(ab59264) problemlos etabliert werden. Die Phosphorylierung an Serin 129 wurde als ,,dominante
pathologische Modifikation* beschriecben (ANDERSON et al., 2006). Jedoch sehen wir trotz leichter
Uberlegenheit dieses Antikorpers keine ,,krankheitsspezifischen Pathologie® fiir enterische Priparate, da die
Spezifitit gegeniiber 10D2 nicht iiberlegen war. Dennoch ergibt sich mit pSer129 aufgrund seiner hohen

Sensitivitét ein attraktiver Antikdrper zur Untersuchung des GIT auf a-Synuklein-Aggregationskrankheiten.
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Ein Vergleich unserer Ergebnisse mit der Literatur ist durch den Umstand erschwert, dass die Methoden
zwischen Arbeitsgruppen und einzelnen Studien duflerst heterogen sind (Auflistung in Tabelle 48 im Anhang).
Zwei Studien, welche flir Phosphorylierungsstatus kontrolliert via Proteinase K fiir Aggregate je nach
Konzentration zumindest teilkontrolliert haben, konnten Angaben zur Sensitivitit und Spezifitdt machen: In
einer immunhistochemischen Studie fand sich unter mehreren Férbemethoden und unterschiedlichen
Untersuchern keine Methode, die gleichzeitig eine Sensitivitdt und Spezifitdt von iiber 80 % aufwies
(CORBILLE et al., 2016). Dies trifft auch auf unsere IHC-Versuche zu, unter denen ein Protokoll via pSer129
und PK-Vorbehandlung mit 70,60 % Sensitivitit und 69,60 % Spezifitit die hochsten Werte erreichte; auch im
PET Blot in Whole-slide-Evaluation blieben wir mit 74,10 % Sensitivitit und 82,60 % Spezifitit hinter unter
dem Ideal zuriick (Tabelle 37). Lediglich in einer Subanalyse der Magen-Préiparate und mit mindestens 2/10
positiven Gesichtsfeldern als Anforderung an eine Diagnose konnte das genannte PET-Blot-Protokoll eine
Sensitivitdt von 81,3 % und Spezifitit von 92,3 % aufbringen. In einer anderen Studie, welche auch den
PET Blot als Methode nutzte, fand sich eine Spezifitdt von 67 % und Sensitivitit von 39 % gegen aggregiertes
aSyn, gegen aggregiertes und phosphoryliertes aSyn sogar nur 14 % Sensitivitit (RUFFMANN et al., 2018).
RUFFMANN et al. (2018) wies ebenfalls darauf hin, dass bisherige Studien mit Spezifitdten zwischen 0 %
und 100 % hochgradig heterogen waren. Diese Unterschiede kdnnten dadurch zustande kommen, dass diese
Studien verschiedene Gewebe mit entsprechend unterschiedlicher aSyn-Prévalenz (vgl. Abbildung 29)
untersucht und miteinander verglichen haben. So nutzten z. B. die beiden zuletzt genannten Studien
Stanzbiopsate des Kolons (CORBILLE et al., 2016) bzw. verschiedene Resektatgewebe, davon 62 % Kolon
(RUFFMANN et al., 2018). Unsere Werte hingegen ergaben sich aus post-mortem gewonnenen Resektaten
fiir samtliche Abschnitte des GIT aufgeschliisselt. Weiterhin wurden auch unterschiedliche Vorbehandlungen
und Antikdrper genutzt, was die Vergleichbarkeit weiter erschwert. Leider wurden auch nur selten die als
positiv bzw. negativ gewerteten Muster morphologisch definiert, weshalb je nach Studie die Artefaktlastigkeit
kaum abschétzbar ist. SchlieBlich konnen auch Sensitivitdt und Spezifitét je nach auswertendem Forscher bzw.
Labor erheblich schwanken (BEACH et al., 2016b; CORBILLE et al., 2016). Wir empfehlen daher fiir die
klinische Praxis, bei der neuropathologischen Beurteilung die Auswertung nur durch mit der Neuropathologie
des GIT gut vertraute (Neuro-)Pathologen durchfiihren zu lassen. Auch ist eine gute Kenntnis morphologischer
Charakteristika der aSyn-Pathologie und typischer Artefakte notwendig, wobei wir auf unsere Ergebnissen
und die weiterer Arbeitsgruppen (CHUNG et al., 2016; RUFFMANN et al., 2018; SHIN et al., 2018) verweisen.

Welches ist nun das diagnostische Verfahren der Wahl? Aufgrund guter Werte beziiglich Sensitivitit und
Spezifitit empfehlen wir den Antikorper pSer129 zur Anwendung im PET Blot mit 250 pug/ml Proteinase-
Vorbehandlung. Hierbei sollte das gesamte Préparat systematisch entlang der erfassten Submukosa und
Muscularis mucosae sowie entlang des Plexus myentericus zwischen Ring- und Langsmuskelschicht auf
Immunreaktivitdt untersucht werden. Mindestens eine Struktur sollte dabei Immunreaktivitit mit a) klar
definierter Morphologie, b) plausibler anatomischer Lage und c¢) passender Farbgebung aufweisen. Der
befundende Forscher oder Pathologe sollte besonderes Augenmerk auf artefizielle Reaktivitdtsmuster legen,
welche durch Verwechslung mit spezifischer Immunreaktivitit die Auswertung verfalschen kénnen. Die IHC-

Protokolle ohne Vorbehandlung kénnen wir nicht und auch diejenigen mit nur eingeschriankt zur enterischen
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Diagnostik der o-Synuklein-Aggregationskrankheiten empfehlen. Ein sicherer Aggregatnachweis (z. B.
mittels PET Blot mit striktem Verdau nicht aggregierten a-Synukleins) ist aufgrund der geringen a-Synuklein-

Aggregatlast im GIT anhand von Biopsien nicht sinnvoll.
7.3 Zusammenfassung: Gastrointestinale Biopsien als Biomarker?

In der Erforschung der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten wurde seit Mitte der 2000er-Jahre vermehrt der
Darm als potentieller Ausgangspunkt der Atiopathogenese diskutiert. Dies mag mit den in dieser Zeit
publizierten Ergebnissen zum prionoiden Verhalten des aSyn (KORDOWER et al., 2008; LI et al., 2008) und
zum Staging (BEACH et al., 2009; BRAAK et al., 2006b) zusammenhéngen, die schlie8lich zur Dual-Hit-
Hypothese (HAWKES et al, 2007, 2009) und der aktuellen Diskussion um einen ,,Body-First-
Parkinson® fithrten (BORGHAMMER, VAN DEN BERGE, 2019; HORSAGER et al., 2020). Ein Ziel unserer
Studie war es, explorativ Farbemuster und aSyn-Gradienten zu befunden und eine Korrelationsanalyse
durchzufiihren, um die Pathophysiologie der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten besser zu verstehen und
krankheitsspezifische Muster zur Verbesserung der neuropathologischen Diagnostik aufzufinden. Im

Folgenden sollen unsere Forschungsfragen kompakt beantwortet werden:
+»  Welche spezifischen und unspezifischen Farbemuster finden sich im Gastrointestinaltrakt?

Lewy-Neuriten waren aufgrund ihrer eindeutigen Morphologie leicht abgrenzbar als spezifischer Marker der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten. Auch der ,,grobkornige* Aspekt der Lewy-Pathologie in Ganglien war
bei uns wie auch in friiheren Publikationen ein zuverldssiges Muster. Durch Analogie zu unseren ZNS-
Autopsieproben ohne Vorbehandlung konnten wir ein hiufig beschriebenes ,,synaptisches® Muster der
Ganglien als am ehesten artefiziell, d. h. durch fehlende Kontrolle fiir Aggregate bedingt, herausstellen.
Insbesondere mit der Methode PET Blot fanden sich bisher keine Studien, welche systematisch die
Morphologie der aSyn-Pathologie auflerhalb der Mukosa beschrieben. Diesbeziiglich konnten wir besonders
die zur THC analoge grobkornige Pathologie sowie die (gefdfbegleitenden) Lewy-Neuriten als spezifische
Pathologie herausarbeiten. Im PET Blot beschrieben wir diverse unspezifische Muster wie z. B.
Basalmembranreaktivitit. Auch ein ,,flusenartiges* Muster, welches nur unter Verwendung der monoklonalen
Variante des Antikorpers pSer129 auftrat, muss strikt von spezifischer Immunreaktivitit unterschieden werden.
Im Rahmen der neuropathologischen Diagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten mittels Praparaten

des GIT muss gezielt auf Artefakte geachtet werden, um einen hohen Qualitédtsstandard sicherstellen zu konnen.
¢ Folgt das a-Synuklein-Verteilungsmuster einem Gradienten?

Entlang des GIT stachen insbesondere Magen und Ileum mit hoher Dichte an Immunreaktivitit heraus, was
auch der Kontrolle fiir Aggregate und Phosphorylierung standhielt. Beide Organe werden in Bezug auf die
»prionoiden* a-Synuklein-Aggregationskrankheiten wie auch auf PrP5 als pathophysiologisch relevante
Triggerpunkte der aSyn-Pathologie diskutiert. Zur Appendix wie auch zum Kolon hingegen fanden sich
widerspriichliche Ergebnisse. Obwohl vielfach von einem rostro-kaudal abnehmenden Gradienten der aSyn-
Verteilung entsprechend dem putativen Innervationsmuster des Vagusnerven gesprochen wurde, konnten wir

diesen Gradienten weder in einer Analyse der Literatur nachvollzichen noch das daraus abzuleitende aSyn-
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Verteilungsmuster replizieren. In der Muskularis und Submukosa zeigte sich eine vergleichbare Menge an
Immunreaktivitit. Es fand sich jedoch ein statistisch nicht-signifikanter Gradient zugunsten der Submukosa.
Wihrend in der Muskularis Immunreaktivitidt am haufigsten innerhalb des Plexus myentericus zu finden war,
entdeckten wir in der Submukosa — insbesondere im PET-Blot-Verfahren — hdufig perivaskulare Lewy-
Neuriten. Wir postulieren somit einen non-linearen Gradienten gleichsam fiir Gesamt-aSyn sowie jeweils
aggregierte und phosphorylierte Form des Proteins. Lokale Maxima finden sich im Osophagus, Magen und

Ileum mit gleichformiger Verteilung im enterischen Nervensystem zwischen Submukosa und Muskularis.
+» Korreliert das Ausmal} der a-Synuklein-Pathologie mit der Erkrankungsdauer?

Wir fanden keinerlei Korrelation zwischen Alter, Krankheitsdauer, Demenz und gastrointestinaler
Symptomatik mit der aSyn-Immunreaktivitdt des GIT unter Verwendung der Methoden IHC und PET Blot.
Die fehlende Korrelation mit Alter und Krankheitsdauer ist méglicherweise auf die in unserer Diagnosegruppe
iiberwiegende Endstadium-Pathologie nach Braak zuriickzufiihren und gut mit fritheren Untersuchungen
vereinbar. Dass jedoch entgegen frilheren Untersuchungen auch keinerlei Korrelation zwischen
Immunreaktivitit und GIT-Symptomen vorliegt, konnte mit der Auswahl unserer Kontrollen
zusammenhingen: im Gegensatz zu vielen epidemiologischen Studien waren unsere Kontrollen keine
gesunden Probanden, sondern ein dediziert aufgrund differentialdiagnostischer Uberlegungen ausgewihltes
Kollektiv mit Patienten, welche zum Erkrankungszeitpunkt vergleichbare Risikofaktoren fiir Symptome wie
Obstipation aufwiesen. Die fehlenden Korrelationen stellen nicht zuletzt die kausal-pathophysiologische Rolle

der im GIT auffindbare Lewy-Pathologie, auch nach Kontrolle fiir Phosphorylierung und Aggregate, in Frage.
% Wie gro3 muss eine Biopsie mindestens sein?

Anhand von zehn Gesichtsfeldern war in keinem unserer Protokolle eine hinreichend sichere Diagnostik
moglich. Da auch Stanz- und Zangenbiopsien typischerweise nur geringe Anteile an Submukosa bzw.
Muskularis enthalten, schlieBen wir, dass Biopsien nicht geeignet zur gastrointestinalen Diagnostik der
a-Synuklein-Aggregationskrankheiten sind. Vollwandresektate sind die offensichtliche Alternative. Diese
konnen als Nebenprodukt viszeralchirurgischer Eingriffe prospektiv gewonnen oder aus zuriickliegenden
Operationen aufgearbeitet werden. Zur Erforschung einerseits der diagnostischen und andererseits der
pradiktiven Wertigkeit viszeralchirurgischer Resektate in der Routinediagnostik empfehlen wir nun klinisch-
prospektive Studien. Wir priferieren ein Design, welches auch Aussagen hinsichtlich einer potentiellen

Friihdiagnostik zulésst, z. B. durch Einschluss von Patienten mit REM-Schlaf-Verhaltensstorung.

@

% Welches ist das neuropathologische Diagnostikverfahren der Wahl?

Sowohl Muskularis als auch Submukosa sind unter Beachtung der spezifischen aSyn-Pathologie addquate
Ziele neuropathologischer Diagnostik. Besonders Ileum, Magen und Osophagus, in geringerem Ausmaf aber
auch Jejunum und Kolon lassen prinzipiell bei Patienten mit o-Synuklein-Aggregationskrankheit
pathologische Proteinablagerungen im enterischen Nervensystem erkennen. In einem Protokoll mittels Whole-
Slide-Evaluation der Submukosa und Muskularis des Magens (PET Blot mit 250 pg/ml PK, pSer129) konnten

wir unter Voraussetzung von mindestens 2/10 positiven Gesichtsfeldern pro Resektat eine Sensitivitdt von
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81,3 % und Spezifitit von 92,3 % erreichen. Ein immunhistochemisches Protokoll (IHC, 10 pg/ml PK,
pSer129) besaBl in Auswertung von zehn Gesichtsfeldern und ansonsten gleichen Voraussetzungen eine
niedrigere Sensitivitit von 62,5 % und Spezifitdt von 76,9 % (Tabelle 42). Protokolle mittels 10D2 sowie
solche ohne Proteinase-Vorbehandlung sehen wir als unterlegene Methoden an. Insgesamt ist also der PET
Blot eine iiberlegene Methode hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitdt, was sich durch die addquate Kontrolle
fiir die spezifische Aggregat-Pathologie erkldren ldsst. Jedoch muss beachtet werden, dass es sich um eine
arbeitsintensive Methode handelt, welche zwar durchaus in den Laboralltag integriert werden kann, jedoch
entsprechende Expertise und Kapazititen erfordert. Fiir die IHC wie auch fiir den PET Blot sind die Kenntnis

iiber spezifische und unspezifische Reaktivitdtsmuster des GIT unerlésslich.
7.4 Limitationen

Diese Studie unterliegt als neuropathologische Fall-Kontroll-Studie (d. h. retrospektive Querschnittsstudie an
Post-mortem-Gewebe) notwendigen Limitationen. Bestimmte Fragen hinsichtlich der Pathophysiologie, wie
z. B. liber die Ausbreitung der Lewy-Pathologie, sowie auch klinische Fragestellungen nach einer moglichen
Friithdiagnostik konnen aufgrund dieser Designentscheidung in unserer Studie nicht abschlieBend beantwortet
werden. Dariiber hinaus zeigten die meisten unserer Patienten ein hohes Braak-Stadium (siehe Kapitel
»Staging*), was nicht dem typischen Kollektiv einer neurologischen Klinik entspricht. Wir gehen auch von
einem Selektions-Bias aus, da in fritheren Studien unter anderem fiir die Faktoren ,,atypische Symptome®,
»~ménnliches Geschlecht®, ,,Tod in jungem Alter und ,,Todesort (insbesondere im Krankenhaus) gezeigt wurde,
dass sie mit einer hoheren Autopsierate bei Parkinson-Patienten einhergehen (MARAGANORE et al., 1999).
Schwache Ausprigungen und insbesondere subklinische Verldufe sind somit in unserer Studie
unterreprasentiert. Da unsere Préparate durch dieselben Forscher gefirbt (JS) und ausgewertet (JS und WSS)
wurden, liegt keine Verblindung beziiglich der Diagnose und des jeweils betrachteten Organs vor. Dieser
Limitation wurde durch eine regelmaBige, gegenseitige Validierung der Auswertungsergebnisse im Vier-
Augen-Prinzip sowie durch eine Verschliisselung der Félle in Fallnummern partiell entgegengewirkt. Unsere
Diagnosefille waren samtlich 50 Jahre alt oder &lter, was zwar zu einer Homogenitét unserer Gruppe und guter
Vergleichbarkeit zu unseren Kontrollféllen fiihrt, jedoch die externe Validitit — insbesondere in Hinblick auf
eine Frithdiagnostik an jungen Patienten — einschriankt. Schlieflich haben wir die Mukosa aufgrund bekannter
Artefaktlastigkeit und geringer Dichte an neuronalen Strukturen bewusst nicht ausgewertet, was jedoch ebenso
die Vergleichbarkeit mit anderen Studien, insbesondere solchen, deren Ergebnisse sich auf Biopsatgewebe
beziehen, einschrinkt.

Diesen Limitationen stehen diverse Stirken unserer Forschung gegeniiber. So haben wir fiir aggregiertes
— und nicht bloB akkumuliertes — aSyn kontrolliert, indem wir mit PET Blot eine etablierte und aggregat-
spezifische Methode genutzt und diese dem bisherigen Goldstandard IHC mit Proteinase-K-Verdau (BEACH
et al., 2016b) gegeniibergestellt haben. Die Vorbehandlung via Proteinase K war dabei einheitlich definiert mit
jeweils 0 oder 10 pg/ml in der IHC bzw. 250 pg/ml im PET Blot. Durch die Verwendung von Antikdrpern
sowohl gegen aSyn (10D2) als auch gegen phosphoryliertes a-Synuklein (pSer129) konnten wir fiir die

meistdiskutierte posttranslationale Modifikation kontrollieren. Durch Nutzung der IHC einerseits und des
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PET Blot in Kombination mit H.-E.-Préparaten andererseits konnte jederzeit eine gute anatomische Auflosung
in der Auswertung gewihrleistet werden. Um unsere Methodik moglichst transparent zu gestalten, haben wir
dabei in einem ersten Schritt spezifische und unspezifische Reaktivititsmuster herausgearbeitet und in
Bilderserien festgehalten, bevor eine quantitative Auswertung dieser nun wohldefinierten Muster stattfand.
Eine Auswertung der Préparate sowohl durch den Doktoranden als auch durch einen Facharzt fiir
Neuropathologie erhohte die Inter-Rater-Reliabilitédt unserer Ergebnisse. Die Homogenitét der Diagnosegruppe
beziiglich Braak-Stadien und héherem Alter spricht fiir eine gute interne Validitét der Studie. Die statistische
Ahnlichkeit zwischen den Fillen und von uns gewihlten Kontrollen mit neurodegenerativen
Differenzialdiagnosen kontrolliert fiir diverse Confounder wie z. B. Polypharmazie und Bettldgerigkeit.
Hierdurch kann eine vergleichbare Lebens- und Krankheitssituation der Félle angenommen werden, was im
Gegensatz zu gesunden Kontrollprobanden steht, welche in epidemiologischen Studien héufig als Vergleich
genutzt werden. Da sich unsere Studie an publizierten Empfehlungen beziiglich der Methodik (BEACH et al.,
2016b; RUFFMANN, PARKKINEN, 2016) orientiert, die Braak-Stadien und iibliche statistischen Maf3e
bestimmt hat, ist in diesen Aspekten eine bestmogliche Vergleichbarkeit mit der ansonsten heterogenen
Literatur gegeben. Insbesondere konnten wir nach Vorversuchen an Darmpréparaten ein dhnliches Protokoll
wie GORBACHUK (2023) etablieren, die mit ihrer Analyse der Glandula submandibularis bereits eine
vielversprechende diagnostische Option priasentieren konnten. Insgesamt halten wir unsere Studie somit trotz
inhdrenter Schwéchen des retrospektiven Designs, Bias und unvollsténdiger Verblindung fiir einen relevanten
Beitrag zur Biomarker-Forschung an den a-Synuklein-Aggregationskrankheiten. Wir uns erhoffen uns, dass
sie durch die konsequent transparente Methodik und prizise bildmorphologische Dokumentation ihren Platz

in der Literatur finden wird.
7.5 Ausblick

Diese Dissertation hatte das Ziel, anhand der Auswertung von Proben des GIT zu zeigen, inwiefern diese als
Biomarker zur neuropathologischen Diagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten genutzt werden
konnen. Die hier geleistete Grundlagenforschung soll zum besseren Design klinisch-neuropathologischer
Studien zur Fritherkennung und Biomarker-Suche der neurodegenerativen Krankheiten beitragen. Der Darm
wird als Ursprung des Krankheitsprozesses diskutiert (BRAAK et al., 2006b) und es konnte gezeigt werden,
dass phosphoryliertes a-Synuklein bis zu 20 Jahre vor Diagnose im GIT mittels IHC detektierbar ist
(STOKHOLM et al., 2016). Dies macht eine enterische Frithdiagnostik plausibel und in Hinblick auf die bisher
nicht zufriedenstellenden Moglichkeiten der klinischen Diagnostik (RIZZO et al., 2016) wiinschenswert. So
konnte die derzeit primér klinische Diagnostik kiinftig sinnvoll durch die Aufarbeitung gastrointestinaler
Resektatgewebe ergénzt werden. Eine frithe und akkurate Diagnostik ist schlieSlich auch fiir die Entwicklung
krankheitsmodifizierender Therapien (DAWSON, DAWSON, 2019) und Priavention (BERG et al., 2022)
essentiell. Zumindest konzeptionell ist eine solche Therapie auch denkbar, da z. B. fir PD eine Phase
(potentiell reversibler) synaptischer Dysfunktion nachgewiesen wurde, welche dem Zelltod dopaminerger
Neurone vorangeht (KRAMER, SCHULZ-SCHAEFFER, 2007). Dementsprechend konnte eine kausale

Therapie des PD und potentiell weiterer neurodegenerativer Krankheiten bereits in diesem Stadium ansetzen.
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SchlieBlich bestiinde auch fiir die nicht-motorischen Symptome mittels Frithdiagnostik erstmalig die
Moglichkeit, diese systematisch unter Beriicksichtigung ihrer Pathophysiologie zu therapieren.
Gegebenenfalls konnte auch eine konventionelle Therapie (z. B. mittels MAO-Hemmern oder Levodopa mit
peripherem Decarboxylasehemmer) bereits friih in niedriger Dosis oder geringer Frequenz begonnen werden
(POSTUMA, BERG, 2019).

Der PET Blot kann in neuropathologischen Laboren parallel zur konventionellen Diagnostik wie der IHC
und dem Western-Blot durchgefiihrt werden, da die bendtigten Materialien und Techniken grundsétzlich
dhnlich sind. Das Verfahren ist sensitiver als die IHC zur Diagnostik der a-Synuklein-Aggregationskrankheiten
bei gleichzeitig iiberlegener Aggregatdetektion und besserer anatomischer Auflosung als andere Blot-
Verfahren. Somit handelt es sich um ein im neuropathologischen Alltag praktikables Verfahren zum Nachweis
von aSyn, welches unter anderem an gastrointestinalen Préparaten sowie der Glandula submandibularis die
klinischen Daten sinnvoll ergénzen kann. Neben den genannten Zielorganen gibt es weitere Lokalisationen
wie Blut (FOULDS et al., 2013) und Liquor (KALIA, 2018), welche in Zukunft als Biomarker Unterstiitzung
in der Diagnostik neurodegenerativer Krankheiten wie PD, DLB und PDD bieten kénnten (OKUZUMI et al.,
2023). Prospektive klinische Studien mit Einschluss frither (pré-)klinischer Stadien sind nun notwendig, um
unsere Ergebnisse in vivo zu validieren und den zeitlichen Aspekt einer potentiellen Frithdiagnostik
untersuchen zu kdnnen.

Neben dem enterischen Fokus auf frithdiagnostische MaBlnahmen gibt es eine Fiille alternativer Methoden,
Targets und potentiellen Biomarkern. Breit diskutiert sind hierunter einerseits dermale Farbungen auf aSyn,
welche fiir phosphoryliertes aSyn kontrolliert in Patienten mit PD und REM-Schlaf-Verhaltensstérung eine
Sensitivitdt von 55.6 % bzw. 80 % bei gleichzeitig exzellenter Spezifitit nachweisen konnten (DOPPLER et
al., 2017; PENG et al., 2023). Kritisch anzumerken bleibt jedoch, dass bislang kaum eine Kontrolle fiir
Aggregate erfolgte. Auch fehlt derzeit ein pathophysiologisches Modell, das plausibel darlegt, weshalb das
Protein in der Haut frither als in anderen Organen nachweisbar sein sollte. AuBerst erwihnenswert sind
weiterhin die rezenten diagnostischen Erfolge an Serum-Proben (OKUZUMI et al., 2023), welche erste
Autoren bereits zum Einlduten einer neuen Ara der Biomarker im PD verleiteten (BERG, KLEIN, 2023). Hier
wurden dhnlich unserer Studie methodische Anleihen aus der Prionforschung genommen, um aSyn-Aggregate
darzustellen. Ob sich diese vielversprechenden Ergebnisse an weiteren Kohorten bestitigen lassen, ob sich ein
weiterer diagnostischer Nutzen durch Kontrolle fiir phosphoryliertes aSyn einstellt und ob die Methodik auch
zur Frithdiagnostik geeignet ist, verfolgen wir mit Interesse.

Hinsichtlich der Pathophysiologie fanden sich in unserem Kollektiv wie auch in weiteren (JELLINGER,
2019) relevante Unterschiede zur von BRAAK et al. (2004) vorgeschlagenen Hypothese einer (,,rostro-
kaudalen®) Ausbreitung entlang neuroanatomischer Bahnen. Nicht zuletzt die vielzitierte Prion-Hypothese
(BRUNDIN, MELKI, 2017) steht damit zur Diskussion (BEEKES, 2021; SURMEIER et al., 2017). Und auch
die in der IHC mikroskopisch sichtbare Lewy-Pathologie wird ldngst in seiner pathophysiologischen Relevanz
in Frage gestellt (CALNE, MIZUNO, 2004) sowie mittlerweile als wahrscheinliches pathologisches Agens
abgelost zugunsten der synaptischen aSyn-Aggregatpathologie (SCHULZ-SCHAEFFER, 2015). Offen bleibt

ein umfassendes Modell der Atiopathogenese der o-Synuklein-Aggregationskrankheiten. Unter anderem
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selektive neuronaler Vulnerabilitit (WONG et al., 2019) sowie autoimmun-inflammatorische (TAN et al.,
2020), exogen-toxische (BROWN, 2019) und genetische Ansitze (SINGLETON et al., 2017) sind derzeit
wertvolle und allméhlich konfluierende Beitrdge auf der Suche nach einem neuen Paradigma jenseits der
Braak-Hypothesen.

SchlieBlich bestehen anhaltende Kontroversen angesichts der zunehmenden Erfolge in der frithen
Diagnostik neurodegenerativer Krankheiten (FULDA, LYKENS, 2006; URSIN et al., 2021). Dies gilt nicht
zuletzt fiir den paradigmatischen Fall der pridiktiven Huntington-Diagnostik (CRAUFURD, HARRIS, 1986;
GOLDMAN, 2020; WIGGINS et al., 1992). Ein solides ethisches Fundament wird folglich unerlésslich sein,
um eine verantwortungsvolle Anwendung der neuen Technologien erreichen zu kdnnen. Methodisch bietet
sich hierzu neben der langfristigen Technikfolgenabschédtzung ein Rechtfertigungsdiskurs (GETHMANN,
SANDER, 1999) als priaemptive MaBnahme gegeniiber der Entstehung moralischer Konflikte an. Als
diskursive Instrumente stehen hierzu nicht nur die theoretisch bestens fundierten Paradigmen der kantischen
Pflichtethik (KANT, 1785, 1797), die diversen Spielarten der Nutzenethik (BENTHAM, 1780; MILL, 1861;
SIDGWICK, 1874) und auch der (neo-)aristotelischen Tugendethik (FREDE, 2020; MACINTYRE, 1981;
NUSSBAUM, 1987) zur Verfiigung. Gerade die besonders klinisch-ethisch etablierte Prinzipienethik
(BEAUCHAMP, CHILDRESS, 2019) in Verbindung mit systematischer Kasuistik (JUTTE, 1992; OTTE,
2003), einem starken Bezug zur Alltagsmoral (SCHNEEWIND, 1963; SIDGWICK, 1874; SINGER, 1986;
SLOTE, 1985) und Fragen des drztlichen Ethos (ASSOCIATION, 2013; PARSA-PARSI, 2017) werden
unabdingbar sein, um eine Frithdiagnostik iiberzeugend zu rechtfertigen. Erste empirisch-ethische Grundlagen
hierzu wurden aus den Reihen der Neurologie selbst heraus bereits geschaffen (SCHAEFFER et al., 2020;
SCHAEFFER et al., 2021) und lassen auf die rasche Entwicklung eines diskursiv konzipierten, umfassenden

und praxistauglichen normativen Rahmens hoffen.
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8 Anhang

8.1 Abbildungen

Streudiagramm von IHC_S12%90v_10GF_kumul Schritt: Krankheitsdauer Streudiagramm veon IHC_S129pk_10GF _kumul Schritt: Krankheitsdauer
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Abbildung 33: Korrelation zwischen Immunreaktivitit und Krankheitsdauer: M:iBig positiver Trend in
der THC via 10D2, jedoch fehlende Ubereinstimmung mit dem PET Blot. Fille der Diagnosegruppe, bei
denen die Krankheitsdauer von Diagnose bis Tod bekannt war (n = 16). Lineare Regression nach Pearson
inklusive 95-%-Konfidenzintervall sowie davon abgeleitetes Bestimmheitsmal3 2. Obere drei: IHC-Protokolle.
Untere zwei: PET-Blot-Protokolle (Whole-slide-Evaluation). Kumulierte Werte aus Submukosa und
Muskularis. Kompakte Darstellung in Tabelle 30.
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Streudiagramm von IHC_S1290v_10GF_kumul Schritt: Alter Streudiagramm von IHC_S129pk_10GF _kumul Schritt: Alter
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Abbildung 34: Keinerlei Korrelation zwischen Immunreaktivitit und Alter. Diagnosegruppe (n = 20).
Lineare Regression nach Pearson inklusive 95-%-Konfidenzintervall sowie davon abgeleitetes
Bestimmheitsmal r2. Obere drei: IHC-Protokolle. Untere zwei: PET-Blot-Protokolle (Whole-slide-
Evaluation). Kumulierte Werte aus Submukosa und Muskularis. Kompakte Darstellung in Tabelle 31.
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8.2 Tabellen

Tabelle 47 Anzahl der verwendeten Proben geordnet nach Diagnosegruppen, Autopsiediagnose und
betroffenem Organ. Zur besseren Ubersicht wurden die Diagnosen weiter nach einer iibergeordneten und
untergeordneten Gruppe systematisiert. Doppelnennungen wurden vermieden, die entsprechenden Bereiche
ausgegraut. Legende: AD = Morbus Alzheimer; ALS = Amyotrophe Lateralsklerose; CBD = Corticobasale
Degeneration; DLLB = Dementia mit Lewy bodies; FTD = Frontotemporale Demenz; LE = Lymphatische
Enzephalopathie; MSA = Multisystematrophie; PD = Morbus Parkinson; PSP = Progressive Supranukleére

Blickparese; VPD = Vaskulidres Parkinsonoid
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Ubergeordnete  Untergeordnete  Autop- Organ #Organ/Diag- #Organ/Unter-
Gruppe Gruppe sie-Diag-
nose
Neurodegene- FTD-Spektrum ALS Magen 1 7
L‘Zﬂ\éa Krank- Duodenum 1 7
lleum 1 8
CBD Magen 3
Duodenum 3
Jejunum 2 5
lleum 3
Appendix 1 4
Kolon 3 6
PSP Magen 3
Duodenum 3
Jejunum 3
lleum 4
Appendix 3
Kolon 3
Neuronale DLB Osophagus 1 2
o 3 o
Duodenum 3 14
lleum 5 16
Appendix 2 6
Kolon 4 9
Rektum 1 11
PD Osophagus 1
Magen 13
Duodenum 11
Jejunum 11 11
lleum 11
Appendix 4
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Kolon

ol

Rektum

=
o

Sonstige
a-Synuclein
aggregation

MSA

Osophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Rektum

Sonstige Neuro-
degeneration

AD

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Kolon

Rektum

Neurovasku- Neurovaskular
lare Krankhei-

ten

Apoplex

Magen

Duodenum

lleum

Appendix

N A W W

VPD

Magen

Duodenum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Weitere Sonstige
Krankheiten

LE

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

N e I I e Y T S Y B e B e e B e B e B e B e B e i S S B N N N I

Gesamtzahl

154
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Tabelle 48: Morphologische Studien des Gastrointestinaltraktes beziiglich der a-Synuklein-
Immunreaktivitit. Es herrscht eine Heterogenitit der Vorbehandlung, verwendeter Antikdrper sowie Ausmalfd
und Umfang der Proben zwischen den Studien, sodass ein Vergleich der Ergebnisse erschwert wird. ,,aSyn* =

Antikdrper gegen a-Synuklein; ,,p-aSyn“ = Antikdrper gegen phosphoryliertes a-Synuklein

Arbeitsgruppe IHC 1;311:(;1;_ Vorbehandlung oSyn  p-aSyn Gewebe
LEBOUVIER . . . .
et al., 2008 Ja Nein Nein Ja Nein Kolon-Stanzbiopsate
:lH goNgON et Ja Nein  Ameisenséure Ja Nein Kolon-Stanzbiopsate
*
SIH Z;ONSON et Ja Nein  Ameisensiure Ja Nein Kolon-Stanzbiopsate
g)(l)?l; Detal, Ja.  Nein  Ameisensdure Ja Nein Kolon-Autopsieproben
;;Ol}?Y etal, Ja Nein Nein Ja Nein Appendix-Resektate
ITO et al., 2014 Ja Nein Nein Nein Ja Gastrointestinale Resektate
ALDECOA et Ta Nein  Ameisensiure Ta Ta Resektate aus Magen,
al., 2015 u Jejunum, Ileum, Kolon
SPRENGER et . . .
al., 2015 Ja Nein Nein Ja Ja Kolon-Stanzbiopsate
;70118 ? NJTetal, Nein Ja Proteinase Ja Ja Kolon-Stanzbiopsate
SANCHEZ- : o .
FERRO Ja Nein  Ameisensédure Ja Ja Magen-Stanzbiopsate
CHUNG et al., . . . Kolon- und Magen-
2016 . Ja Nein Nein Nein Ja Stanzbiopsate
CORBILLE et Ja Nein Proteinase Ja Ja Kolon-Stanzbiopsate
al., 2016
SHIN etal., 2017 Ja  Nein Nein Nein Ja Rescktate aus Magen,
Kolon, Rektum
LEE et al., 2018 Ja. Nein Nein Ja Nein Kolon- uqd Magen-
Stanzbiopsate
RUFFMANN et - Verschiedene Stanzbiopsate
al., 2018 Ja Ja Protenase Ja Ja und Resektate
SHIN et al., 2018 Ja Nein Nein Nein Ja Magen-Resektate
PUNSONI et al., . . . Verschiedene Stanzbiopsate
2019 Ja Nein Nein Ja Nein und Rescktate
. . Resektate aus [leum,
BU et al., 2020 Ja Nein Nein Ja Ja Kolon, Rektum
HARAPAN et . . Diinn- und
al., 2020 Ja Nein Nein Ja Ja Dickdarm-Autopsieproben

* Proteinase-Vorbehandlung zwar im PET Blot, nicht jedoch in der Immunhistochemie durchgefiihrt
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Tabelle 49: Mittelwerte immunreaktiver Gesichtsfelder der Diagnosegruppe, aufgeschliisselt nach
Organ, Methode und Antikérper. Kumulierte Daten aus der Auswertung von je 10 High-Power-Fields in
Submukosa und Muskularis (n = 85).

Diagnosegruppe
Methode Immunhistochemie PET Blot
Vorbehandlung Keine | Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikdrper pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 2,5 8 9,5 15 2,5 55 21,5
Magen 6,31 4,31 5 1,31 2,25 8,13 18,44
Duodenum 2,71 1,64 2,21 0,57 0,43 5,79 4,43
Jejunum 2,36 3,55 2,73 0,27 0,18 5,82 8,91
lleum 4,69 4,25 5 0,94 1,25 11,88 | 14,56
Appendix 1,17 0,67 1,5 0,17 0,17 2,67 1,5
Kolon 2,89 3,44 5,33 0,11 0,44 4,44 7,89
Rektum 2,45 3,09 2,27 0,36 0,27 1,82 3
Summe 2259 2095 2405 3,74 4,99 40,53 58,73

Tabelle 50: Mittelwerte immunreaktiver Gesichtsfelder der Kontrollgruppe, aufgeschliisselt nach Organ,
Methode und Antikorper. Kumulierte Daten aus der Auswertung von je 10 High-Power-Fields in Submukosa
und Muskularis (n = 69).

Kontrollgruppe
Methode Immunhistochemie PET Blot
Vorbehandlung Keine Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikdrper pSerl29 | 10D2 | pSerl29 | 10D2 | pSerl29 | 10D2 | pSer129
Osophagus 2 0 1 0 0 0 0
Magen 1,36 1,36 1,07 0,29 0 0,43 0,64
Duodenum 1,64 0,29 0,71 0 0 0,14 0,43
Jejunum 2,63 1,5 2,13 0 1,25 0,5 1,25
lleum 1,73 0,13 0,93 0 0 0,67 0,67
Appendix 0,43 0 0,43 0 0,29 0,57 1,14
Kolon 1,13 2,5 0,38 0 0 0,13 0,13
Rektum 4 4,25 1,25 0 0 0,25 0
Summe 1291 10,03 6,9 0,29 1,54 2,68 4,26
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Tabelle 51: Immunreaktive Gesichtsfelder in der Submukosa der Diagnosegruppe, aufgeschliisselt nach
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Organ, Methode und Antikérper. Auswertung von je 10 High-Power-Fields pro Priparat (n = 85).

Diagnosegruppe, Submukosa
Methode Immunhistochemie ‘ PET Blot
Vorbehandlung Keine | Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikorper pSer129 [ 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 1 6 7 1 2 5 14
Magen 53 34 35 15 24 87 179
Duodenum 21 8 13 7 3 51 42
Jejunum 18 24 18 2 1 46 73
lleum 44 43 42 6 9 82 89
Appendix 6 2 8 1 1 3 5
Kolon 15 20 29 1 1 30 41
Rektum 21 19 19 4 3 13 25
Summe 179 156 171 37 44 317 468
@;'rtth(rgmsr‘;ze/rn'\)’““e" 211 184 201 044 052 373 551

Tabelle 52: Immunreaktive Gesichtsfelder in der Muskularis der Diagnosegruppe, aufgeschliisselt nach

Organ, Methode und Antikérper. Auswertung von je 10 High-Power-Fields pro Priparat (n = 85).

Diagnosegruppe, Muskularis
Methode Immunhistochemie ‘ PET Blot
Vorbehandlung Keine ‘ Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikérper pSer129 | 10D2 | pSer129 [ 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 4 10 12 2 3 6 29
Magen 48 35 45 6 12 43 116
Duodenum 17 15 18 1 3 30 20
Jejunum 8 15 12 1 1 18 25
lleum 31 25 38 9 11 108 144
Appendix 1 2 1 0 0 13 4
Kolon 11 11 19 0 3 10 30
Rektum 6 15 6 0 0 7 8
Summe 126 128 151 19 33 235 376
@;Ltth(”s‘sasrﬂ;e/rn'\)’“tte" 148 151 178 022 039 276 442
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Tabelle 53: Immunreaktive Gesichtsfelder in der Submukosa der Kontrollgruppe, aufgeschliisselt nach
Organ, Methode und Antikérper. Auswertung von je 10 High-Power-Fields pro Priparat (n = 69).

Kontrollgruppe, Submukosa
Methode Immunhistochemie | PET Blot
Vorbehandlung Keine | Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikorper pSer129 | 10D2 | pSer129 [ 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 0 0 0 0 0 0 0
Magen 10 8 7 4 0 6 2
Duodenum 12 3 6 0 0 1 2
Jejunum 11 6 10 0 0 2 1
lleum 18 1 8 0 0 4 5
Appendix 2 0 1 0 0 0 2
Kolon 5 5 3 0 0 1 0
Rektum 8 7 4 0 0 0 0
Summe 66 30 39 4 0 14 12
@;'rtth(rgmsg;e{n'\)’““e" 101 045 057 006 O 022 017

Tabelle 54: Immunreaktive Gesichtsfelder in der Muskularis der Kontrollgruppe, aufgeschliisselt nach
Organ, Methode und Antikérper. Auswertung von je 10 High-Power-Fields pro Priparat (n = 69).

Kontrollgruppe, Muskularis
Methode Immunhistochemie ‘ PET Blot
Vorbehandlung Keine ‘ Proteinase K
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikérper pSer129 | 10D2 | pSer129 [ 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 2 0 1 0 0 0 0
Magen 8 11 8 0 0 0 3
Duodenum 11 1 4 0 0 1 0
Jejunum 10 7 0 1 2 9
lleum 8 1 6 0 0 6 5
Appendix 1 0 2 0 2 4 6
Kolon 4 15 0 0 0 0 1
Rektum 3 7 1 0 0 0 0
Summe 47 41 29 0 3 13 24
@;Ltthgsasrﬂ;e/rn'\)’“tte" 07 062 042 0 004 019 035
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Diagnosegruppe, Submukosa
Methode Immunhistochemie ‘ PET Blot
Vorbehandlung Keine ‘ Proteinase K Praparate
Auswertung 10 High-power fields Whole-slide
Antikérper pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129
Osophagus 1 6 7 1 2 5 14 2
Magen 53 34 35 15 24 87 179 16
Duodenum 21 8 13 7 3 51 42 14
Jejunum 18 24 18 2 1 46 73 11
lleum 44 43 42 6 9 82 89 16
Appendix 6 2 8 1 1 3 5 6
Kolon 15 20 29 1 1 30 41 9
Rektum 21 19 19 4 3 13 25 11
Summe 179 156 171 37 44 317 468 85
Mittelwert 20 20 19 3 3 38 42
;";Eﬁ%";’ﬁggg}i?;’tzur 178 186 215 039 049 324 513
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Matrizen zeigen, welche Praparate im Detail jegliche Immunreaktivitdt waren. Die IHC-Protokolle beziehen

sich je auf 20 Gesichtsfelder (je 10 in Submukosa und Muskularis), PET-Blot-Protokolle auf das gesamte

Praparat.

Diagnosegruppe, IHC via pSer129 ohne Vorbehandlung

iPD4 |PDD2

iPD11

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Diagnosegruppe, IHC via 10D2 mit PK-Vorbehandlung

iPD4 |PDD2

iPD11

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

D

iagnosegruppe, IHC via pSer129 mit PK-Vorbehandlung

iPD4 |PDD2

iPD11

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Diagnosegruppe, PET Blot via 1002, Whole-slide evaluation

iPD10|iPD11

PDD3[DLB1 [DLB2

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Diagnosegruppe, PET Blot via pSer129, Whole-slide evaluation

iPD4 |PDD2

iPD11

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum
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Tabelle 56: Immunreaktive Priiparate je Organ auf Einzelfallbasis, Kontrollgruppe (n = 69). Die
Matrizen zeigen, welche Praparate im Detail jegliche Immunreaktivitdt waren. Die [HC-Protokolle beziehen

sich je auf 20 Gesichtsfelder (je 10 in Submukosa und Muskularis), PET-Blot-Protokolle auf das gesamte
Praparat.

Kontrollgruppe, IHC via pSer129 ohne Vorbehandlung
PSP1| AD1 [PSP2[ALS1| LE1 | vPD1|PSP3|[MSA1| HI1 |CBD1|CBD2 |CBD3|PSP4|vPD2|vPD3

Oesophagus
Magen
Duodenum
Jejunum
lleum
Appendix
Kolon
Rektum

Kontrollgruppe, IHC via 10D2 mit PK-Vorbehandlung
PSP1| AD1 [PSP2[ALS1| LE1 | vPD1|PSP3|MSA1| HI1 |CBD1|CBD2 |CBD3|PSP4|vPD2 [vPD3

Oesophagus
Magen
Duodenum
Jejunum

lleum
Appendix
Kolon
Rektum

Kontrollgruppe, IHC via pSer129 mit PK-Vorbehandlung
PSP1| AD1 |PSP2|ALS1| LE1 | vPD1|PSP3[MSA1| HI1 |[CBD1|CBD2 |CBD3|PSP4|vPD2[vPD3

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

Ileum

Appendix

Kolon

Rektum

Kontrollgruppe, PET Blot via 10D2, Whole-slide evaluation
PSP1| AD1 [ PSP2|ALS1| LE1 [vPD1|PSP3|MSA1| HI1 | CBD1|CBD2 |CBD3|PSP4|vPD2|vPD3

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Kontrollgruppe, PET Blot via pSer129, Whole-slide evaluation
PSP1| AD1 | PSP2|ALS1| LE1 [ vPD1|PSP3[MSA1| HI1 |[CBD1|CBD2|CBD3|PSP4|vPD2[vPD3

Oesophagus

Magen

Duodenum

Jejunum

Ileum

Appendix

Kolon

Rektum
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Tabelle 57: Anzahl der immunreaktiven Priparate je Fall und Protokoll in der Diagnosegruppe (n = 85).
Eine weitere Aufschliisselung nach einzelnen Organabschnitten findet sich in den Matrizen unter Tabelle 55.

Methode

Immunhistochemie

PET Blot

Auswertung

10 HPF

Total

Vorbehandlung

Keine

Proteinase K

Antikdrper

pSerl29

10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129

PD1
PD2
PD3
PD4
PD5
PD6
PD7
PD8
PD9
PD10
PD11
PDD1
PDD2
PDD3
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DLB2
DLB3
DLB4
DLB5
DLB6
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Tabelle 58: Anzahl der immunreaktiven Priparate je Fall und Protokoll in der Kontrollgruppe (n = 69).
Eine weitere Aufschliisselung nach einzelnen Organabschnitten findet sich in den Matrizen unter Tabelle 56.

Methode

Immunhistochemie

PET Blot

Auswertung

10 HPF

Total

Vorbehandlung

Keine

Proteinase K

Antikdrper

pSer129

10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129 | 10D2 | pSer129

AD1
ALS1
CBD1
CBD2
CBD3
HI1
LE1
MSA1
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Tabelle 59: Detailwerte zu Abbildung 31: Hochsignifikante Unterschiede in der Immunreaktivitit
zwischen PET-Blot-Protokollen, die mittels 10-HPF-Technik ausgewertet wurden und simtlichen
iibrigen Protokollen. Priparate der Diagnosegruppe (n = 85). Berechnung auf Grundlage der kumulierten
Gesichtsfelder in Submukosa und Muskularis. Hervorhebung signifikanter Werte (p < 0,05).

Zweifaktorielle Varianzanalyse fiir Range nach Friedman mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Testung.

Methode IHC PET Blot
Auswertung 10HPF | Whole-slide
Vorbehandlung Keine | Proteinase K Proteinase K
A”Ft)'e‘;or' pser120 | 1002 | pSer129 | 1002 [ pser129 | 10D2 | pser129
Keine pSer129 1 1 <0,001 <0,001 1 0,076
IHC Proteinase K 10D2 1 1 <0,001 <0,001 1 0,016
10HPF pSerl29 |1 1 <0,001 <0,001 1 0,234
10D2 <0,001 <0,001 <0,001 1 <0,001 <0,001
Proteinase K pSerl29 |<0,001 <0,001 <0,001 1 <0,001 <0,001
PET Blot
10D2 1 1 1 <0,001 <0,001 0,794
Whole-slide
pSer129 | 0,076 0,016 0,234 <0,001 <0,001 0,794

Jede Zeile priift die Nullhypothese, dass die Verteilungen in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind.
Asymptotische Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.

Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur fiir mehrere Tests angepasst.

Tabelle 60: Hochsignifikante Unterschiede in der Immunreaktivitit zwischen PET-Blot und IHC sowie
zwischen verschiedenen Auswertungsmethoden. Priparate der Diagnosegruppe (n = 85). Berechnung auf
Grundlage der kumulierten Gesichtsfelder in Submukosa und Muskularis. Hervorhebung signifikanter Werte
(p <0,05).

Zweifaktorielle Varianzanalyse fur Rdnge nach Friedman ohne Korrektur

Methode IHC PET Blot
Auswertung 10HPF Whole-slide
Vorbehandlung Keine | Proteinase K Proteinase K
A”;'e‘fr' pSer120 |  10D2 | pSeri29 | 10D2 | pSeri29 | 10D2 | pSer129
Keine pSer129 0,644 0,709 <0,001 <0,001 0,404 0,004
IHC Proteinase K 10D2 0,644 0,404 <0,001 <0,001 0,195 0,001
10HPF pSer129 | 0,709 0,404 <0,001 <0,001 0,644 0,011
10D2 <0,001 <0,001 <0,001 0,763 <0,001 <0,001
Proteinase K pSerl29 |<0,001 <0,001 <0,001 0,763 <0,001 <0,001
PET Blot
10D2 0,404 0,195 0,644 <0,001 <0,001 0,038
Whole-slide
pSerl29 | 0,004 0,001 0,011 <0,001 <0,001 0,038

Jede Zeile pruft die Nullhypothese, dass die Verteilungen in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind.

Asymptotische Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.
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Anhang

Tabelle 61: Kreuztabellen: Ein PET-Blot-Protokoll via pSer129 in Whole-slide-Evaluation war IHC in
Sensitivitit und Spezifitiit iiberlegen. Kumulierte Werte fiir Praparate der Submukosa und Muskularis.
Aufschliisselung der Priparate der Diagnosegruppe (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69) nach einzelnen
Protokollen.

IHC pSer129, keine Vorbehandlung

Diagnose | Kontrolle | Summe
— Inls7 33 90
PosItiV 1o 67 1% 47.8%  |58,4%
“n 28 36 64
Negath o 30 9% 522%  |41,6%
n |85 69 154
SUMME oM 100,0%  100,0% | 100,0%

IHC 10D2, PK-Vorbehandlung

Diag- Kon-

nose trolle Summe

~ Inls3 21 74
PoSItN 1ol 62.4%  30,4% | 48,1%

Nega- |n |32 48 80
tiv 1%|37,6%  69,6% |51,9%

n |85 69 154
SUMME 57 100,0%  100,0% | 100,0%

IHC pSer129, PK-Vorbehandlung

Diag- Kon-
nose trolle Summe
~In]60 21 81
PosItV o 70,6%  30,4%  |52,6%
Nega- |N |25 48 73
tiv 1%129,4%  69,6% |47,4%
n |85 69 154
SUMME 57 100,0%  100,0% | 100,0%

PET Blot 10D2, 10 HPF
Diag- Kon-
nose trolle Summe
— Inl22 1 23
PoSItV 1o 05.0%  14% | 14,9%
Nega- |n |63 68 131
tiv 1%|74,1%  98,6% |85,1%
n |85 69 154
SUMME (o7 100,0%  100,0% | 100,0%

PET Blot pSer129, 10 HPF

Diag- Kon-

nose trolle Summe

— In 23 2 25
POStV 59719 29% | 16,2%

Nega- |n |62 67 129
tiv (%|72,9%  97,1% |83,8%

n |85 69 154
SUMME (o7 100,0%  100,0% | 100,0%

PET Blot 10D2, whole-slide

Diag- Kon-
nose trolle Summe
RERE 16 73
PoSItV 1o 67 1% 23.2%  |47,4%
Nega- [N |28 53 81
tiv (%[32,9%  76,8% |52,6%
n |85 69 154
SUMME o7 100,0%  100,0% | 100,0%

PET Blot pSer129, whole-slide

Diag- Kon-

nose trolle Summe

~ [nle3 12 75
POSItV 1o 741%  17,4% | 48,7%

Nega- |n |22 57 79
tiv 1%|25,9%  82,6% |51,3%

n |85 69 154
SUMMe o 100,0%  100,0% | 100,0%
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Tabelle 62: Kreuztabellen: Auch bei isolierter Betrachtung der Submukosa war der PET Blot via
pSer129 in Whole-slide-Evaluation der IHC in Sensitivitit und Spezifitit iiberlegen. Subgruppe:
Priparate der Submukosa. Aufschliisselung der Praparate der Diagnosegruppe (n = 85) und Kontrollgruppe
(n = 69) nach einzelnen Protokollen.

IHC pSer129, keine Vorbehandlung PET Blot 10D2 10 HPF
Diagnose | Kontrolle | Summe Diag- Kon-
~|n |48 21 69 nose trolle Summe
POtV 1o 56,5%  30,4% | 44,8% bositiv % 13 Ny 1 B 12 B
n |37 48 85 ° 1070 ’37 70
Negatv o435 69,6% | 55.2% Nega- [N |70 68 138
a5 69 154 tiv %|82,4%  98,6% |89,6%
Summe o 100,0%  100,0% | 100,0% summe 10 85 69 154
%1100,0% 100,0% |100,0%

IHC 10D2, PK-Vorbehandlung

Diag- | Kon- PET Blot pSer129 10 HPF
nose trolle Summe Diag- Kon-
n |43 11 54 nose trolle Summe
Positiv —
OV Torls0,6%  159%  |35,1% positiy 17| Y 0 17
Nega- |n |42 cg 100 %|20,0%  0,0% 11,0%
v |%|494%  84,1% |64,9% Nega- |N |68 69 137
a5 9 154 tiv %|80,0%  100,0% |89,0%
S 1
UMME o 1100,0%  100,0% | 100,0% summe 1 & 69 154
%|100,0% 100,0% |100,0%

IHC pSer129, PK-Vorbehandlung

Diag- | Kon- PET Blot 10D2 Whole-slide
nose trolle Summe Diag- Kon-
n |50 13 63 nose trolle Summe
Positiv |—
OtV Torls8,8%  18,8% | 40,9% positiy 11|45 11 56
Nega- |n |35 56 91 %(52,9%  159% |36,4%
v |%]|41,2%  81,2% |59,1% Nega- |N |40 58 98
a5 69 154 tiv %|47,1%  84,1% |63,6%
S I
UMME For1100,0%  100,0% | 100,0% summe 1| & 69 154
%|100,0% 100,0% |100,0%

PET Blot pSer129 Whole-slide

Diag- Kon-

nose trolle Summe

~ [ns3 10 63
POStV o 62 4% 145% | 40,9%

Nega- |n |32 59 91
tiv 1%|37,6%  855% [59,1%

n |85 69 154
SUMME (o7 100,0%  100,0% | 100,0%
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Tabelle 63: Kreuztabellen: Bei Auswertung der Muskularis zeigte sich ein vergleichbares Muster zur
Submukosa und kumulativen Auswertung (vgl. Tabelle 61 und Tabelle 62). Subgruppe: Préiparate der
Submukosa. Aufschliisselung der Priaparate der Diagnosegruppe (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69) nach
einzelnen Protokollen.

IHC pSer129, keine Vorbehandlung PET Blot 10D2 10 HPF
Diagnose | Kontrolle | Summe Diag- Kon-
~|n |36 22 58 nose trolle Summe
POSIV 1o a0a%  31,9%  |37,7% bositiv % E Ny go(y fw
n |49 47 96 ° 1370 70 /470
Negatv i 5760 681%  |62,3% Nega- [N |72 69 141
nl8s 69 154 tiv % | 84,7% 100,0% |91,6%
SUMMe (o 100,0%  100,0% | 100,0% summe 11 &5 69 154
% |100,0% 100,0% |100,0%

IHC 10D2, PK-Vorbehandlung

Diag- Kon- PET Blot pSer129 10 HPF
nose trolle Summe Diag- Kon-
n |45 18 63 nose trolle Summe
positly 1]
oStV folls0,0%  261% | 40,9% positiy L7 16 2 18
Nega. |n |40 51 91 %|18,8%  2,9%  |11,7%
v [%[47,1%  73,9% |59,1% Nega- |N |69 67 136
a5 69 154 tiv %|81,2%  97,1% |88,3%
S 1
UMM For1100,0%  100,0% | 100,0% summe L0 85 69 154
%|100,0% 100,0% |100,0%

IHC pSer129, PK-Vorbehandlung

Diag- Kon- PET Blot 10D2 Whole-slide
nose trolle Summe Diag- Kon-
n |42 14 56 nose trolle Summe
Positiv — n a7 7 o4
%|49,4%  20,3% |36,4% positiv |
Nega- |n |43 55 98 %|553%  10,1% |35,1%
v [%|50,6%  79,7% |63,6% Nega- |N |38 62 100
Tas 69 154 tiv %|44,7%  89,9% |64,9%
S 1
UMMe o 1100,0%  100,0% | 100,0% surmme 10 85 69 154
% |100,0% 100,0% |100,0%

PET Blot pSer129 Whole-slide

Diag- Kon-
nose trolle Summe
IREE 7 64
Positv o l67 1% 101% | 41,6%
Nega- |n |28 62 90
tiv 1%[32,9%  89,9% |58,4%
n |85 69 154
SUMMe o 100,0%  100,0% | 100,0%
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Tabelle 64: Kreuztabellen je Organabschnitt: Der PET Blot via pSer129 und Whole-slide-Evaluation
ergab in oral des Kolons gelegenen Organabschnitten 70-100 % Sensitivitit und stets 70-100 %
Spezifitit. Priparate der Diagnose- (n = 85) und Kontrollgruppe (n = 69). IHC-Protokolle in 10-HPF-
Auswertung und PET Blot in Whole-slide-Evaluation aufgefiihrt. Kumulative Werte fiir Submukosa und
Muskularis. Werte fiir Spezifitdt bzw. Sensibilitdt > 70 % hervorgehoben.

IHC, pSer129 ohne Vorbehandlung IHC, 10D2 mit PK-Vorbehandlung
Positiv | Negativ | Gesamt Positiv | Negativ | Gesamt
— In 1 1 2 —[n 2 0 2
Positiv re ™ s0,0%  100,0% | 66,7% Positiv 191 100,0%  0,0%|  66,7%
Nega- | n 1 0 1 Nega- | N 0 1 1
Oesophagus ti%/ %| 50,0%  0,0%| 333% Oesophagus ti% %| 00% 100,0%| 33,3%
Ge- n 2 1 3 Ge- n 2 1 3
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
— |n 13 6 19 —[n 13 5 18
Positiv fel s1,3%  46,.2% | 65,5% Positiv "o 81,3%  385%|  62.1%
Nega- | N 3 7 10 Nega- | N 3 8 11
Magen tiv %] 188%  53,8%| 34,5% Magen tiv | %| 188%  615%| 37,9%
Ge- |n 16 13 29 Ge- |n 16 13 29
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
| 9 3 P — [n 3 2 5
POtV 19 6a3%  23.1%| 444% POSItV 191 914%  154%|  18,5%
Duodenum | N8 | > 10 1> Duodenum | e83 LT t 1 22
tiv %] 357%  769%| 556% tiv | %| 786%  84,6%| 81,5%
Ge- |n 14 13 27 Ge. |n 14 13 27
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
— [n 6 4 10 —[n 6 2 8
Positiv fel sas%  50,0%| 52,6% Positiv Fo sasw  250%|  421%
A Nega- | N 5 4 9 . Nega- | N 5 6 11
Jejunum tiv | %| 455%  50,0%| 47,4% Jejunum tiv | %| 455%  750%| 57,9%
Ge- |n 11 8 19 Ge- |n 11 8 19
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
R 11 9 20 — [n P 1 13
Positiv forl 6s,8%  60,0% | 64,5% Positv Fol 7s,0%  67%|  41,9%
lleum Nega- |1 > 6 1 lleum Nega- 10 | 4 14 18
tiv %] 31,3%  40,0%| 355% tiv | %| 250% 93,3%| 581%
Ge. |n 16 15 31 Ge. |n 16 15 31
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
— [n 4 2 6 —[n 3 0 3
Positiv fol 66,7%  28,6% | 46,2% Positiv Fol so0%  0,0%|  23.1%
4 Nega- | n 2 5 7 _ Nega- | n 3 7 10
Appendix ti%/ %| 333% 714%| 53,8% Appendix ti%/ %| 50,0% 100,0%| 76,9%
Ge- |n 6 7 13 Ge- |n 6 7 13
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
R 6 5 11 — [n 5 7 P
Positv fol 66,7%  62,5% | 64,7% Positiv Fo ss6%  87,5%|  70,6%
Kolon Nega- |1 | 3 3 6 Kolon Nega- 10 | 4 ! >
tiv %] 333%  37,5%| 353% tiv | % | 444%  125%|  29,4%
Ge- n 9 8 17 Ge- n 9 8 17
samt | % |100,0% 100,0% | 100,0% samt | % |100,0% 100,0% | 100,0%
o In 7 3 10 . |n 9 4 13
Positiv fel 636%  750%| 66,7% Positiv. "o s1,8%  100,0%|  86,7%
Nega- | n 4 1 5 Nega- | N 2 0 2
Rektum ti% %| 364%  250%| 33,3% Rektum ti%/ %| 182%  0,0%| 13,3%
Ge- |n 11 4 15 Ge- |n 11 4 15
samt |%100,0% 100,0% | 100,0% samt |%|100,0% 100,0%| 100,0%
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IHC, pSer129 mit PK-Vorbehandlung

Positiv | Negativ | Gesamt

R 2 1 3

Positiv o1 100,0%  100,0% | 100,0%

"I 0 0 0

Oesophagus | Negativ % 0,0% 0,0% 0,0%
Ge- |n 2 1 3

samt |%]100,0%  100,0% | 100,0%

R 1 5 17

Positiv o 7s.0%  38,5%| 58,6%

I 4 8 12

Magen Negativ ol s5.0%  61,5%| 41,4%
Ge- |n 16 13 29

samt [%]100,0%  100,0% | 100,0%

R 7 3 10

Positiv: ol so0%  23,1%| 37,0%

" In 7 10 17

Duodenum | Negativ %] 50,0% 76.9% | 63,0%
Ge- |n 14 13 27

samt [%]100,0%  100,0% | 100,0%

R 8 2 10

Positiv o1 727%  25,0% | 52,6%

, I 3 6 9
Jejunum Negatv I 273%  75,0%| 47,4%
Ge- |n 11 8 19

samt [%]100,0%  100,0% | 100,0%

RE 11 5 16

Positiv: /ol 6s.8%  333%| 51,6%

" In 5 10 15

lleum Negativ I 313%  66,7%| 48,4%
Ge- |n 16 15 31

samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%

. n 3 2 5

Positiv o1 so0%  28,6%| 38,5%

. Cln 3 5 8
Appendix | Negativ Fo 7 o o 71 40| 615%
Ge- n 6 7 13

samt |%|100,0%  100,0% | 100,0%

R 9 2 11

Positv o 100,0%  250%| 64,7%

"I 0 6 6

Kolon Negatv ol oo%  75,0%| 353%
Ge- |n 9 8 17

samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%

o n 8 1 9

Positiv: o1 727%  25,0% | 60,0%

" In 3 3 6

Rektum NegativIe 273%  75,0%| 40,0%
Ge- |n 11 4 15

samt [%]100,0%  100,0% | 100,0%

Anhang



Anhang

PET Blot, 10D2, High-power fields
Positiv | Negativ | Gesamt
— In 2 0 2
Positv o 100,0%  0,0% | 66,7%
Nega- | n 0 1 1
Oesophagus ti%/ %| 00% 100,0%| 333%
Ge- n 2 1 3
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
R 5 1 6
Positiv /ol 313%  7,7%| 20,7%
Nega- | 11 12 23
Magen tiv % | 688% 92,3%| 79,3%
Ge- |n 16 13 29
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
| 2 0 2
Positv o1 143%  00%| 7.4%
Nega- | n 12 13 25
Duodenum tiv | %| 857% 100,0%| 92,6%
Ge- |n 14 13 27
samt |9%|100,0% 100,0% | 100,0%
| 3 0 3
Positiv: /ol 273%  0,0%| 158%
. Nega- | n 8 8 16
Jejunum tiv %] 72,7% 100,0%| 84,2%
Ge- |n 11 8 19
samt |9%|100,0% 100,0% | 100,0%
. In 7 0 7
Positiv /o a38%  0,0%| 22,6%
Nega- | 9 15 24
lleum tiv | %| 56,3% 100,0%| 77,4%
Ge- |n 16 15 31
samt |9%|100,0% 100,0% | 100,0%
R 1 0 1
Positiv /ol 167%  0,0%|  7,7%
. Nega- | n 5 7 12
Appendix ti%/ %| 833% 100,0%| 92,3%
Ge- |n 6 7 13
samt | %]100,0% 100,0% | 100,0%
. In 1 0 1
Positiv: ol 11,1%  0,0%|  59%
Nega- | 8 8 16
Kolon tiv | %| 889% 100,0%| 94,1%
Ge- n 9 8 17
samt |%]100,0% 100,0% | 100,0%
| 1 0 1
Positv ol 91%  00%| 67%
Nega- | n 10 4 14
Rektum o %]| 90,9% 100,0%| 93,3%
Ge- |n 11 4 15
samt |%]100,0% 100,0% | 100,0%
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PET Blot, pSer129, High-power fields

Positiv | Negativ | Gesamt

~ In 2 0 2

Positv Fo 100,0%  0,0%| 66,7%

Nega- | n 0 1 1

Oesophagus tigv %| 00% 100,0%| 33,3%
Ge- |n 2 1 3

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

— [n 6 0 6

Positiv. /ol 375%  0,0%| 20,7%

Nega | N 10 13 23

Magen tv | %| 625% 100,0%| 79,3%
Ge. |n 16 13 29

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

R 3 0 3

Positv Fo 514%  0,0%| 11,1%

Nega- | n 11 13 24

Duodenum tiv | %]| 786% 100,0%| 88,9%
Ge- |n 14 13 27

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

o n 2 1 3

Positiv o 1829  125% | 15,8%

. Nega- | N 9 7 16
Jejunum tv |%| 81,8%  87,5%| 84,2%
Ge- |n 11 8 19

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

R 5 0 5

Positiv 51 313%  0,0% | 161%

Nega- | N 11 15 26

lleum tiv | %]| 688% 100,0%| 83,9%
Ge- |n 16 15 31

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

— [n 1 1 2

Positiv. /o 16,7%  143%| 154%

_ Nega- | n 5 6 1
Appendix o %| 833% 857%| 84,6%
Ge- |n 6 7 13

samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%

| 3 0 3

Positiv 51 333%  0,0% | 17,6%

Nega- | n 6 8 14

Kolon tiv | %| 66,7% 100,0%| 82,4%
Ge- n 9 8 17

samt | % |100,0% 100,0% | 100,0%

o n 1 0 1

Positiv. /ol 91%  0,0%| 67%

Nega- | n 10 4 14

Rektum o %| 90,9% 100,0%| 93,3%
Ge- |n 11 4 15

samt |%100,0% 100,0% | 100,0%
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PET Blot, 10D2 Whole-slide

Positiv | Negativ | Gesamt
n 2 0 2
Positi
OV o 100,0% 0,0% | 66,7%
n 0 1 1
Oesoph Negati
esophagus | Ne8atV fo ™l 0,0%  100,0% | 33,3%
Ge- |n 2 1 3
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%
n 10 2 12
Dot
osItV 97 62,5% 15,4% | 41,4%
n 6 11 17
Nesati
Magen eV 0T 3750 846%| 58,6%
Ge- |n 16 13 29
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%
n 7 2 9
Positi
SV ol 50,0% 15,4% | 33,3%
n 7 11 18
D Negati
uodenum | Negatv o o o g4 60| 66,7%
Ge- |n 14 13 27
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%
n 9 3 12
bosity L]
OV ol 81,8%  37,5%| 63,2%
n 2 5 7
Jej Negativ —|
ejunum CBAV Il 182%  62,5%| 36,8%
Ge- |n | 11 8 19
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%
n 16 5 21
Positi
OV Fot1100,0%  33,3% | 67,7%
n 0 10 10
I Negati
eum BTNV ol 00%  667%| 32,3%
Ge- |n 16 15 31
samt [%|100,0%  100,0% | 100,0%
n 3 2 5
bositiy L
OV ol s00%  286%| 38,5%
n 3 5 8
Appendi Negativ —
ppendix BTNV ol s0,0%  71,4% | 61,5%
Ge- |n | 6 7 13
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%
n 6 1 7
Positi
SV ol 66,7% 12,5% | 41,2%
n 3 7 10
Negati
Kolon CBANV ol 333%  87,5%| 588%
Ge- |n 9 8 17
samt [ %|100,0%  100,0% | 100,0%
n 4 1 5
Positi
OV ol 364%  250%| 33,3%
n 7 3 10
Rekt Negati
ektum CBANV ol 63.6%  750%| 66,7%
Ge- n 11 4 15
samt | % |100,0%  100,0% | 100,0%

Anhang

PET Blot, pSer129 Whole-slide
Positiv | Negativ | Gesamt
~ n 2 0 2
Positiv ol 100,0%  0,0% | 66,7%
Nega- | n 0 1 1
Oesophagus | 0" ol 0o0%  100,0%| 333%
Ge- |n 2 1 3
samt |%100,0% 100,0% | 100,0%
G 15 3 18
POtV 91 93.8%  23.1%| 62,1%
Nega- | n 1 10 11
Magen tv | %| 63%  769%| 37,9%
Ge- |n 16 13 29
samt [%|100,0% 100,0% | 100,0%
— [n 10 2 12
Positv ol 714%  15.4% | 44,4%
Nega- | n 4 1 15
Duodenum ti% %| 286%  84,6%| 556%
Ge- |n 14 13 27
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
— |n 10 1 11
Positv el a0,0%  12,5% | 57,9%
. Nega- |n 1 7 8
Jejunum tiv | %] 91%  87,5%| 42,1%
Ge. |n 11 8 19
samt [%|100,0% 100,0% | 100,0%
—[n 13 4 17
POSItV 91 81,3%  26,7%| 54,8%
Nega- | n 3 1 14
lleum tv | %| 188%  73,3%| 452%
Ge- |n 16 15 31
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
— |n 2 1 3
Positv el 333%  143% | 231%
. Nega- | n 4 6 10
Appendix tiv | %] 66,7%  857%| 769%
Ge- n 6 7 13
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
. |In 6 1 7
Positv el 66,7%  12,5% | 41,2%
Nega- | n 3 7 10
Kolon tiv %] 333% 87,5%| 588%
Ge- |n 9 8 17
samt |%|100,0% 100,0% | 100,0%
— |n 5 0 5
Positv el 4s,5%  0,0%| 333%
Nega- | n 6 4 10
Rektum tiv | %] 545% 100,0% | 66,7%
Ge- |n 11 4 15
samt [%|100,0% 100,0% | 100,0%




Anhang - 156 -

Tabelle 65 Anzahl der Organpriaparate, kategorisiert nach Diagnose und zugeordnet zu
pathogenetischen Krankheitsgruppen. CBD = Corticobasale Degeneration; DLB = Demenz mit Lewy-
Koérperchen; FTD = Frontotemporales Demenzspektrum; LE = Lymphatische Enzephalopathie; MSA =
Multisystematrophie; PD = Morbus Parkinson; PSP = Progressive supranucledre Blickparese; VPD =
Vaskuléres Parkinsonoid

Sekundar- Primar- Diagnose Organ #Organ/
gruppe gruppe Diagnose
Neuro- FTD-Spektrum ALS Magen

degenerativ Duodenum

lleum
CBD Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Kolon
PSP Magen

Duodenum

lleum

Appendix

Kolon
Neuronale DLB Osophagus
a-Synuklein-

Aggregation Magen

Duodenum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

1
1
1
3
3
2
3
1
3
3
3
Jejunum 3
4
3
3
1
3
3
5
2
4
1
1

PD Osophagus
Magen 13

Duodenum 11

Jejunum 11

lleum 11
Appendix 4
Kolon 5
Rektum 10

MSA Osophagus 1
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Sonstige
a-Synuclein-
Aggregation

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Appendix

Rektum

Sonstige Neuro-
degeneration

AD

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Kolon

Rektum

Neurovaskular  Neurovaskular

Apoplex

Magen

Duodenum

lleum

Appendix

VPD

Magen

Duodenum

lleum

Appendix

Kolon

Rektum

Sonstige Sonstige

LE

Magen

Duodenum

Jejunum

lleum

Total

Anhang
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Fachzeitschrift. Die vorliegende Arbeit soll ferner in zwei Publikationen in einschldgigen klinisch bzw.
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mit dem Doktoranden als Koautor ein. Eine medizinethische Masterarbeit zur Parkinson-Friihdiagnostik ist
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