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1 Einleitung

Ghrelin ist ein vorwiegend vom Magen synthetisiertes Peptidhormon. Unter anderem
fordert es die gastrointestinale Motilitat, seine Funktionen gehen allerdings weit tGber
diese Eigenschaft hinaus. Im Gehirn beeinflusst es hohere Hirnfunktionen und
Regelkreislaufe. Zwei unabhangige Arbeitsgruppen konnten im MPTP-Mausmodell der
Parkinsonschen Erkrankung einen neuroprotektiven Effekt von Ghrelin auf nigrale
Dopaminzellen nachweisen (Jiang et al., 2008, Andrews et al., 2009).

In einer 2011 vero6ffentlichten Pilotstudie wurde ein gestorter postprandialer
Wiederanstieg von Ghrelin bei Morbus Parkinson gezeigt (Unger et al., 2011b). Fir
atypische Parkinson-Syndrome, wie die Multisystematrophie oder die Progressive
Supranukledre Blickparese (PSP) fehlt eine solche Analyse. Dies soll die vorliegende
Arbeit leisten. Neuropathologisch ist die MSA, wie der Morbus Parkinson, eine Alpha-
Synukleinopathie, wahrend die PSP, adhnlich dem Morbus Alzheimer, zu den
Tauopathien gerechnet wird. Beide Erkrankungen sind erstmalig in den 1960er Jahren
beschrieben worden und haben eine niedrige Pravalenz in der Bevoélkerung. Die
Kenntnisse zu deren Atiologie sind noch rudimentir. Hingegen ist beim Morbus
Parkinson vor jlingerer Zeit ein pathophysiologisches Modell vorgestellt worden,
welches wichtig fiir die Erfassung der Hintergriinde dieser Arbeit ist. Im Folgenden soll
daher ein kurzer Einblick tGber den aktuellen Forschungsstand beim Morbus Parkinson
gegeben werden.

Zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose eines Morbus Parkinson sind bereits 50-60%
der nigrostrialen Neurone degeneriert. Nicht motorische Symptome, wie Hyposmie,
REM-Schlaf-Verhaltensstorung (REM  sleep  behavior disorder, RBD) und
gastrointestinale Symptome koénnen Jahre vor der Diagnosestellung auftreten. Zur
Erklarung dient das neuropathologische Modell von Braak und Kollegen, die zeigen
konnten, dass die typische Pathologie, die Lewy-Kdrperchen, zentral zuerst im Bulbus
olfactorius und im Nucleus dorsalis nervi vagi nachweisbar ist. Sie breitet sich dann
rasch vom Vaguskern nach rostral (iber den Locus coeruleus, die Substantia nigra bis
nach kortikal und nach caudal ins Riickenmark aus (Braak et al., 2003, Del Tredici and
Braak, 2012). Sowohl der Bulbus olfactorius, als auch der dorsale Vaguskern tber die

Innervation des Gastrointestinaltraktes, stellen eine Verbindung zur Umwelt dar. Sie



konnten folglich die Eintrittspforte eines bis dato unbekannten pathologischen Agens
sein. Auch im Gastrointestinaltrakt, im Meissner- und Auerbach-Plexus, lassen sich bei
Parkinson Patienten und, wie in Einzelfallberichten auch bei noch nicht Erkrankten
beschrieben, Lewy-Korperchen  nachweisen (Shannon et al.,, 2012).
Rotenon, ein Pestizid, das liber eine Komplex I-Inhibition der Atmungskette wirkt, wird
als Initiator eines Parkinson-Syndroms im Tiermodell eingesetzt. Wird es oral appliziert,
fihrt eine Unterbrechung der Verbindung zwischen autonomem Nervensystem und
dem ZNS zu einem verzogerten motorischen Symptombeginn, bei allerdings weiterhin
friih einsetzenden gastrointestinalen Beschwerden. Diese klinische Beobachtung ldsst
sich auch neuropathologisch abbilden (Pan-Montojo et al., 2012). Retrospektiv erwies
sich auch bei Menschen eine trunkale Vagotomie als protektiv hinsichtlich der
Entstehung eines Morbus Parkinson (Svensson et al., 2015). Unumstritten ist die
Hypothese des retrograden Transports Gber den Nervus vagus ins Gehirn jedoch nicht.
So lasst sich bei etwa 7-8% der Parkinson Patienten kein Befall des Vaguskerns
nachweisen. Auch das von Braak beschriebene Verbreitungsmuster der Pathologie
lasst sich bei fast 50% der Falle nicht nachvollziehen (Attems and Jellinger, 2008,
Kalaitzakis et al., 2008).

Der Morbus Parkinson definiert sich (ber die klinische Symptomatik aus
Brady-/Akinesie in Kombination mit Rigor, Ruhetremor oder posturaler Instabilitat. In
Abgrenzung zum Morbus Parkinson weisen atypische Parkinson-Syndrome zusétzliche
klinische Symptome und Zeichen auf (sogenannte Plus-Symptome oder Red-Flags).
Zudem sprechen atypische Parkinson-Syndrome nur ungeniigend auf eine Therapie mit
L-Dopa an. Die PSP und MSA gehoren zu den haufigsten atypischen Parkinson-

Syndromen.

1.1 Die Multisystematrophie

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die MSA prasentiert sich klinisch mit extrapyramidalen, cerebellaren und autonomen
Funktionsstorungen in variabler Kombination. Graham und Oppenheim fiihrten 1969
in einem Fallbericht erstmals den Begriff der Multi-Systematrophie ein (Graham and

Oppenheimer, 1969).



Papp beschrieb das neuropathologische Korrelat, die oligodendroglialen
Einschlusskorperchen, welche zu einem grofBen Anteil aus unloslichem aggregiertem
Alpha-Synuklein bestehen (Papp et al., 1989, Wakabayashi et al., 1998). Die MSA
gehort damit, wie das idiopathische Parkinson Syndrom und die Demenz mit Lewy-
Kérperchen, zu den Synukleinopathien.

Man unterscheidet zwei klinische Phanotypen der MSA. Bei vorherrschender
cerebelldarer Symptomatik spricht man von einer MSA-C, bei pradominierendem
Parkinson-Syndrom von einer MSA-P. In Europa stellt die Form der MSA-P den
groReren Anteil dar mit 58% gegenilber der MSA-C mit 42% (Geser et al., 2006).

Es liegen nur von einer Studie Inzidenz- und Pravalenzdaten der MSA nach den
aktuellen zweiten Konsensus-Kriterien vor (Bjornsdottir et al., 2013). Diese Erhebung
gibt die Inzidenz der MSA mit 0,6 pro 100 000 Einwohner bezogen auf die europaische
Standard-Population der WHO an. Bezieht man die Ergebnisse lediglich auf tber 40-
Jahrige steigt die Inzidenz auf 1,6 pro 100 000 an. Die Pravalenz wird mit 3,4 pro 100
000 Einwohner angegeben. Auch sie steigt in der Bevolkerungsgruppe der Uber 40-

Jahrigen auf 7,4 pro 100 000 Einwohner an.

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der MSA ist unbekannt. Sie gilt als sporadische Erkrankung. Trotzdem gibt
es Einzelfallberichte einer neuropathologisch gesicherten familidren MSA mit
rezessivem und dominantem Erbgang (Hara et al., 2007a, Wullner et al., 2009).

Als wichtiger pathophysiologischer Faktor der Erkrankung wird, wie auch beim Morbus
Parkinson Alpha-Synuklein angesehen. Alpha-Synuklein ist ein |6sliches Protein, das
sich besonders in den praterminalen Nervenendigungen anreichert und an der
Signallibertragung der Neurone beteiligt ist (Fellner et al., 2011). Punktmutationen,
Duplikationen und Triplikationen im Alpha-Synuklein-Gen (SNCA-Gen) wurden mit
autosomal dominant vererbtem Morbus Parkinson in Zusammenhang gebracht
(Fellner et al., 2011), wobei Duplikationen und Triplikationen gehauft zu MSA-
dhnlichen Symptomen fihren (Fuchs et al., 2007).

Die Fallberichte Uber familidre MSA-Erkrankungen konnten keine entsprechenden
pathologischen Verdanderungen im SNCA-Gen nachweisen (Hara et al., 2007b, Wullner

et al., 2009). Wohl aber gibt es Belege fiir genetische Varianten, so genannte ,Single



Nucleotide Polymorphisms“ (SNP) innerhalb des SNCA-Gens, die mit einem erhdhten
Risiko flir eine MSA assoziiert zu sein scheinen (Scholz et al., 2009, Ross et al., 2010).
Eine genomweite Assoziationsstudie konnte dies allerdings nicht bestatigen
(Sailer et al., 2016).

Im Vordergrund der Pathogenese der MSA stehen Veranderungen der
Oligodendrozyten, die ausgedehnter sind als die Alpha-Synuklein Ablagerungen. Die
MSA ist damit eine einzigartige Entitat innerhalb der Synukleinopathien.

Ein pathohistologisches Merkmal der MSA sind die Uberwiegend glialen
cytoplasmatischen Einschlusskorperchen (glial cytoplasmatic inclusions, GCl). Beim
Morbus Parkinson und der Lewy-Kdérper-Demenz findet sich das Alpha-Synuklein in
Form neuronaler Lewy-Kdérperchen.

Die Herkunft des Alpha-Synuklein in den GCI ist nach wie vor unklar. Im gesunden
Zustand synthetisieren Oligodendrozyten kein Alpha-Synuklein. Ob dies bei
MSA-Patienten der Fall ist, konnte bisher nicht abschlieRend geklart werden
(Miller et al., 2005, Asi et al., 2014).

In einem friihen Stadium der Erkrankung kommt es zu einer Verlagerung des
Oligodendrozyten-spezifischen Phosphoproteins p25a (auch ,Tubulin-polymerization-
promoting-protein“ (TPPP) genannt) aus der Myelinscheide ins Soma der Zellen. Dies
fuhrt zu einem Anschwellen des Soma und einer Dysfunktion des Myelins bis zu einer
Demyelinisierung von kleinen Axonen corticospinaler und pontocerebellarer Bahnen
(Song et al., 2007). Zudem lagert sich posttranslational modifiziertes Alpha-Synuklein
(z.B. Nitrierung, Oxidierung, Phosphorylierung) in betroffenen Oligodendrozyten als
GCl ab. p25a unterstlitzt diesen Vorgang und ist auch in den GCl enthalten
(Kragh et al., 2009).

Alpha-Synuklein konnte dabei von Neuronen an die Umgebung abgegeben werden und
von den Oligodendrozyten aufgenommen werden (Kisos et al., 2012). Auch eine
direkte Weitergabe von Neuron zu Gliazelle ware moglich (Reyes et al.,, 2014).
Ein Prion-ahnlicher Neuron-Neuron Transport wird fiir die Entwicklung eines Morbus
Parkinson und anderer Synukleinopathien propagiert (Masuda-Suzukake et al., 2014,
Prusiner et al., 2015).

Mikroglia wird zudem durch Alpha-Synuklein aktiviert, was zu einer Vermehrung

proinflammatorischer Zytokine fiihrt und ebenfalls zur Neurodegeneration beitragt
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(Su et al., 2008). Auch eine mitochondriale und proteasomale Dysfunktion spielen bei
der Entwicklung der MSA eine Rolle, worauf in diesem Rahmen jedoch nicht ndher

eingegangen werden kann (Jellinger, 2014).

1.1.3 Klinische Prasentation und Diagnose

Die MSA wird meist im sechsten Lebensjahrzehnt klinisch manifest. Ein
Krankheitsbeginn vor dem 30. Lebensjahr schliet eine MSA aus. Manner sind etwas
haufiger betroffen als Frauen (Wenning et al., 2013).

Als Kardinalsymptom gilt die autonome Dysfunktion in Kombination mit einem
ungenligend auf L-Dopa ansprechenden Parkinson-Syndrom oder einer cerebelldaren
Funktionsstorung. Die autonome Dysfunktion wird bei einer ausgepragten
orthostatischen Hypotension (systolischer Blutdruck (RR)-Abfall innerhalb von 3 min
nach dem Aufstehen > 30 mmHg bzw. diastolischer RR-Abfall > 15 mmHg), einer
erektilen Dysfunktion beim Mann bzw. einer Anorgasmie bei der Frau oder einer
Blasenentleerungsstérung diagnostiziert. Das Parkinson-Syndrom bei MSA Patienten
ist typischerweise symmetrisch ausgepragt mit Bradykinesie und Rigor. Der fiir den
Morbus Parkinson klassische Ruhetremor findet sich bei der MSA nur selten. Ein Halte-
oder Aktionstremor ist haufiger. Eine cerebellare Funktionsstérung zeigt sich in einem
breitbasigen, ataktischen Gangbild, Augenbewegungsstérungen mit hypermetrischen
Sakkaden und Blickrichtungsnystagmus sowie einem Intentionstremor.

Sogenannte ,,Red flags” sind Symptome, die auf ein atypisches Parkinson Syndrom wie
die MSA hinweisen, flir eine Diagnosestellung jedoch nicht ausreichen. Als solche
gelten die rasche Progression der Erkrankung, Sexualfunktionsstérungen, wie erektile
Dysfunktion, genitale Empfindungsstorungen und Anorgasmie. Ein neu aufgetretenes
Raynaud Syndrom, kalte livide Akren oder pratibiale Odeme passen als Ausdruck einer
autonomen Funktionsstérung zu einer MSA.

MSA Patienten entwickeln im Verlauf eine ausgepragte Dysarthrie und Dysphagie. Sie
sprechen haufig langsam und hypophon. Bei MSA-C Patienten besteht hingegen eine
cerebellare Dysarthrie.

Die RBD ist ein wichtiger Indikator fiir eine Alpha-Synukleinopathie. Bei MSA Patienten
betrdgt die Pravalenz 88% (Palma et al., 2015). Eine RBD gilt als pramotorisches

Symptom des Morbus Parkinson, findet sich aber insgesamt seltener als bei der MSA.



RBD Patienten haben haufig sehr lebhafte, manchmal gewalt- oder angstbesetzte
Traume. Typischerweise stellt sich wahrend der Traumphasen, d.h. im REM-Schlaf
keine physiologische Muskelatonie ein, so dass die Patienten lhre Traume ausagieren
kdnnen.

Ein weiteres nicht motorisches Symptom sind gastrointestinale Beschwerden wie
frihes Sattigungsgefiihl, Oberbauchschmerzen und Obstipation. In klinischen Studien
konnte eine verminderte Magenmotilitdt bei MSA gezeigt werden (Thomaides et al.,
2005). Auch die gastrointestinale Transitzeit ist verlangert (Sakakibara et al., 2004).
Typischerweise kommt es bei MSA Patienten nicht zu einem kognitiven Abbau.

Die im Jahr 2008 revidierten Diagnosekriterien der Konsensus-Konferenz dienen als
Grundlage. Nach ihnen wird die Sicherheit, mit der die Diagnose gestellt werden kann,
in 3 Grade eingeteilt: Mogliche, wahrscheinliche und definitive MSA (Tab. 1). Die
Wahrscheinlichkeit der richtigen Diagnose nach den Konsensuskriterien nimmt mit der
Dauer der Erkrankung zu (erste Visite ,mogliche MSA“: Sensitivitat 41% und positiver
pradiktiver Wert 95%, letzte Visite ,mogliche MSA”: Sensitivitdat 92% und positiver
pradiktiver Wert 89%; erste Visite ,wahrscheinliche MSA“: Sensitivitdit 18% und
positiver pradiktiver Wert 100%, letzte Visite ,wahrscheinliche MSA“: Sensitivitat 63%
und positiver pradiktiver Wert 91%) (Osaki et al., 2009).

Eine definitive Diagnose kann nur post mortem durch eine neuropathologische
Untersuchung gestellt werden. Gliale cytoplasmatische Einschlusskorperchen in
Oligodendrozyten sind kennzeichnend fir die Erkrankung. Es finden sich auch
entsprechende Aggregate in den Nuclei der Oligodendrozyten sowie in Cytoplasma
und Nuclei von Neuronen. In den Einschlusskdorperchen lassen sich
immunhistochemisch Alpha-Synuklein, Tau und Ubiquitin nachweisen. Daneben
besteht ein neuronaler Zelluntergang mit konsekutiver Gliose. Betroffene Neurone
weisen aullerdem Schaden an der Myelinscheide sowie am Axon auf (Ahmed et al.,,
2012). Die Befunde sind in individuell unterschiedlicher Auspragung in Substantia
nigra, Striatum, inferiorer Olive, Pons, Locus coeruleus, Cerebellum, im Cornu laterale
des Rickenmarks sowie in Onuf’s Nucleus vorhanden (Ahmed et al.,, 2012). Ein
Neuronenverlust im Nucleus dorsalis nervi vagi wurde ebenfalls beschrieben

(Benarroch et al., 2006a).



Tab. 1: Diagnosekriterien der MSA nach den zweiten Konsensuskriterien (Gilman et al., 2008)

Voraussetzung: Sporadische, progressive Erkrankung mit Beginn nach dem 30. Lebensjahr

Mogliche MSA

Wahrscheinliche MSA Definitive MSA

eines der folgenden Symptome:
- Sonst nicht erklarbare
Blaseninkontinenz
- Unvollstandige
Blasenentleerung
- Erektile Dysfunktion
- Signifikanter orthostatischer
Blutdruckabfall, der nicht die
Kriterien fir eine
wahrscheinliche MSA erfillt
plus
Parkinson Syndrom
oder
Cerebelldres Syndrom
(Gangataxie mit cerebellarer

cerebellarer Okulomotorikstorung)
plus
mindestens ein Zusatzsymptom

Autonome Storung, d.h. zumindest

Dysarthrie, Extremitatenataxie oder|

Autonome Storung
mit Blaseninkontinenz
(Unfahigkeit, die
Blasenentleerung zu steuern, bei
Mannern begleitet von erektiler
Dysfunktion)
oder
Orthostatischer Blutdruckabfall
bei dreiminiitigem Stehen
systolisch 2 30 mmHg oder
diastolisch = 15 mmHg
plus
Parkinson Syndrom mit geringem
Ansprechen auf
L-Dopa
oder
Cerebellares Syndrom
(Gangataxie mit cerebellarer
Dysarthrie, Extremitdten- ataxie
oder cerebellarer
Okulomotorikstérung)

Histopathologisch hohe
Dichte an
Alpha-Synuklein-positiven
glialen cytoplasmatischen
Einschllssen
plus
Degeneration der
nigrostriatalen und
olivopontocerebelldren
Projektionen

Zusatzsymptome fiir eine mogliche MSA

Mogliche MSA-P oder MSA-C

Babinski Zeichen mit Reflexsteigerung
Stridor

Mégliche MSA-P

Schnell progressives Parkinson-Syndrom

Geringes Ansprechen auf L-Dopa

Posturale Instabilitdt in den ersten drei Jahren nach
motorischem Krankheitsbeginn

Gangataxie, cerebelldre Dysarthrie, Extremitatenataxie oder
cerebelldre Okulomotorikstérung

Dysphagie in den ersten 5 Jahren nach motorischem
Krankheitsbeginn

Atrophie von Putamen, mittlerem Kleinhirnstiel, Pons oder
Cerebellum im MRT

Hypometabolismus im Putamen, Hirnstamm oder Cerebellum
im FDG-PET

Mogliche MSA-C

Parkinson-Syndrom

Atrophie von Putamen, mittlerem Kleinhirnstiel oder Pons im
MRT

Hypometabolismus im Putamen im FDG-PET

Prasynaptische striatonigrale dopaminerge Denervierung in
SPECT oder PET




1.1.4 Therapie und Prognose

Bisher gibt es weder eine heilende noch krankheitsverzogernde Therapie. Eine rezente
doppelblinde placebokontrollierte Studie mit der Substanz Rifampicin, von der man
sich aus tierexperimentellen Studien den Abbau von Alpha-Synuklein Ablagerungen
erhoffte, wurde bei fehlender Wirksamkeit friihzeitig abgebrochen.

Es bleibt der Versuch mit hochdosiertem L-Dopa zur Therapie des Parkinson-Syndroms.
Ein Ansprechen auf die Medikation ist jedoch meist unbefriedigend und nimmt im
Verlauf der Erkrankung ab. Eine Tiefenhirnstimulation bei MSA Patienten erbringt
keinen Benefit (Chou et al., 2004).

Bei ausgepragter orthostatischer Dysregulation kdnnen Stitzstrimpfe den vendsen
Ruckfluss aus den Beinen unterstiitzen. Auch der Einsatz von elastischen Bauchbinden
kann versucht werden (Smit et al., 2004). Droxidopa als medikamentdse Unterstiitzung
ist auf dem europaischem Markt noch nicht zugelassen (Kaufmann et al., 2014).

Gegen Obstipation werden stuhlregulierende MaRnahmen eingesetzt. Fir die
Blasenentleerungstorungen sind im Verlauf meist Katheterinterventionen notig.
Zusatzlich erhalten Patienten physio-, ergo- und logotherapeutische Behandlung zum
Erhalt der motorischen Fahigkeiten sowie zur Sturz- und Aspirationsprophylaxe.
Studien Uber die Wirksamkeit der Verfahren liegen nicht vor.

Die Erkrankung schreitet rasch voran, meist sind die Patienten nach 5 Jahren
rollstuhlgebunden. Als prognostisch unglinstig gelten die Diagnose MSA-P,
unvollstdndige Blasenentleerung und ein friihes Versagen der dopaminergen Therapie.
Das mediane Uberleben der Patienten nach Beginn der ersten Motorsymptome

betragt 9,8 Jahre (Wenning et al., 2013).

1.2 Progressive Supranukledre Blickparese

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Die Erkrankung wurde erstmals 1964 klinisch und auch neuropathologisch von Steele,
Richardson und Olszewski beschrieben (Steele et al., 1964).

Die PSP ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung. Neuropathologisch ist sie
durch Ablagerungen hyperphosphorylierter Tau-Proteine gekennzeichnet und wird

damit den Tauopathien zugerechnet.



Mittlerweile sieht man die PSP als sehr heterogenes Krankheitsbild an. Neben der
klassischen PSP, dem sogenannten Richardson-Syndrom, wurden weitere Varianten
beschrieben, wie zum Beispiel die PSP vom Parkinson-Typ, die PSP ,with pure akinesia
and gait freezing” (PSP-PAGF) und die PSP mit progressiver, nicht flissiger Aphasie
(PSP-PNFA). Diese Varianten sind selten und eine sichere Diagnose kann erst post
mortem gestellt werden. In der vorliegenden Studie wurden daher nur Patienten
eingeschlossen, die die Symptome einer PSP nach den giiltigen Diagnoserichtlinien von
Gilman aus dem Jahre 1996 erfiillten (Tab. 2).

Die PSP ist ein seltenes Krankheitsbild. Die Inzidenz liegt zwischen 0,1-3,3 Falle pro
100 000 Einwohnern. Betrachtet man die Altersgruppe der tber 50-Jahrigen steigt die
Inzidenz auf 5,3 pro 100.000 an. Die Pravalenz liegt zwischen 1,3-4,9 PSP-Erkrankter
pro 100.000 Einwohner (Bower et al., 1997, Colosimo et al., 2013).

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiopathogenese der Erkrankung gilt als multifaktoriell. In einer groRen
genomweiten Assoziationsstudie konnten Genvarianten identifiziert werden, die mit
einem erhohten PSP-Risiko assoziiert sind (Hoglinger et al., 2011).

Eine zentrale Rolle im Pathomechanismus wird dem Mikrotubuli-assoziierten Tau-
Protein zugeschrieben. In den Nervenzellen fordert es die Polymerisation und Stabilitat
von Mikrotubuli und unterstiitzt damit die axonale Transportfunktion und Integritat.
Eine autosomal dominant vererbte Mutation im Exon 10 des Tau-Proteins bedingt eine
PSP-dhnliche Erkrankung. Diese Mutation fiihrt zu einem Uberwiegen des Tau-Proteins
mit vier Mikrotubuli-Bindestellen (4R Tau), wie es auch bei sporadischen PSP-Patienten
beobachtet wird (Stanford et al., 2000).

Bei 90% der PSP Patienten lasst sich der H1-Haplotyp des Tau-Proteins nachweisen. Da
auch bis zu 60% der gesunden Kontrollen Trager dieser Genvariante sind, wird diese
lediglich als pradestinierend fiir die Erkrankung angesehen.

Im Verlauf der Pathogenese wird Tau hyperphosphoryliert, was zu einer verminderten
Bindungsfahigkeit an die Mikrotubuli mit konsekutiver axonaler Dysfunktion fihrt.
Zudem wird dadurch die Tau-Aggregation gefordert. Diese beiden Mechanismen

tragen zur Neurodegeneration bei.



Als eine mogliche Ursache fiir die Hyperphosphorylierung wird eine mitochondriale
Dysfunktion mit vermehrter Bildung von radikalen Sauerstoffspezies (ROS) und
reduzierten ATP-Spiegeln angesehen. Auf der Insel Guadeloupe konnte die hohe
Pravalenz eines PSP-dhnlichen Krankheitsbildes mit einem Komplex I-Inhibitor, dem

Annonacin, in Verbindung gebracht werden (Lannuzel et al., 2007).

1.2.3 Klinische Prasentation und Diagnose

Das mittlere Erkrankungsalter fiir PSP liegt bei 63 Lebensjahren. Frauen und Manner
scheinen etwa gleich haufig betroffen zu sein.

Eine sichere Diagnose kann wie bei allen atypischen Parkinson-Syndromen nur post
mortem neuropathologisch gestellt werden.

Die PSP prasentiert sich klinisch als hypokinetisch rigides Parkinson-Syndrom. In
Abgrenzung zum Morbus Parkinson ist die Symptomatik im Wesentlichen symmetrisch
ausgebildet und Tremor kein typisches Symptom. Der ausgepragte axiale Rigor kann
sich in einer nuchalen Retroflexion zeigen (Cubo et al., 2000a).

Namensgebend ist die supranukledre vertikale Blickparese. Diese entwickelt sich iber
Monate oder Jahre und kann zu Beginn der Erkrankung fehlen. Wesentlich ist die
vertikale Blickparese nach unten. Eine vertikale Blickparese nach oben ist erst ab einer
Amplitudenminderung um 50% diagnoseweisend, da leichte Amplituden-
einschrankungen auch bei gesunden Alteren und Patienten mit Morbus Parkinson
beobachtet werden. Eine Sakkadenverlangsamung geht der Blickparese zeitlich haufig
voraus. Die Untersuchung der Okulomotorik kann unter Umstdnden durch einen
Blepharospasmus erschwert werden.

Als ein weiterer wichtiger Hinweis fiir eine PSP miissen Stiirze im ersten Jahr nach
Beginn der motorischen Symptome gewertet werden. Sie sind Ausdruck der rasch
zunehmenden posturalen Instabilitdit der Patienten. Typischerweise stiirzen PSP
Patienten nach hinten. Betroffene entwickeln zudem ein pseudobulbares Syndrom mit
Dysarthrie und Dysphagie.

Auch Personlichkeitsveranderungen mit apathischem und depressivem Verhalten sind
haufig. Uber 80% der Patienten entwickeln eine frontotemporale Demenz (Litvan et

al., 2003).
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Autonome Funktionsstorungen sind hingegen eher untypisch. Patienten klagen jedoch
haufig Uber Obstipation. Untersuchungen zur gastrointestinalen Motilitdt bei PSP
liegen nicht vor.

Fir die Diagnosestellung wurden im Expertenkonsens Kriterien ermittelt (Tab. 2).
Dabei dienten 83 Patienten mit neuropathologisch gesicherter Erkrankung aus dem
Parkinsonschen Formenkreis (PSP=24, corticobasale Degeneration=11, Morbus
Parkinson=11, MSA=15, Lewy-Korper-Demenz=14, Morbus Pick=8) als
Evaluationsbasis. Die klinische Diagnose wird mit dem Pradikat ,, wahrscheinliche” bzw.
,mogliche” PSP belegt. Die Spezifitdt einer wahrscheinlichen Diagnose liegt bei 100%,
die einer moglichen PSP-Erkrankung bei 93%. Die Sensitivitat ist deutlich niedriger.
Eine prospektive Studie zur Evaluierung der Kriterien ist bisher nicht erfolgt. Fur die
Ermittlung von Studienpopulationen sind die Richtlinien trotzdem geeignet (Litvan et
al., 1996b, Respondek, 2010).

Fiir eine sichere Diagnose ist eine neuropathologische Untersuchung post mortem
notig. Bei der PSP findet man hyperphosphorylierte 4R-Tau-Protein Ablagerungen.
Diese lassen sich in Form von neuronalen ,Tangles” sowie axonalen ,Threads” in den
Somata und Dendriten von Neuronen nachweisen. Zudem liegen Tau-Aggregate auch
in Astrozyten (,Tuft“) und Oligodendrozyten (,,Coiled bodies”) vor. Neuronenverlust
und Gliose bestimmen das pathologische Bild, sind jedoch in der Auspragung variabel.
Insbesondere sind folgende Regionen betroffen: Nucleus subthalamicus, Substantia
nigra pars compacta, oberer Kleinhirnstiel, Globus pallidus internus (Hauw et al.,

1994).
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Tab. 2: Diagnosekriterien der Progressiven Supranuklearen Blickparese nach Litvan 1996 (Litvan et al.,

1996a)

Voraussetzung: Allmahliche progressive Erkrankung mit Beginn nach dem 40. Lebensjahr

Méogliche PSP

Wahrscheinliche PSP Definitive PSP

Vertikale supranukleare
Blickparese nach oben
(Amplitudenminderung > 50%)
oder unten

oder

Verlangsamung der vertikalen
Sakkaden und prominente
posturale Instabilitdt mit Stiirzen
im ersten Jahr der
Erkrankung

Vertikale supranukledre Blickparese Klinisch mogliche

nach oben oder
(Amplitudenminderung > 50%) wahrscheinliche PSP
oder unten
und und

prominente posturale Instabilitat
mit Stlirzen im ersten Jahr der
Erkrankung

histopathologische
Zeichen einer typischen
PSP

IAusschlusskriterien

Enzephalitis in jingerer Vorgeschichte
Phanomen der fremden Extremitat (,Alien limb“)

Halluzinationen oder Verkennungen unabhangig von einer
dopaminergen Therapie

Kortikale Demenz vom Alzheimer-Typ

prominente friihe Zeichen einer Kleinhirnfunktionsstérung
oder einer autonomen Dysfunktion

schwere asymmetrische Zeichen eines
Parkinson-Syndroms

neuroradiologischer Nachweis relevanter struktureller
Abnormitaten

Vorliegen einer Whipple-Krankheit

Unterstitzende Kriterien

VV VVVIV VY VYV VV VVYVY

Symmetrische Akinesie oder proximal betonte Rigiditat
abnorme Kopf- bzw. Nackenhaltung, insbesondere Retrocollis
kaum oder nur geringes Ansprechen des

Parkinson-Syndroms auf L-Dopa

frihe Dysphagie und Dysarthrie

friher Beginn einer kognitiven Beeintrachtigung mit Vorliegen
von zumindest zwei der folgenden Symptome: Apathie,
Beeintrachtigung des abstrakten Denkens, reduzierte verbale
Flussigkeit, Utilisations- oder Imitierungsverhalten,
Frontalhirnzeichen
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1.2.4 Therapie und Prognose

Die therapeutischen Moglichkeiten fir PSP Patienten sind gering. Eine Progression der
Erkrankung kann nicht verhindert werden. In der Regel wird eine Therapie mit L-Dopa
begonnen. Die Bewegungsstorung lasst sich bei gut einem Drittel der Patienten
anfanglich verbessern. Im weiteren Verlauf nimmt die Wirksamkeit jedoch immer
weiter ab (O'Sullivan et al., 2008).

Auch eine Therapie mit Amantadin kann die klinische Symptomatik bei einigen
Patienten geringgradig verbessern (Rajrut et al., 1997).

Zudem gibt es Einzelfallberichte Gber eine Verbesserung der Ophthalmoplegie sowie
der Dysphagie und Dysarthrie unter einer Therapie mit Zolpidem, einem GABA-
Agonisten am Benzodiazepin-Rezeptor (Cotter et al., 2010, Dash, 2013).

In einer klinischen Phase-lI-Studie konnte ein geringer, aber signifikanter Effekt von
Coenzym Q10 auf die klinische Symptomatik von PSP-Patienten in der , PSP Rating
Scale” und der ,Frontal Assessment Battery” nachgewiesen werden (Stamelou et al.,
2008). Q10 ist ein wichtiges Coenzym in der mitochondrialen Atmungskette.

Logopadie und Physiotherapie sollen Funktionen im Alltag moglichst lange erhalten
und den Pflegebedarf reduzieren. Kleinere Studien untersuchen madgliche
Behandlungsoptionen, wie zum Beispiel ein Balancetrainingsprogramm oder Ubungen
zur Verbesserung der Augenmotilitat (Zampieri and Di Fabio, 2009, Di Pancrazio et al.,
2013).

Die Prognose der Patienten bleibt schlecht. Sie werden friih pflegebedirftig. Zudem
fihren haufige Stlirze zu schweren Verletzungen. Im Verlauf sind die Patienten auf
einen Rollstuhl angewiesen.

Die Kommunikation mit den Patienten ist durch die progrediente Dysarthrophonie
stark eingeschrankt. Bei Fortschreiten der Erkrankung entwickeln mehr als die Halfte
der Patienten Zeichen einer subkortikalen Demenz, jedoch zum Teil auch begleitet von
Anzeichen einer frontotemporalen Demenz mit frontaler Dysfunktion,
Wesensverdanderungen, Sprachverarmung bis Mutismus und einer Antriebsarmut
(O'Sullivan et al., 2008, Kobylecki et al., 2015).

Die Nahrungsaufnahme ist wegen der zunehmenden Dysphagie problematisch. Am
Ende der Erkrankung werden viele Patienten Uber eine Gastrostomie ernahrt. Eine

Aspirationspneumonie ist die hdaufigste Todesursache (Warnecke et al., 2010).
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Durchschnittlich versterben die Patienten 6-9 Jahre nach Beginn der motorischen

Symptomatik (Colosimo et al., 2013).

1.3 Ghrelin

In den ersten Jahren der Ghrelinforschung wurde (iberwiegend dessen Einfluss auf die
Energiehomoostase sowie die Wirkung auf den Gastrointestinaltrakt beachtet. Ghrelin
wurde populdrwissenschaftlich als das ,Hungerhormon“ prasentiert. Doch dieser
Ansatz greift zu kurz. Jingste Erkenntnisse zeigen zytoprotektive Eigenschaften von
Ghrelin auf. Diese sind auch fir dopaminerge Zellen der Substantia nigra pars
compacta nachgewiesen, die den Ghrelinrezeptor exprimieren (Jiang et al., 2008,
Andrews et al., 2009). Der Rezeptor konnte auch in anderen Kerngebieten, wie dem
Hypothalamus, dem Hippocampus und den Raphekernen, nachgewiesen werden.
Ghrelin beeinflusst durch die Bindung hohere Hirnfunktionen wie Gedachtnis und
Lernfahigkeit, depressives und dngstliches Verhalten sowie das Belohnungszentrum
(Zigman et al., 2006, Andrews, 2011, Beck and Pourie, 2013, Perello and Dickson,
2015).

Neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. der Morbus Parkinson, weisen neben
motorischen Beeintrachtigungen auch eine Reihe nicht-motorischer Symptome auf, die
von einer gestorten Magen-Darmmotilitat Gber ein verandertes Schlafverhalten bis hin
zu einer depressiven Stimmungslage reichen kénnen. Bei Patienten mit Morbus
Parkinson wurde eine gestorte postprandiale Ghrelinsekretion beschrieben

(Unger et al., 2011b).

1.3.1 Struktur und Rezeptor

Ghrelin ist ein Peptidhormon aus 28 Aminosdauren mit einer Molmasse von 3,37 kDa.
Das Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 und kodiert fiir das
Vorlauferprotein Preproghrelin. Durch posttranslationale Modifikation entstehen die
beiden im Blut zirkulierenden Formen acyliertes (AG) und desacyliertes Ghrelin (DAG)
sowie Obestatin (Lacquaniti et al., 2011).

Bisher ist lediglich der Rezeptor von AG bekannt. Dieser wurde 1996 als Zielstruktur
synthetischer Wachstumshormonliberatoren identifiziert und entsprechend als growth
hormone secretagogue receptor (GHSR 1a) bezeichnet. Nach der Entdeckung seines

natirlichen Liganden wurde er, internationalen Richtlinien entsprechend, in
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Ghrelinrezeptor umbenannt (Davenport et al., 2005). Der Ghrelinrezeptor ist ein G-
Protein-gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembranhelices, dessen Aktivierung zu
einer Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum flhrt (Sato et al.,
2012). Es gibt eine zweite Splicevariante des Rezeptors, den GHSR 1b, dessen Funktion
bislang ungeklart ist (Kojima and Kangawa, 2005).

Die Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) katalysiert die Acylierung von DAG an der
Aminosdure Serin in Position 3 und ermoglicht damit die Bindung an den
Ghrelinrezeptor. Die Lange der Fettsdure variiert von C2 bis C14, wobei am haufigsten
mit Oktan- oder Dekansaure verestert wird (Gutierrez et al., 2008). Die Liange der
aliphatischen Kohlenstoffkette beeinflusst das Aktivitatsmuster des Ghrelinrezeptors

(Heppner et al., 2012).

1.3.2 Synthese und Funktion

Ghrelin-mRNA, als Hinweis auf eine stattfindende Synthese konnte in diversen
peripheren Organen, vor allem im Magen und Pankreas, aber auch im ZNS, unter
anderem in einigen Kerngebieten des Hypothalamus, im Nucleus arcuatus, der
Hypophyse und im Ependym des dritten Ventrikels nachgewiesen werden
(Gnanapavan et al., 2002, Ferrini et al., 2009). Die GOAT wird in vielen dieser Organe
koexprimiert (Lim et al., 2011). Der Grofteil der Ghrelinkonzentration im Plasma
stammt jedoch aus dem Gastrointestinaltrakt. Die endokrinen P/D1 Zellen findet man
vor allem im Magen, nach aboral nimmt ihre Dichte ab. Im Colon wird kein Ghrelin
synthetisiert (Wierup et al., 2007). Nach einer Gastrektomie sinkt die
Ghrelinkonzentration im Plasma um 65% (Ariyasu et al., 2001). Der Magen ist damit
der bedeutendste Produktionsort des Peptidhormons.

Uber die genauen Signalwege, die zu einer gesteigerten Synthese und Sekretion fiihren
ist bisher wenig bekannt. Die P/D1 Zellen im Magen geho6ren zu den ,closed type”
endokrinen Zellen und finden sich tGberwiegend im basalen Anteil der Magendrisen.
Somit stehen sie nicht direkt mit dem Magenlumen in Kontakt und es ist davon
auszugehen, dass sie von extraluminalen Hormonen und/oder neuronaler Stimulation
in ihrem Synthesemuster beeinflusst werden (Sakata and Sakai, 2010).

Die Ghrelinspiegel schwanken im Tagesverlauf abhdngig von der Nahrungsaufnahme.

In Erwartung einer Mahlzeit steigt die Ghrelinkonzentration an und fallt postprandial
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wieder ab. Letzteres tritt mit einiger Verzégerung auch bei Ausbleiben der erwarteten
Mahlzeit ein (Cummings et al.,, 2001b). Davon abzugrenzen ist die basale
Ghrelinkonzentration. Ubergewichtige und dltere Menschen weisen niedrigere Spiegel
auf (Tschoep et al., 2001, Rigamonti et al., 2002). Erhéhte Ghrelinspiegel lassen sich
nach einer zwolfstiindigen Fastenperiode oder auch bei Patienten mit Anorexia
nervosa nachweisen (Ariyasu et al, 2001, Mequinion et al., 2013).
Bisher gibt es keine etablierten Normwerte fiir die Ghrelinkonzentration im Plasma. AG
macht etwa 10-20% der Gesamtkonzentration aus (Pemberton and Richards, 2008).
Nach der derzeitigen Studienlage liegen die Nichternwerte von AG im peripher
venosen Blut bei 48-77 pg/ml und flr DAG bei 111-190 pg/ml (Goodyear et al., 2010).

Ghrelin hat im Koérper vielfdltige Funktionen. Urspriinglich entdeckt wurde AG als
Stimulans der Wachstumshormonfreisetzung (Kojima et al, 1999). Beide
Zustandsformen sind an der Regulation der Energiehomdostase beteiligt. AG erhdht
die Nahrungsaufnahme und wirkt appetitanregend Uber , Agouti related peptides” und
Neuropeptid Y Neurone im Nucleus arcuatus des Hypothalamus (Ferrini et al., 2009).
Aullerdem bindet es in der Peripherie an Ghrelinrezeptoren auf Afferenzen des Nervus
vagus, was zu einer verminderten afferenten Aktivitat der Neurone fiihrt und ebenfalls
das Hungergefiihl stimuliert (Date et al., 2002). Es fordert die Magenmotilitdt, sowohl
Uber eine verstarkte Aktivierung von efferenten Neuronen im Nucleus dorsalis nervi
vagi, als auch (iber eine Beeinflussung des myenterischen Nervensystems (Tack et al.,
2006, Zigman et al., 2006). Im Gehirn verbessert AG Uber eine Erhéhung der
synaptischen Plastizitdt im Hippocampus Lern- und Gedachtnisfahigkeiten (Steiger et
al., 2011). Fir diese Arbeit besonders interessant ist der Nachweis von
Ghrelinrezeptoren auf dopaminergen Neuronen der Substantia nigra pars compacta,
eine  mafBgeblich an der motorischen Parkinson Symptomatik beteiligte
extrapyramidale Struktur. In der Maus stimuliert AG die Dopamin (DA) Freisetzung und
erhoht die DA Konzentration im Striatum (Andrews et al., 2008a, Shi et al., 2013).
Unter MPTP Gabe, einem Neurotoxin, das selektiv in dopaminergen Neuronen der
Substantia nigra den Komplex 1 der Atmungskette inhibiert, wirkte Ghrelin
neuroprotektiv (Jiang et al.,, 2008, Andrews et al., 2009). Diesen Effekt erreicht es
vermutlich durch eine Verbesserung der mitochondrialen Funktion (Andrews et al.,

2008b).
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1.4 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit untersucht, wie sich die beiden Ghrelinzustandsformen, AG und
DAG, bei MSA und PSP Patienten in ihrer Freisetzung pra- und postprandial verhalten.
Da AG und DAG unterschiedliche Funktionen haben ist eine getrennte Analyse sinnvoll.
MSA und PSP sind atypische Parkinson-Syndrome unterschiedlicher Pathophysiologie.
Es soll Uberprift werden, ob bei der MSA, als Alpha-Synukleinopathie, wie beim
Morbus Parkinson ein gestérter Wiederanstieg von Ghrelin nach einer Testmahlzeit
besteht. Dies kdonnte in Zusammenhang mit einer Neurodegeneration im Nucleus
dorsalis nervi vagi stehen, die bei Parkinson und MSA Patienten nachgewiesen wurde.
So konnte Ghrelin ein potentieller Biomarker dieser Parkinson-Syndrome sein.

Die Untersuchung ist zudem von Relevanz, da Ghrelin neuroprotektiv auf nigrale
dopaminerge Zellen wirkt. Ghrelin kdnnte daher auch in therapeutischer Hinsicht eine

wichtige Rolle zukommen.
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2 Probanden und Methodik

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte von Oktober 2010 bis Dezember 2012.
Ein positives Votum der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-

Universitat Marburg tber die durchgefiihrte Studie (187/09) liegt vor.
2.1 Probanden

2.1.1 Rekrutierung

Die Probanden wurden iberwiegend aus dem Patientenpool der Universitatsklinik fiir
Neurologie in Marburg rekrutiert.

Es wurden auch Patienten eingeschlossen, die sich allein aus Studieninteresse mit der
Klinik in Verbindung setzten (1 Patient) oder Mitglied der Deutschen Gesellschaft fiir
PSP (1 Patient) waren. Die Diagnose wurde dann auf Grund der klinischen
Untersuchung und an Hand von mitgebrachten Arztbriefen gestellt.

Die Kontrollgruppe setzte sich zu einem groRen Teil aus Angehorigen der Probanden
zusammen.

Jeder Patient/jede Kontrollperson wurde Uber die Ziele und Risiken der Untersuchung
aufgeklart. Eine Beendigung der Teilnahme war ohne die Angabe von Griinden
jederzeit moglich. Eine schriftliche Einverstiandniserklarung liegt von jedem
Studienteilnehmer vor.

Angefallene Fahrt- und Ubernachtungskosten wurden aus dem Studienfond beglichen.
Da Kontrollpersonen kein Eigeninteresse an der Parkinson-Forschung unterstellt
werden kann, erhielten sie fiir die Teilnahme an der Studie eine finanzielle
Aufwandsentschadigung in Hohe von 50,- Euro.

Alle Probandendaten wurden anonymisiert.

2.1.2 Das Probandenkollektiv

Es wurden 125 Patienten kontaktiert, wovon 36 in die Studie eingeschlossen wurden.
Im Verlauf revidierte Diagnosen (4 Patienten), Diabetes mellitus (3 Patienten) und
Rauchen wahrend des Untersuchungszeitraums (1 Patient) fihrten nachtraglich zum
Ausschluss von 8 Patienten.

Die Kontrollgruppe wurde gemeinsam mit einer anderen Promotionsarbeit rekrutiert

und untersucht. Da im Rahmen der Rekrutierungsmethode lberwiegend die Partner
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der Patienten untersucht wurden, fiihrte dies zu einem Uberwiegen des weiblichen

Geschlechts bei den Kontrollen.

In die Ergebnisanalyse gingen 51 Probanden ein:

e 15 MSA Patienten, davon 12 mit einer klinisch wahrscheinlichen MSA und 3 mit

einer klinisch moéglichen MSA nach Gilman et al. (2008)

e 13 PSP Patienten, davon 9 mit einer klinisch wahrscheinlichen PSP und 4 mit

einer klinisch moglichen PSP nach Litvan et al. (1996)

e 23 gesunde Kontrollpersonen

2.1.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Kriterien zur Teilnahme an der Studie ergaben sich aus juristischen Vorgaben sowie

aus Uberlegungen beziiglich moglicher Stérfaktoren des Ghrelinstoffwechsels.
Es folgt eine Auflistung der Ein- und Ausschlusskriterien:
Allgemeine Einschlusskriterien

e Madnnliche und weibliche Personen im Alter von 35-80 Jahren

e Schriftliches Einverstandnis zur freiwilligen Teilnahme an der Studie

e Der Teilnehmer st in der Lage, Risiken und Komplikationen

Untersuchungen zu verstehen und zu beurteilen

Zusatzliche Einschlusskriterien fir MSA Patienten

e Klinisch mogliche oder wahrscheinliche MSA nach Gilman et al. (2008)
Zusatzliche Einschlusskriterien fur PSP Patienten

e Klinisch mogliche oder wahrscheinliche PSP nach Litvan et al. (1996)
Allgemeine Ausschlusskriterien

e Nicht einwilligungsfahige Personen

e Schwangere Frauen

der

e Magen-Darm-Operationen in der Vergangenheit (Ausnahme: Cholezystektomie

und Appendektomie)

e Diabetes mellitus

e Einnahme von Medikamenten innerhalb der letzten 14 Tage, die die Motilitat

des Magendarmtraktes beeinflussen oder Ghrelin dysregulieren kdnnten, wie

Anticholinergika (Pirenzepin, Biperiden, Metixen, Butylscopolamin) oder

trizyklische Antidepressiva
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Patienten mit atypischem Parkinson-Syndrom erhalten zur Verbesserung der
Symptomatik haufig hohe Dosen L-Dopa. Die durch die Medikation gelegentlich
hervorgerufene Ubelkeit wird mit dem peripher wirkenden Dopaminagonisten
Domperidon behandelt. Sowohl L-Dopa als auch Domperidon haben Einfluss auf die
Magenmotilitat. In einer vorangegangenen Studie konnte allerdings kein Unterschied
in der Ghrelinkonzentration bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom mit
und ohne L-Dopa-Therapie nachgewiesen werden (Unger et al., 2011a). Domperidon
hat eine Halbwertszeit von 7-9 Stunden. Bei Niereninsuffizienz verlangert sich diese
zum Teil auf Uber 20 Stunden. Der Effekt von Domperidon auf die
Ghrelinkonzentration ist bisher nicht untersucht. Um den moglichen Einfluss auf die
Ghrelinspiegel zu minimieren, wurden die Patienten aufgefordert, die Medikation mit
Domperidon am Abend vor der Studie zu pausieren.

Wahrend der Untersuchung wurde, sofern dies mit der klinischen Symptomatik
vereinbar erschien, auf die Einnahme der Parkinson Medikamente verzichtet.
Medikamente, bei denen eine Pausierung ethisch nicht zu vertreten gewesen ware,

wurden mit der Testmahlzeit verabreicht.
2.2 Versuchsdurchfuhrung

2.2.1 Untersuchungsablauf

Der Untersuchungsbeginn wurde am Morgen zwischen 7.00 Uhr und 9.00 Uhr
festgesetzt. Es wurde darauf geachtet, diesen moglichst konform mit der gewohnten
Frihstickszeit des Probanden zu wahlen. Die Probanden waren zum
Untersuchungszeitpunkt mindestens 9 Stunden fiir feste und flissige Nahrung
niichtern. Auch der Zigarettenkonsum musste eingestellt werden.

Sofern es die klinische Symptomatik des Patienten erlaubte, wurde auf die
dopaminerge Therapie wahrend der Studie verzichtet.

Jedem Probanden wurde am Unterarm eine Venenverweilkaniile gelegt, worliber die
Blutentnahmen erfolgten. Nach der ersten Blutabnahme zur Bestimmung des
Nichternwertes erhielten die Probanden eine Testmahlzeit, bestehend aus einem
Kaiserbrotchen (ca. 250 kcal) mit 10 g Butter, einem Spiegelei (Gewichtsklasse M) und

250 ml stillem Wasser. Fir die Einnahme der Mahlzeit war ein Zeitrahmen von 10 min
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kalkuliert. Die weiteren Blutentnahmen fanden in einem vorgegebenen Intervall, wie
folgt statt:
1. Nichternwert (vor der Testmahlzeit)
0 min (unmittelbar nach der Testmahlzeit)
30 min postprandial
60 min postprandial
120 min postprandial
180 min postprandial
240 min postprandial

©® N o U B W N

300 min postprandial

Fiir die Analyse von AG und DAG waren separate EDTA-Monovetten mit 2,6 ml
Flllvolumen notig. Insgesamt wurde jedem Probanden damit 8 x 5,2 ml (41,6 ml) Blut
entnommen.

Zwischen den Blutabnahmen wurden die Probanden internistisch und neurologisch
untersucht. AuRerdem wurde die klinische Symptomatik mit Hilfe von klinischen
Skalen evaluiert. Wahrend der Untersuchung waren Essen, Trinken sowie Rauchen und

Kaugummikauen zu unterlassen.

2.2.2 Probenverarbeitung und —analyse

Zur quantitativen Analyse der Ghrelinkonzentrationen wurde ein Enzyme-linked
Immunosorbant Assay (ELISA) der Firma Bertin Pharma verwendet. Die Spezifitat fur
die jeweilige Hormonunterform wird vom Hersteller mit 100% angegeben, die zu
strukturell  dhnlichen  Molekiilen betragt < 0,06%. Im Rahmen des
Kalibrierungsprozesses wurden die Standardwerte der Ghrelinkonzentrationen auf der
ELISA-Platte mit einer Verdinnung von 125 pg/ml bis 0,98 pg/ml festgelegt.
Abgesehen von dieser Modifikation wurde nach den Anweisungen des Herstellers ,,SPI-
Bio“ vorgegangen.

Die Verarbeitungsschritte von AG und DAG werden im Folgenden beschrieben. Da AG
im Blut rasch von Proteasen abgebaut wird, wurden die Monovetten unmittelbar vor
Untersuchungsbeginn mit 26 ul (10 pl pro ml Blut) P-Hydroxymercuribenzoidsdure
(PHMB), einem Proteaseinhibitor, versehen. Die Weiterverarbeitung der Proben

erfolgte innerhalb von 30 min nach der Blutabnahme. Dafiir wurden die Monovetten
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bei 4°C 10 min bei 3500 U/min zentrifugiert. 1000 pl Plasma aus den Monovetten fur
DAG konnte direkt fir die Lagerung in Cluster-Tubes pipettiert werden. Aus dem
Plasma fiir die AG Analyse wurden 1200 pl in Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und mit
120 pl 1N HCI (100 pl pro ml Plasma) versetzt. Die Mischung wurde anschliefend fiir 5
min bei 3500 U/min zentrifugiert. 1000 pl des Uberstandes wurden dann in Cluster-
Tubes bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.

Zur Konzentrationsmessung wurden die Proben aufgetaut und je 100 pl in die
vorgesehenen Einkerbungen der Mikrotiterplatten pipettiert. Diese waren mit murinen
monoklonalen Antikérpern beschichtet, die spezifisch an das C-terminale Ende von
Ghrelin binden. Fir diesen Vorgang wurden die Platten fir 20 Stunden bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Platten gewaschen, um die nicht an Antikorper
gebunden Blutbestandteile zu entfernen. Nach spezifischer Markierung des N-
Terminus der Analyten mit einem weiteren Antikdrper, wurden die Assay-Platten
gespllt. Der gebildete Sandwich-Komplex wurde fiir die photometrische Messung mit
Ellman’s Reagenz versetzt. Das darin enthaltene Acetylthiocholin wird durch die am
zweiten Antikorper gebundene Acetylcholinesterase zu dem gelben Farbstoff
5-Thio-2-nitrobenzoesaure umgesetzt. Die Farbintensitat ist proportional zu der
gebundenen Ghrelinkonzentration und wurde mittels Photospektrometer gemessen.
Alle Analysen wurden von derselben, erfahrenen Medizinisch-Technischen-
Laboratoriumsassistentin durchgefihrt.

Die photometrische Auswertung einiger Proben lieferte Werte auBerhalb des
Kalibrationsbereichs. Nach Anpassung der Konzentrationen an den konfidenten
Messbereich, wurde das Analysenergebnis auf die Realkonzentration extrapoliert.
Nach diesem Prozedere wurde mit den Proben von fiinf Kontrollpersonen, einem PSP-

und einem MSA-Patienten verfahren.

2.2.3 Gerate- und Materialliste

Gerateliste

10-100 pl, 20-200 pl und 200-1000 pl Pipette (Eppendorf)

Zentrifuge (Heraeus Megafuge 11R, Thermo scientific, Bestellnummer 75004412)
Schiittler (Heidolph Duomax 1030, Bestellnummer 543-32205-00)

Elisa-Reader (Dynex MRX, Bestellnummer 20310)
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Materialliste

Multiadapter fir S-Monovette (Sarstedt, Bestellnummer 14.1205)
Mandrin/Stylet (Braun, Artikelnummer 4219104)
Sicherheitsvenenverweilkatheter (Braun, Artikelnummer 42681135-01)
Safety-Multifly-Kantlen fiir S-Monovette (Sarstedt, Bestellnummer 85.1638.205)
Pipettenspitzen (Greiner)

S-Monovetten EDTA 2,6 ml (Sarstedt, Bestellnummer 04.1901)

Rohren-Tubes (Sarstedt, Bestellnummer 55.475)

8-Strip Cluster-Tubes (Corning Incorporated, Corning No. 4408)

Deckel fiir 8 Cluster-Tubes (Corning Incorporated, Corning No. 4418)

Ghrelin (human acylated) ELISA Kit (SPI-Bio, Cayman Chemical tem Number
10006306)

Ghrelin (human unacylated) ELISA Kit (SPI-Bio, Cayman Chemical ltem Number
10008952)

1 N Salzsadure (Merck, Bestellnummer 1090571000)

P-Hydroxymercuribenzoidsaure, PHMB (nach ELISA Anleitung)

2.2.4 Fragebogen

Wahrend der Untersuchung wurden krankheitsrelevante Fragebdgen bearbeitet. Diese
dienen der klinischen Evaluation der Probanden und werden im Folgenden kurz
vorgestellt.

Die Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) erfasst die klassischen
Symptome der Parkinsonschen Erkrankung in 4 Teilbereichen: Kognitive Funktion,
Verhalten und Stimmung (Teil 1), Aktivitdten des taglichen Lebens (Teil 2), Motorische
Untersuchung (Teil 3), Nebenwirkung der Behandlung (Teil 4). Jedes Symptom wird
nach seinem Ausprdagungsgrad von O (keine Beschwerden) bis 4 (starkste
Beschwerden) bewertet (Fahn et al., 1987).

Bei maximaler Symptomauspragung liegt der UPDRS Gesamtscore (Teil 1-3) bei 176
Punkten. Teil 4 wurde in dieser Arbeit nicht erhoben.

Auch wenn urspringlich fir den Morbus Parkinson entwickelt, beweist der UPDRS

auch bei MSA und PSP Patienten eine gute interne Konsistenz und wird haufig zur
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Beurteilung der klinischen Beeintrdchtigung herangezogen (Cubo et al., 2000b, Tison et
al., 2013)

Die Hoehn and Yahr Staging Skala (H&Y) wurde zur Stadieneinteilung bei Patienten
mit Morbus Parkinson entwickelt (Hoehn and Yahr, 1967). In R-CIT-SPECT
Untersuchungen konnte man eine positive Korrelation zwischen H&Y Stadium und
dopaminergen Neuronenverlust in der Substantia nigra zeigen (Staffen et al., 2000).

Ein H&Y Stadium 1 liegt vor, wenn sich die Parkinson Symptomatik auf eine
Korperhalfte beschrankt. Im Stadium 2 besteht die Symptomatik bilateral. Leidet der
Patient unter einer posturalen Instabilitat, wird er dem Stadium 3 zugeordnet. In den
beiden hochsten Stadien 4 (Patient ist nur noch eingeschrankt gehfahig) und 5 (Patient
ist bettldgerig oder rollstuhlpflichtig) ist die Lebenszeit deutlich reduziert (Goetz et al.,
2004). Da PSP und MSA Patienten haufig schon zu Beginn der Erkrankung eine
symmetrische Verteilung der Symptomatik haben und auch friih Beeintrachtigungen
des Gleichgewichts bestehen, werden sie hdufig hoheren Stadien zugeordnet (Muller
et al., 2000).

Die Unified Multiple System Atrophy Rating Scale (UMSARS) wurde speziell fiir MSA
Patienten entwickelt (Wenning et al., 2004). Im Unterschied zum UPDRS wird unter
anderem auch die cerebelldare Symptomatik und autonome Funktionsstorung mit
Blasenentleerungsstorungen, erektiler Dysfunktion sowie Obstipation in die Bewertung
mit einbezogen. Da noch keine deutsche Version vorliegt, fand in dieser Arbeit die
englische Version Verwendung. Der Fragebogen wurde nur bei MSA Patienten
erhoben.

Die UMSARS umfasst vier Abschnitte, in denen Symptome zu den Bereichen , Historical
Review” (Part 1, 0-28 Punkte), ,Motor Examination” (Part 2, 0-56 Punkte) und
L»2Autonomic Examination” erfragt und nach lhrem Auspragungsgrad von normal (O
Punkte) bis stark (4 Punkte) gewertet werden. In Teil 3 wird die orthostatische
Dysregulation mittels Blutdruck- und Pulsmessung in Ruhe und nach 1 Minute Stehen
untersucht. Ein systolischer bzw. diastolischer Blutdruckabfall > 30 mmHg bzw.
> 15 mmHg wird als MSA-typisch gewertet. Die Stadieneinteilung der Erkrankung wird
im 4. Teil nach dem Kriterium der Hilfsbedirftigkeit von 1 (vollstandig unabhangig) bis

5 (voll pflegebediirftig) vorgenommen. Dieser Teil ging nicht in die Auswertung ein.
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Die Progressive Supranuclear Palsy Rating Scale (PSPRS) bietet das Aquivalent fiir PSP
Patienten (Golbe and Ohman-Strickland, 2007). Auch bei diesem Fragebogen wurde
die englische Version verwendet. In sechs Teilen (Part 1: ,History“, Part 2:
,Mentation”, Part 3: ,Bulbar Exam®, Part 4: , Ocular Exam“, Part 5: ,Limb Exam®“, Part
6: ,Gait Exam“) werden die wichtigsten Symptome der PSP inklusive der
Augenbewegungsstorung, Dysarthrie und -phagie sowie kognitiver Veranderungen mit
Bradyphrenie und Affektinkontinenz bewertet. Entsprechend des Auspragungsgrades
wird die Symptomatik mit bis zu 100 Punkten bewertet.

Fiir die Neuropsychologische Testung der Probanden wurden der ,Mini-Mental State
Test” (MMST) sowie der fur Parkinson-Patienten entwickelte ,Parkinson
Neuropsychometric Dementia Assessment” (PANDA) angewandt. Mit den PSP
Patienten wurde zusatzlich die ,Frontal Assessment Battery” (FAB) bearbeitet.

Der MMST ist der gebrauchlichste Screeningbogen zur Beurteilung der kognitiven
Leistungsfahigkeit eines Patienten (Folstein et al., 1975). Er testet die Orientierung, die
Rechenfahigkeit, die Aufmerksamkeit und Konzentration, das Kurzzeitgedachtnis, das
Sprachverstandnis und die visuell-rdaumlichen Fahigkeiten. Maximal kdnnen 30 Punkte
erreicht werden. Ab einem Punktwert von 24 muss eine Demenz mit weiteren Tests
ausgeschlossen werden. Der MMST st vielfach validiert und schnell durchzufiihren.
Allerdings haben Alter und Bildungsniveau Einfluss auf das Testergebnis (Lorentz et al.,
2002). Zudem ist er fir eine leichte kognitive Beeintrachtigungen nur wenig sensitiv
(Blackburn et al., 2013).

Der PANDA erfasst kognitive Leistungseinschrankungen bei Parkinson Patienten
sensitiver als der MMST (Kalbe et al., 2008). Er untersucht die mnestische Funktion
mittels Paarassoziationslernen durch unmittelbare und verzogerte Abfrage der
Wortpaare. AuBerdem prift er die alternierende Wortfllssigkeit, das rdaumliche
Vorstellungsvermégen sowie die Aufmerksamkeit und das Arbeitsgedachtnis mittels
Zahlenabfolgen, die dann vom Patienten, der GréRBe nach geordnet, rekapituliert
werden. Ausgewertet wird der Test altersabhadngig. Eine allenfalls leichte kognitive
Dysfunktion besteht bei einem Ergebnis zwischen 15-17 Punkten, darunter ist ein
dementielles Syndrom wahrscheinlich. Zur Einschdatzung der Stimmungslage bietet der
Test drei Aussagen, die der Patient mit den Antworten ,trifft vollstandig — weitgehend

— weniger — gar nicht zu” fiir sich bewerten soll. Ergeben sich im Stimmungstest 4
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Punkte ist das Ergebnis des PANDA nur eingeschrankt aussagekraftig (Kulisevsky and
Pagonabarraga, 2009).

Die FAB ist ein schnelles Testverfahren zum Screening auf exekutive Dysfunktion
(Dubois et al., 2000). In sechs Aufgaben wird die Fahigkeit des Konzeptualisierens
(Feststellen von Gemeinsamkeiten zwischen Objekten, z.B. Tisch und Stuhl), die
Wortfllssigkeit, das Erlernen einer Bewegungsabfolge (Luria Test), die
Beeinflussbarkeit (Untersucher klatscht zweimal in die Hande, Patient soll nur einmal
klatschen), die inhibitorische Kontrolle (Untersucher klatscht, Patient darf nicht
klatschen) und die Unterdrickung des Greifreflexes Uberpriift. Bei jeder Aufgabe
werden bis zu drei Punkte vergeben. Der Maximal-Summenscore liegt bei 18 Punkten.
Exakte Cut-Off Werte, die als Hinweis auf eine frontale Dysfunktion gewertet werden
kénnen, sind noch nicht bekannt. Die FAB wurde in der Gruppe der PSP Patienten
angewandt, da sie hadufig von einer eingeschrankten Frontalhirnfunktion betroffen
sind. Dabei fand die englische Version Verwendung, da erst nach Beginn dieser Studie
auch eine deutsche Version veroffentlicht wurde (Benke et al., 2013).

Der ,Beck’s Depression Inventory” (BDI) ist ein gutes Selbstbeurteilungsinstrument
zur Diagnose und Schweregradeinschatzung einer Depression (Kuhner et al., 2007). Mit
der Anpassung an die bestehenden DSM IV Kriterien fiir die Diagnose einer Depression
in der aktuellen Fassung des BDI, dem BDI Il, konnte die diagnostische Sensitivitat
weiter erh6ht werden.

Die Antwortmoglichkeiten der 21 Items sind dem Schweregrad nach in aufsteigender
Reihenfolge, vierstufig angeordnet. Im Test soll die Stimmungslage der letzten 2
Wochen beurteilt werden. Ergibt der BDI Il einen Punktwert von 0-13 besteht keine,
bei 14-19 Punkten eine milde, bei 20-28 Punkten eine moderate und bei 29-63
Punkten eine schwere depressive Symptomatik.

Der ,REM Sleep Behavior Disorder Screening Questionnaire“ (RBDSQ) ist ein
sensitiver Fragebogen zur Erfassung der REM-Schlaf-Verhaltensstérung (Stiasny-Kolster
et al.,, 2007). Die zehn Entscheidungsfragen des RBDSQ kénnen vom Patienten in
Eigenregie mit ,Ja“ oder , Nein“ beantwortet werden. Bei finf ,Ja“ Antworten besteht
der dringende Verdacht auf eine RBD. Auf Grund der geringen Spezifitdat des Tests ist

zur Sicherung der Diagnose eine polysomnographische Untersuchung anzuschlieRen.
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2.3 ZielgroRen und statistische Auswertung

Im Sinne des explorativen Charakters der Studie wurden die Mittelwerte von AG und
DAG, der Quotient aus AG zur Gesamtghrelinkonzentration, das Verhaltnis von AG zu
DAG, sowie die , Area under the curve” analysiert. Letztere ist ein in der statistischen
Auswertung von Hormonkonzentrationen gebraduchliches Verfahren. Es gibt zwei Arten
die AUC zu berechnen, die AUC ,with respect to the ground” (AUCg) und die AUC ,with
respect to the increase” (AUC,). Beide basieren auf demselben mathematischen
Verfahren, der Trapezregel. Fir die AUCg wird die Flache zwischen der Mittelwertkurve
und der x-Achse berechnet. Damit wird die Gesamtmenge des Hormons Uber die Zeit
am besten wiedergegeben. Hingegen wird als Bezugslinie der AUC, eine horizontale
Strecke durch den Niichternwert als Ursprung gewahlt. Die AUC, gibt also die
Veranderungen (ber die Zeit wieder und kann damit auch, bei einer
Flachenberechnung uniblich, negative Werte annehmen (Pruessner et al., 2003).
Zudem sollten in Anlehnung an die in Abschnitt 1.3 erwahnte Arbeit von Unger und
Kollegen die Quotienten der postprandialen Ghrelinkonzentrationen als MaR fir die
Starke des Abfalls bzw. Anstiegs analysiert werden.

Nach dem Kolmogoroff-Smirnov Anpassungstest und visueller Uberpriifung der
Histogramme verteilen sich die Ghrelinwerte innerhalb der Gruppen nicht normal.
Daher wurde zur Signifikanzprifung der Ergebnisse das Kruskal Wallis Verfahren
angewandt. Dieser nicht parametrische Test ordnet die Ghrelinwerte aller Gruppen
entsprechend ihrer GrolRe einem Rang zu. Danach beurteilt er die Rangverteilung
innerhalb der Gruppen und berechnet, der zentralen Tendenz entsprechend, einen p-
Wert. Nach guter wissenschaftlicher Praxis wurde ein p < 0,05 als statistisch signifikant
gewertet. Bei signifikanten Ergebnissen wurde anschlieRend fir den paarweisen
Vergleich der ebenfalls nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Wegen der nicht normalverteilten Ergebnisse konnte keine Kovarianzanalyse
(ANCOVA) mit Korrektur fiir Geschlecht, Alter und BMI angewandt werden. Das Kruskal
Wallis Verfahren erlaubt diese Korrektur der Ergebnisse nicht.

Fiir die statistischen Berechnungen wurde die Statistiksoftware SPSS (Version 22)

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

Um Unterschiede der Ghrelinspiegel zwischen Gesunden, Patienten mit MSA und PSP
zu detektieren wurden 23 Kontrollen, 15 MSA und 13 PSP Patienten untersucht. Von
den MSA Patienten hatten zwolf Patienten eine wahrscheinliche, drei eine mogliche
MSA Erkrankung. In der PSP Gruppe waren neun mit einer wahrscheinlichen und vier
mit einer moéglichen PSP Erkrankung.

Das Geschlechterverhaltnis der Gruppen war nicht einheitlich. Die Kontrollgruppe
setzte sich mehrheitlich aus Frauen zusammen, wahrend in den Patientengruppen
mehr Mdnner waren.

Die PSP Patienten waren signifikant alter als die MSA Patienten (p = 0,004) aber auch
alter als die Kontrollpersonen (p = 0,01).

Der BMI aller Kollektive lag bei 26-29 kg/m2 und war damit vergleichbar. Es fand sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

In Tab. 3 sind neben den demographischen Daten auch die Resultate der klinischen

Skalen zusammengefasst.

Tab. 3: Demographische und klinische Daten des Studienkollektivs

Kontrollen MSA Patienten PSP Patienten
Demographische Daten

Probandenanzahl 23 15 13
Geschlecht (méannlich : weiblich) 9:14 11:4 8:5
Alter in Jahren (MW % SD) 63+9 60+8 6916
BMI (kg/m?, + SD) 26+4 296 28+6
Klinische Daten

Krankheitsdauer in Monaten - 46 + 18 62147
Gesamtpunktzahl UPDRS (1,11,111) 2,5+2,4 53+ 14 69 + 24
UPDRS Il 1,2+2,1 31+9,3 41+ 15
UMSARS (I,11) - 42 +12 -
PSPRS (1, 11,1111V, V,VI) - - 41+14
H&Y-Stadium - 2,8+0,9 3,2+1,2
RBDSQ 1,6+1,5 51+3,2 3,2+1,8
MMST 29+1,3 28+1,4 26+5,2
PANDA 23+5,2 19+59 15+6,8
BDI 4,4+4,6 15+11 16+9,4
FAB - - 10+5,1
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3.2 Auswertung der Ghrelinkonzentrationen

3.2.1 Mittelwerte und AUC

In der  vorliegenden Arbeit  wurden die beiden Derivate  der
Ghrelingesamtkonzentration, AG und DAG, separat gemessen und analysiert. Wie bei
Hormonstudien Ublich wurden im ersten Schritt die Mittelwerte sowie das
Kurvenflachenintegral beurteilt.

Die Dauer der Testmahlzeit variierte zwischen den Gruppen (Tab. 4). PSP Patienten
bendtigten signifikant mehr Zeit als die Kontrollen (p = 0,01). Im paarweisen Vergleich
der anderen Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied.

AG und DAG verhielten sich in den Gruppen sehr dhnlich (Abb. 1 und Abb. 2). Nach
dem Nichternwert (t = -10 min) fielen die Spiegel bis 60 min postprandial ab. Bei
Patienten mit MSA zeigte sich fiir DAG bis unmittelbar nach der Testmahlzeit zunachst
noch ein leichter Anstieg. Die maximalen AG Konzentrationen wurden in allen drei
Gruppen 240 min postprandial erreicht. Selbiges zeigte sich flir die maximale DAG
Konzentration der Kontrollen. Bei den Patienten stiegen die DAG Spiegel bis 300 min
postprandial an (Tab. 4).

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums waren die Werte der Patienten
deskriptiv niedriger als die der Kontrollpersonen. Dieser Unterschied galt im

Besonderen fur AG.
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Abb. 2: Mittelwertkurven fiir desacyliertes Ghrelin

Die Ghrelinkonzentrationen schwankten individuell stark, dies fand seinen Ausdruck in
einer hohen Standardabweichung (Tab. 4). Daher wurden die Werte zusatzlich
prozentual im Verhaltnis zum Nichternwert jedes einzelnen Probanden betrachtet.
Dabei ergaben sich signifikante Unterschiede (Tab. 5 und 6). Im paarweisen Vergleich
zeigten sich signifikant niedrigere Werte fir AG und DAG 120 min postprandial fir PSP

Patienten vs. MSA Patienten (paci20 = 0,01; ppaci20 = 0,01) sowie fiir PSP Patienten vs.
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Kontrollen (paci20 = 0,02; ppagizo = 0,01). Weiterhin lagen 180 min postprandial die
Werte fur DAG signifikant niedriger flir PSP Patienten vs. Kontrollen (ppagiso = 0,01)
und 240 min postprandial fir PSP Patienten vs. Kontrollen (ppag2s0 = 0,02) sowie fiir
PSP Patienten vs. MSA Patienten (ppac240 = 0,04).

Zwischen Patienten mit MSA und Kontrollen bestand zu keinem Messzeitpunkt ein

signifikanter Unterschied in den Ghrelinkonzentrationen.
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Tab. 4: AG und DAG Mittelwerte, Standardabweichung und p-Werte nach Kruskal Wallis (Signifikanzniveau * = p < 0,05)

Kontrollen MSA Patienten PSP Patienten p-Werte
Dauer der Testmahlzeit in Minuten MW + SD 9,1+1,7 10,2+2,9 15,2+7,9 0,04*
Acyliertes Ghrelin [pg/ml]
AG Niichternwert MW # SD 107,7 + 85,1 55,1 40,1 70,1+ 73,2 0,11
AG 0 min postprandial MW + SD 93,9+73,6 54,1+42,7 56,9 + 48,0 0,21
AG 30 min postprandial MW + SD 66,1 +43,9 40,5 + 32,2 42,9+41,4 0,11
AG 60 min postprandial MW + SD 63,2 +£43,9 37,2 +26,7 36,9+35,4 0,08
AG 120 min postprandial MW + SD 102,5+ 79,5 53,8+32,3 53,3 +48,8 0,07
AG 180 min postprandial MW + SD 135,4 +105,2 68,4 +39,9 77,1+76,9 0,06
AG 240 min postprandial MW + SD 140,6 £ 111,6 71,7 £39,1 77,5 +80,6 0,09
AG 300 min postprandial MW + SD 129,9+108,1 69,3 £41,8 75,2 £ 86,2 0,09
Desacyliertes Ghrelin [pg/ml]
DAG Niichternwert MW % SD 304,3+223,4 214,3+135,6 242,2 + 160,7 0,47
DAG 0 min postprandial MW + SD 297,7 £ 210,7 227,4 £ 168,5 225,3+134,8 0,33
DAG 30 min postprandial MW + SD 252,9+179,6 194,8 + 128,5 195,5+110,4 0,56
DAG 60 min postprandial MW + SD 241,4+176,0 194,7 £140,3 173,1+102,0 0,50
DAG 120 min postprandial MW + SD 326,3 + 266,3 218,6 + 140,7 188,2 +120,6 0,22
DAG 180 min postprandial MW % SD 389,8+310,6 254,3+181,8 233,7+149,9 0,21
DAG 240 min postprandial MW £ SD 414,5 + 338,0 274,7+179,0 246,0 £ 167,3 0,25
DAG 300 min postprandial MW % SD 405,1 + 333,8 276,9 + 209,3 250,1+179,9 0,21
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Tab. 5: Prozentuale Verhiltniswerte von AG und DAG zum Niichternwert. Mittelwerte, Standardabweichung und p-Werte nach Kruskal Wallis

(Signifikanzniveau * = p < 0,05)

Kontrollen MSA Patienten PSP Patienten p-Werte
Acyliertes Ghrelin im Verhaltnis zum Niichternwert
AG Niichternwert MW + SD 100 100 100 -
AG 0 min postprandial MW % SD 91,0+ 25,4 101,4 £ 23,2 99,2+31,4 0,69
AG 30 min postprandial MW £ SD 68,7 £ 23,7 77,1 £35,0 63,6 £23,5 0,62
AG 60 min postprandial MW £ SD 64,6 + 20,6 72,1 +35,4 52,2+14,8 0,27
AG 120 min postprandial MW + SD 96,3+21,6 105,9 + 35,3 77,0 £ 20,5 0,02*
AG 180 min postprandial MW £ SD 131,3+32,4 137,9+52,0 122,2 + 40,8 0,64
AG 240 min postprandial MW + SD 136,8 £40,5 145,1+44,3 118,3+31,1 0,19
AG 300 min postprandial MW % SD 123,3+32,7 139,9+50,2 114,6 £ 36,2 0,30
Desacyliertes Ghrelin im Verhaltnis zum Niichternwert
DAG Niichternwert MW % SD 100 100 100 -
DAG 0 min postprandial MW + SD 100,6 £ 16,1 105,6 £ 19,8 100,4 £ 22,4 0,76
DAG 30 min postprandial MW + SD 89,2 + 18,9 91,0+ 16,8 86,6 + 16,6 0,78
DAG 60 min postprandial MW + SD 81,3+16,2 90,6 + 24,0 80,4 + 26,2 0,54
DAG 120 min postprandial MW + SD 105,6 + 24,7 104,1 + 26,2 80,0+21,9 0,01*
DAG 180 min postprandial MW + SD 129,0+ 31,6 122,4 + 40,1 99,5 +28,1 0,05*
DAG 240 min postprandial MW + SD 135,4+34,2 132,8 +£41,3 104,4 £ 25,9 0,05*
DAG 300 min postprandial MW + SD 136,3+41,4 132,0£45,2 106,3 £ 28,1 0,13
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Tab. 6: Paarweiser Vergleich (Mann-Whitney-U-Test ) der prozentualen Verhaltniswerte von AG und DAG
zum Nichternwert (Signifikanzniveau * = p < 0,05)

Kontrollen vs. PSP Kontrollen vs. MSA PSP vs. MSA

AG 120 0,02* 0,33 0,01*
DAG 120 0,01* 0,86 0,01*
DAG 180 0,01* 0,54 0,13

DAG 240 0,02* 1,00 0,04*

Die Flache unter der Kurve wird in den Abb. 3 bis 6 als Boxplot dargestellt. In dieser

Darstellungsform reprasentiert die graue Box die mittleren 50 % der Daten. Sie ist demnach
nach oben durch das 75%ige Perzentil und nach unten durch das 25%ige Perzentil begrenzt.
Je hoher die Box desto groRer ist die Streuung der Daten. Der schwarze Strich in der Box
steht fir den Median. Die Whisker geben den hochsten und niedrigsten Wert wieder, der
noch kein Ausreif3er ist. Ausreilder sind Werte, die zwischen 1,5-3 fache Boxenhohe oberhalb
des 75 % Perzentils bzw. unterhalb des 25 % Perzentils liegen. Bei extremen Werten betragt
der Abstand mehr als die dreifache Boxenhdhe.

Die AUCg-Werte (Flache unter der Kurve in Bezug zur Abszisse) der Patienten flir AG lagen
bei geringerer Spannbreite Gber den gesamten Untersuchungszeitraum niedriger als bei den
Kontrollen (  Abb. 3). Im Kruskal Wallis Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den drei Gruppen (p = 0,05) (Tab. 7). Im angeschlossenen paarweisen Vergleich
mittels Mann-Whitney-U-Test bestand eine signifikant niedrigere AG-Gesamtmenge Uber
den Untersuchungszeitraum fiir Patienten mit PSP im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(Tab. 8).

Die AUCg Werte von DAG zeigten vergleichbare Spannweiten in allen Gruppen (Abb. 4).

In den Abbildungen 5 und 6 ist der Nettozuwachs der Ghrelinkonzentration (ber den
Untersuchungszeitraum dargestellt (AUC;). Besonders bei den PSP Patienten kam es im
Mittel zu keiner Zunahme der Ghrelinkonzentration (iber den Untersuchungszeitraum
(MW AG AUC, = -27,1 pg/ml*h, MW DAG AUC, -49,4 pg/ml*h). Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen bestand nicht.

In der AUC Analyse fiel eine PSP Patientin durchgehend als positiver AusreiSer auf. Die

Diagnose einer moglichen PSP Erkrankung galt als gesichert. Die hohen Werte lieBen sich aus

34



der Anamnese nicht erkldren. Ein Ausschluss dieser Patientin aus den Analysen wirkte sich

nicht auf die Signifikanz aus.

Tab. 7: Flache unter der Kurve in Bezug zur Abszisse (AUCg) und zum Anstieg (AUC))
(Signifikanzniveau * = p < 0,05)

Kontrollen MSA Patienten PSP Patienten p-Werte

AUC; [pg/mi*h]

AG [-10 bis 300 min] MW # SD 565,5 + 426,4 284,1+179,5  314,1+298,4  0,05*
DAG [-10 bis 300 min] MW £ SD  1710.7 +1365,7 1164,2+804,1 1128,0+664,2 0,16
AUC, [pg/ml*h]

AG [-10 bis 300 min] MW * SD 7,6 +127,6 13,2+76,7 -27,1+88,1 0,24
DAG [-10 bis 300 min] MW + SD 193,1+403,9 98,8 +287,2 -49,4 £ 311,1 0,11

Tab. 8: Paarweiser Vergleich (Mann-Whitney-U-Test) fiir AG AUC; (Signifikanzniveau * = p < 0,05)

Kontrollen vs. PSP Kontrollen vs. MSA PSP vs. MSA
AG AUC; 0,04* 0,37 0,77
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Abb. 3: Area under the curve with respect to the ground (AUCg) fiir AG
(Extreme Werte sind mit Stern, Ausreifler mit Kreis gekennzeichnet)
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Abb. 4: Area under the curve with respect to the ground (AUC;) fiir DAG
(Extreme Werte sind mit Stern, Ausreiler mit Kreis gekennzeichnet)
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(Extreme Werte sind mit Stern, AusreiBer mit Kreis gekennzeichnet)
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(Extreme Werte sind mit Stern, Ausreiler mit Kreis gekennzeichnet)
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3.2.2 Steigungsverhalten

In einer Studie von Unger et al. (2011b) wurde der postprandiale Verlauf der
Gesamtghrelinkonzentration untersucht. Ein signifikanter Unterschied im postprandialen
Anstiegsverhalten der Gesamtghrelinkonzentration konnte bei Patienten mit idiopathischem
Parkinson-Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. Der
Konzentrationsabfall ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.
In Anlehnung an diese Arbeit wurde in dieser Studie der postprandiale Verlauf der AG- und
DAG-Konzentration bestimmt. Der Konzentrationsabfall berechnete sich aus dem Verhaltnis
der Konzentration vor der Testmahlzeit zu der Minimalkonzentration 60 min postprandial.
Der Anstieg wurde aus der Konzentration am Ende des anndhernd linearen Anstiegs 180 min
postprandial zur Konzentration 60 min postprandial berechnet. Letzterer ergab deskriptiv
niedrigere Quotienten bei den Patientengruppen. Ein signifikanter Unterschied lie sich aber

nicht nachweisen (Tab. 9).

Tab. 9: Ratio Berechnung des postprandialen Abfalls (Wert bei 60 min/Niichternwert) und Wiederanstiegs
(Wert bei 180 min/Wert bei 60 min) der Ghrelinkonzentrationen

Kontrollen = MSA Patienten PSP Patienten p-Werte
RATIO 60 min/Niichternwert
Acyliertes Ghrelin

W+ oD 0,65:021  0,72+0,35 0,52 0,15 0,27
Desac‘aa;tfssghre"" 0,810,166  0,91+0,24 0,80 0,26 0,54
RATIO 180 min/60 min
Acy“&rtv\j’i igre“” 2,18+0,69  2,12+0,78 2,47 £ 0,83 0,48
Desacm‘j\;tiessghre“" 1,64+0,47  1,38+0,38 1,28+ 0,29 0,07
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Betrachtet man das Verhaltnis von DAG zu AG fallt auf, dass in den Patientengruppen in der
frihen postprandialen Phase AG im Verhaltnis zu DAG niedriger lag als bei den Kontrollen.
Dies galt im besonderen fiir PSP Patienten. Am groRten war der Unterschied 60 min

postprandial, erreichte jedoch noch kein statistisch signifikantes Niveau (p = 0,07) (Abb. 7).
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Abb. 7: DAG/AG Verhiltnis

Flir das Verhaltnis von AG zu der Gesamtghrelinkonzentration, dessen Kurvenverlauf Abb. 8

zeigt, bestand zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abb. 8: Graphische Darstellung der Quotienten des AGs zu der Gesamtkonzentration
(AG/(AG+DAG))
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3.2.3 Ghrelinkonzentration: das Geschlecht als moglicher Bias?

Das Geschlechterverhaltnis war zwischen den Gruppen nicht ausgeglichen.

Im Vergleich der Ghrelinkonzentration der mannlichen Probanden miteinander naherten

sich die Kurvenverldaufe an (Abb. 9). Fir die Kurvenverlaufe der weiblichen Probanden galt

dies nicht, allerdings reprasentierten die Kurven der Patientinnen nur wenige Probanden

(MSA: n=4; PSP: n=5).
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Abb. 9: Mittelwertkurven fiir AG und DAG der mannlichen (linke Spalte) und weiblichen Probanden (rechte

Spalte)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig das postprandiale Verhalten der
Ghrelinkonzentrationen bei Patienten mit MSA und PSP im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen untersucht. Hierzu wurden zu acht definierten Messzeitpunkten vor und
nach einer standardisierten Testmahlzeit die beiden Zustandsformen, AG und DAG,
bestimmt.

Trotz deskriptiv niedrigerer postprandialer Konzentrationen in beiden Patientengruppen liel3
sich ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte nicht nachweisen. Es bestand allerdings
bei den PSP Patienten im Vergleich zu den Kontrollen eine niedrigere AG-Gesamtmenge Uber
den Untersuchungszeitraum. Setzte man die postprandialen Ghrelinkonzentrationen in ein
prozentuales Verhaltnis zum individuellen Nichternwert, wiesen die PSP Patienten zu

einigen Zeitpunkten signifikant niedrigere Ghrelinwerte auf.

4.1 Studienkollektiv und Methodik

Die Probandenrekrutierung erfolgte (iber die neurologische Universitatsklinik Marburg,
vornehmlich aus den Ambulanzen und Stationen. Wegen der Seltenheit der Erkrankung, der
raschen Progredienz mit Dysphagie, der gehauften Einnahme von trizyklischen
Antidepressiva und der hohen Pravalenz von Diabetes mellitus mit steigendem Alter
gestaltete sich die Rekrutierung als schwierig. Die geplanten 20 Probanden fir die
Patientengruppen konnten innerhalb von 2 % Jahren nicht erreicht werden.

Die demographischen Parameter unterschieden sich zwischen den Patientengruppen. Die
Altersverteilung differierte z.B. signifikant. Entsprechend konnte keine gematchte
Kontrollgruppe gebildet werden. Eine Normalverteilung der Ghrelinkonzentrationen konnte
auf Grund der Gruppengrofie nicht erreicht werden. Daher musste fir die Analyse der
Kruskal Wallis Test angewendet werden. Dieser weist gegentiber der ANOVA eine niedrigere
Power auf und ermoéglicht auRerdem keine Korrektur fir demographische Parameter wie
Alter, Geschlecht und BMI. Ein moglicher konsekutiver Einfluss dieser Faktoren auf die
Ghrelinspiegel ist daher zu diskutieren.

In die Kontrollgruppe wurden (berwiegend Partner der Patienten aufgenommen. Der
Maéanneranteil bei den Patienten war hoher als bei den Kontrollen, bei denen das weibliche
Geschlecht (iberwog (Tab. 3). Bei Frauen sind die Ghrelinspiegel tendenziell héher als bei

Mannern. Ostrogen wird als potenzieller Einflussfaktor angesehen (Sakata and Sakai, 2010).
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Die Mittelwertkurven der Gruppen ndherten sich an, wenn lediglich die Daten der
mannlichen Probanden verwendet wurden. Interessanterweise liel3 sich dies nicht fiir die
Kurvenverldufe der weiblichen Probanden zeigen (Abb. 9). Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass auf Grund dieses Missverhaltnisses die niedrigeren Ghrelinkonzentrationen bei
den Patienten Uberschatzt werden.

Mit steigendem Alter nehmen die Ghrelinwerte ab. In der Gruppe der PSP Patienten lag der
Altersdurchschnitt signifikant Gber dem der MSA Patienten und der Kontrollen (Kapitel 3.1).
Es war kein Proband jlnger als 44 Jahre und keiner alter als 76 Jahre. Nach der bisherigen
Studienlage ist nicht davon auszugehen, dass diese Altersdifferenz einen signifikanten
Einfluss auf die AG-Konzentration hatte (Nass et al., 2014).

Ghrelin korreliert negativ mit einem steigenden Adipositasgrad nach WHO Definition. Ein
signifikanter Unterschied konnte jedoch nur zwischen Untergewichtigen (BMI < 18,5) und
deutlich Ubergewichtigen (BMI > 30) nachgewiesen werden (Ozkan et al., 2013). In der
vorliegenden Arbeit waren die meisten Probanden prdadipos (Tab. 3). Die BMI-Werte waren
zwischen den 3 Gruppen vergleichbar, d.h. der Einfluss auf die Ghrelinwerte sollte
vernachldssigbar sein.

Vier Patienten hatten eine substituierte Hypothyreose (Thyroxin 50-100 pg taglich). Alle
Erkrankten wurden seit Jahren behandelt oder wiesen innerhalb des letzten Jahres TSH-
Spiegel im Normbereich auf. Die Studienergebnisse bezliglich der Ghrelinspiegel bei
Patienten mit Schilddriisenunterfunktion sind widerspriichlich. Einige deuten auf erhdhte
Ghrelinspiegel in hypothyreoter Stoffwechsellage bei Menschen hin, die sich allerdings nach
Erreichen der Euthyreose wieder normalisieren. Andere konnten keinen Zusammenhang
zwischen der Ghrelinkonzentration und einer Hypothyreose nachweisen (Gjedde et al., 2008,
Canpolat et al.,, 2013). Ruchala untersuchte die individuellen Schwankungen der
Ghrelinkonzentrationen im hyper-, eu- und hypothyreoten Zustand. Fir den Einzelnen
konnte kein signifikanter Unterschied der Ghrelinkonzentration in der ausgeglichenen und
hypothyreoten Stoffwechsellage nachgewiesen werden. Bei hyperthyreoter
Stoffwechsellage sind die Ghrelinkonzentrationen niedriger (Ruchala et al.,, 2013). Da im
Studienprotokoll keine Bestimmung des TSH-Wertes vorgesehen war, kann abschlieRend bei
keinem Studienteilnehmer ausgeschlossen werden, ob Stérungen des

Schilddrisenmetabolismus  vorlagen, die eventuell einen Einfluss auf die
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Ghrelinkonzentrationen hatten. Innerhalb ihrer Gruppe verhielten sich die Ghrelinspiegel der

jeweiligen Patienten nicht auffallig.

Das Studienkonzept reprasentiert einen im Beginn flexiblen, im Ablauf jedoch starren
Versuchsaufbau, der leicht reproduzierbar ist. Der zeitliche Beginn der Untersuchung tragt
der individuellen Rhythmik der Ghrelinsekretion Rechnung, die sich an den gewohnten
Essenszeiten orientiert. In Antizipation einer Mahlzeit steigen die Ghrelinspiegel an
(Natalucci et al., 2005). Demnach wirden bei einem zu friihem Untersuchungsbeginn im
Vergleich zu niedrige Ghrelinkonzentrationen gemessen. Der Studienbeginn orientierte sich
an der Ublichen Frihstickszeit der Probanden und lag zwischen 7.00 Uhr und 9.00 Uhr. Die
Testmahlzeit bestand aus Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen. Die Zusammensetzung war
bestmoglich standardisiert. Fiir die Einnahme der Testmahlzeit wurden 10 min einkalkuliert.
Einige Patienten waren auf Grund der Schwere ihrer Erkrankung nicht in der Lage, diesen
Zeitrahmen einzuhalten. Insbesondere die PSP Patienten benétigten mehr Zeit, die Dauer
unterschied sich jedoch nicht signifikant von der der MSA Patienten. Voraussichtlich hatte
dies keinen Effekt auf das postprandiale Ghrelinverhalten, was eine Arbeit von Shah und
Kollegen belegt, die Ghrelin 180 min nach einer Testmahlzeit von 10 min und 20 mindtiger
Dauer untersuchten und keinen Konzentrationsunterschied feststellen konnten (Shah et al.,
2015).

Der Untersuchungszeitraum umfasste in etwa den zeitlichen Abstand zwischen Frihstlick
und Mittagessen. Es ist folglich davon auszugehen, dass die postprandialen
Ghrelinkonzentrationen in Ganze erhoben worden sind und etwaige Unterschiede detektiert
wurden.

Nach der Testmahlzeit nahmen die Probanden bis zum Untersuchungsende keine weiteren
Speisen oder Getranke zu sich. Bei ein paar Patienten konnte auf Grund des bestehenden
Parkinson-Syndroms nicht auf eine Medikamenteneinnahme wahrend der Studie verzichtet
werden. Die Medikamente wurden mit einem kleinen Schluck Wasser eingenommen. In der
vorangegangenen Studie von Unger et al. konnten keine unterschiedlichen Ghrelinwerte bei
Parkinson Patienten mit und ohne Therapie nachgewiesen werden (Unger et al., 2011b).
Dies wurde auch in zwei weiteren Untersuchungen bestatigt (Corcuff et al., 2006, Novakova
et al., 2011). Das Trinken von Wasser hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Ghrelinsekretion

(Shiiya et al., 2002).
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Wegen der Haufigkeit der Blutentnahmen wurden diese Uber eine liegende
Venenverweilkanile am Unterarm vorgenommen. Einige der gewonnenen Proben stellten
sich nach dem Zentrifugieren als hamolytisch heraus. In hamolytischen Proben kann die AG-
Konzentration zu niedrig gemessen werden, woflr die, bei der Hamolyse aus den
Erythrozyten freigesetzten Peroxidasen verantwortlich sind, da sie mit der im ELISA
verwendeten Acetylcholinesterase interagieren kénnen. Desweiteren konnen die lysierten
Erythrozyten die Antigen-Antikdrper Interaktion des ELISA stéren (Trivedi et al., 2012). Zur
Pravention der Hamolyse wurde bei den entsprechenden Probanden daraufhin die
Venenverweilkanilen mit NaCl gespilt und anschlieRend eine EDTA-Monovette Blut
entnommen und verworfen. Bei den entsprechenden Proben kdnnten jedoch zu niedrige
Konzentrationen gemessen worden sein.

Die rasche prdanalytische Verarbeitung der Blutproben ist essentiell, da AG im Blut rasch von
Esterasen abgebaut wird. Der Michaelis-Menten-Theorie zufolge wiirde dies besonders bei
hohen AG-Spiegeln zu einem beschleunigten Abbau fiihren. Die Halbwertszeit von AG beim
Menschen betragt in etwa 240 min (De Vriese et al., 2004).

Die praanalytische Verarbeitung umfasst eine schnelle Abkiihlung auf 4°C, die Verdiinnung
der Probe, eine pH-Senkung sowie eine Proteaseinhibition (Blatnik and Soderstrom, 2011).
All diese Schritte erfolgten innerhalb von 30 min nach der Probenentnahme, damit ist eine
Vergleichbarkeit zwischen den Probanden gegeben.

Die bisherigen Kenntnisse zu Ghrelinkonzentrationen im Blut sind hauptsachlich mit
Radioimmunoassays (RIA) generiert worden. Dieses Verfahren birgt den Nachteil, dass
lediglich AG und die Ghrelingesamtkonzentration gemessen werden kénnen. Beim RIA wird
nur ein Antikorper eingesetzt, der an einem Epitop auf dem Ghrelinmolekil bindet. Mit
dieser Methode werden auch Ghrelinfragmente gemessen, was zur Uberschitzung der
physiologischen Ghrelinkonzentrationen fiihrt (Prudom et al., 2010).

Mit zunehmendem Kenntnisstand (ber die physiologischen Aufgaben des ehemals als inaktiv
bezeichneten DAG, aber auch im Sinne einer guten wissenschaftlichen Praxis ist es notig,
korrekte AG und DAG Messergebnisse anzustreben. Daher kam in dieser Arbeit ein
Sandwich-ELISA Verfahren zur Anwendung. Da sich auch bei gleichem Assay, je nach
Analyselabor, bereits grofRe Streubreiten ergeben, wurde in dieser Arbeit die Analyse von
derselben Medizinisch-Technischen-Laboratoriumsassistentin  durchgefiihrt, um eine

Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen zu gewéhrleisten.
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4.2 Ergebnisse

Unger und Kollegen konnten zeigen, dass der postprandiale Wiederanstieg von Ghrelin bei
Patienten mit M. Parkinson im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant reduziert ist
(Unger et al., 2011b). Sie fuhrten diesen Unterschied auf einen Neuronenverlust des Nucleus
dorsalis nervi vagi zurlick und brachten Ghrelin als potentiellen Biomarker bei Morbus
Parkinson ins Gesprach. In dieser Arbeit wurden die pra- und postprandialen
Ghrelinkonzentrationen bei den atypischen Parkinson-Syndromen MSA und PSP untersucht.
Dabei konnte eine signifikant niedrigere AG-Gesamtmenge liber den Untersuchungszeitraum
bei PSP Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gezeigt werden. Auffallend waren die
groflen Standardabweichungen innerhalb der Gruppen, die nicht zuletzt auch der kleinen
GruppengroRe geschuldet sein dirften. Trotzdem muss auch in Betracht gezogen werden,
dass sich das Ghrelinniveau interindividuell stark unterscheidet, was nicht fir das
postprandiale Anstiegsverhalten gelten muss. Diesem Ansatz folgend wurde der
Nichternwert als 100% festgelegt und die folgenden Konzentrationen in Relation dazu
betrachtet. Dadurch konnten signifikant niedrigere AG- und DAG-Werte bei PSP-Patienten
spat postprandial gezeigt werden (Tab. 6). Die Werte der Kontrollen und MSA-Patienten
unterschieden sich nicht. Interessanterweise hatten die PSP-Patienten zum Teil auch
signifikant niedrigere Ghrelinwerte als die MSA-Patienten. Dieses Ergebnis ldsst sich auch
nicht durch die inhomogenen Geschlechterverhaltnisse in den Gruppen erklaren, da in der
PSP Gruppe mehr weibliche Probanden als in der MSA Gruppe waren und damit, wenn
Uberhaupt tendenziell hohere Konzentrationen zu erwarten gewesen waren.

Bei atypischen Parkinson-Syndromen wurden bisher in einer Studie die AG- und DAG-
Konzentration nach einer zwolfstiindigen, néachtlichen Fastenzeit analysiert. Die
Nichternwerte unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht, allerdings konnte ein
signifikanter Unterschied fir den Quotienten AG/(AG+DAG) sowohl zwischen MSA Patienten
und Kontrollen als auch zwischen MSA Patienten und Patienten mit anderen atypischen
Parkinson-Syndromen gezeigt werden. Dass die Kontrollgruppe aus grofitenteils nicht
gesunden Probanden (Z. n. cerebralem Infarkt, Normaldruckhydrozephalus, cervicaler
Spondylosis und Polyneuropathie) und die Gruppe der Patienten mit atypischem Parkinson-
Syndrom zusétzlich zu den PSP-Patienten auch Patienten mit Corticobasaler Degeneration
enthielt, kann kritisch angemerkt werden (Ozawa et al., 2013). Eine Reproduktion des

Ergebnisses gelang in dieser Arbeit nicht (Abb. 8). Es bestand zu keinem
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Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen MSA Patienten und
Kontrollen.

Die PSP unterscheidet sich pathophysiologisch von der MSA und dem Morbus Parkinson, die
zu den Alpha-Synukleinopathien gehoren. Eine Gastroparese ist sowohl fiir den Morbus
Parkinson, als auch fur die MSA, im Gegensatz zur PSP, nachgewiesen (Tanaka et al., 2012).
Neuropathologisch sind Schadigungen des Nucleus dorsalis nervi vagi bei MSA bekannt, nicht
aber bei PSP (Benarroch et al., 2006b).

Die Rolle des Nervus vagus bei der Ghrelinsekretion soll im Folgenden dargelegt werden. Als
Indiz fur einen Einfluss kann man die Steigerung der Ghrelinkonzentration nach
Elektrostimulation des Nervus vagus bei Ratten werten (Gil et al., 2011, Bansal et al., 2012).
Bei der Nahrungsaufnahme laufen physiologische Vorgange ab, die sich in eine kephale,
gastrale und intestinale Phase einteilen lassen. Die kephale Phase wird durch den Anblick,
den Geruch und auch den Geschmack der Speise ausgel6st. Aber auch schon die Erwartung,
oder der Gedanke an Essen kann sie initiieren (Schmidt, 2000). Die “sham feeding“-Methode
(sham, engl. Tauschung; feeding, engl. Fltterung) simuliert die kephale Phase der
Nahrungsaufnahme, indem das Essen zwar in den Mund genommen und gekaut, danach
jedoch wieder ausgespuckt wird. Durch diese sensorischen Reize kommt es zu einer
Stimulation des Nervus vagus. Heath zeigte so auch beim Menschen den stimulierenden
Einfluss des cholinergen Nervus vagus auf die Ghrelinsekretion (Heath et al., 2004). Letzterer
konnte auch biochemisch durch eine Zunahme der Ghrelinkonzentration nach
Acetylcholingabe nachgewiesen werden (Shrestha et al.,, 2009). Allerdings konnte beim
Menschen zwar eine Abnahme des Nichternghrelinspiegels nach Gabe von Atropin gezeigt
werden, eine Zunahme durch die Gabe von Pyridostigmin, einem Cholinesteraseinhibitor,
lieR sich jedoch nicht bestatigen (Maier et al., 2004). In einem Versuch von Schissler et al.
konnten diese zeigen, dass auch die Betrachtung von Bildern mit Nahrungsmitteln zu einem
Anstieg der Ghrelinkonzentration im Blut fiihrte, was ebenfalls fiir den Einfluss des Nervus
vagus in der praprandialen Phase auf die Ghrelinsekretion sprechen kdnnte (Schussler et al.,
2012). Da bei Morbus Parkinson und MSA eine Degeneration des Nucleus dorsalis nervi vagi
beschrieben wird, ist der Einfluss einer Vagotomie auf Ghrelin fiir diese Arbeit von
besonderem Interesse. Dieser Frage ist in diversen Studien nachgegangen worden, allerdings
mit widerspriichlichen Ergebnissen. Lee wies bei Ratten eine 3-fache Erhéhung der

Plasmaghrelinkonzentration 14 Tage nach Vagotomie nach. Allerdings wurden keine
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Angaben zum Zeitpunkt der Blutabnahme gemacht, sodass eine Einordnung der Resultate
schwierig erscheint (Lee et al., 2002). Hosoda und Kollegen wiesen einen Abfall der
Ghrelinkonzentration innerhalb des ersten Tages nach einer Vagotomie nach. Erst danach
kam es zu einem sukzessiven Anstieg der Konzentration (Hosoda and Kangawa, 2008).
Williams et al. konnten keinen Einfluss einer Vagotomie, sowohl auf die Niichtern- als auch
die postprandialen Ghrelinwerte nachweisen (Williams et al., 2003). Auch Erlanson-
Albertsson und Kollegen bestdtigten die normalen AG- und Gesamtghrelinwerte zwei
Wochen nach einer Vagotomie (Erlanson-Albertsson and Lindqvist, 2008). AbschlieRend lasst
sich festhalten, dass Evidenz fiir eine Beteiligung des Nervus vagus in der kephalen Phase
besteht. Die postprandialen Ghrelinkonzentrationen scheinen vom Nervus vagus jedoch
nicht beeinflusst zu werden.

Fiir einen kephalen Einfluss auf die Ghrelinspiegel spricht auch die Beschreibung einer
circadianen Rhythmik, die teilweise zu Zeiten einer erwarteten Nahrungsaufnahme
Konzentrationsspitzen zeigt (Cummings et al., 2001a, Natalucci et al., 2005). Dabei korreliert
Ghrelin nicht mit den Glucosespiegeln oder diversen Hormonen, wie Growth Hormone,
Insulin und Glucagon (Natalucci et al.,, 2005). Auch der Bautyp der ghrelinproduzierenden
P/D1 Zellen im Magen, als sogenannte ,closed-type” Zellen ohne Kontakt zum Magenlumen,
spricht fir eine basolaterale Kontrolle entweder nerval oder hormonell (Sakata and Sakai,
2010). Es ist wahrscheinlich, dass die basale und postprandiale Sekretion durch
unterschiedliche Mechanismen gesteuert werden und auch unterschiedlich stark von
diversen Faktoren (Alter, Gewicht, Hormonsituation) beeinflusst werden. Der Grund fiir die
beobachtete gestorte Ghrelinsekretion bei PSP ist unklar. Die Probanden der PSP Gruppe
waren alter als die in der MSA- und Kontrollgruppe, obwohl ein Einfluss nach bisheriger
Studienlage unwahrscheinlich erscheint (Nass, 2014). Auch die ldngere Einnahmezeit der
Testmahlzeit dirfte keine Rolle spielen (siehe Kap. 4.1). Zusammenfassend bleibt daher als
Vermutung, dass die gestorte Ghrelinsekretion bei PSP als Hinweis auf eine autonome
Funktionsstorung zu werten ist. Autonome Funktionsstérungen bei PSP wurden vereinzelt
berichtet. Die Beobachtungen umfassen eine unzureichende Lichtadaptation der Pupillen an
Dunkelheit (Schmidt et al.,, 2007) oder wie jlingst publiziert auch eine autonome
Blasenfunktionsstorung (Yamamoto et al., 2016). Eine orthostatische Hypotension ist bei PSP
selten, ebenso eine verminderte Herzfrequenzvariabilitat bei forcierter Atmung (van Dijk et

al., 1991, Gutrecht, 1992, Schmidt et al., 2008). Studien lber die gastrointestinale Motilitat
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bei PSP Patienten liegen bis dato nicht vor. Es besteht lediglich ein anamnestisch erhobener
Hinweis auf eine vermehrte Obstipationsneigung (Schmidt et al., 2008). Der dorsale
Vaguskern unterliegt bei PSP keiner Neurodegeneration, jedoch sind autonome
Hirnstammzentren, wie der Nucleus raphe obscurus, der Nucleus raphe magnus, der Nucleus
gigantocellularis und die intermedidre Formatio reticularis von der Tauopathie betroffen. Es
konnte daher sein, dass die vorliegenden Daten auf eine autonome Funktionsstérung bei
Patienten mit PSP hinweisen. Dies wiirde fiir Diagnostik und Verlaufskontrolle bei PSP
Patienten eine Uberpriifung autonomer Funktionen erfordern mit resultierenden
therapeutischen Ansatzen. Gleichzeitig stellt sich die Regulation der Ghrelinsekretion damit

wesentlich komplexer dar.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die signifikant niedrigere AG-Gesamtmenge Uber den Untersuchungszeitraum sowie die teils
signifikant niedrigeren postprandialen Relativwerte fiir AG und DAG bei Patienten mit PSP
waren unerwartete Ergebnisse dieser Arbeit. Insbesondere, da sich teilweise auch
signifikante Unterschiede zwischen PSP und MSA Patienten ergaben. Bei der PSP galten
autonome Funktionsstorungen bisher eher als Ausschlusskriterium. Die Ergebnisse kdnnen
als weiteres Indiz fiir eine autonome Funktionsstorung bei PSP gedeutet werden und sollten
eine genauere Erforschung gastrointestinaler Funktionsstorungen bei PSP nach sich ziehen.
Leider ist der Sekretionsmechanismus von Ghrelin noch nicht ausreichend verstanden, um
eine pathophysiologische Erklarung fir die niedrigeren Werte bei Patienten mit PSP geben
zu konnen. Bei der PSP kommt es in einigen autonomen Funktionszentren des Hirnstamms
zu einer Neurodegeneration, die in diesem Ausmald auch in fortgeschrittenen Stadien der
Alzheimer Erkrankung zu finden sind. Daher ware es interessant auch diese Erkrankung in
weitere Studien einzubeziehen.

Unger und Kollegen stellten Ghrelin als moglichen Biomarker fiir Morbus Parkinson zur
Diskussion. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten deuten, unabhangig von den
teils signifikanten Unterschieden zwischen PSP und MSA, auf eine groRe individuelle
Streubreite von Ghrelin hin. Die Ghrelinspiegel werden von diversen Faktoren wie Gewicht,
Geschlecht, verschiedenen Stoffwechselerkrankungen und auch Medikamenten beeinflusst.
In  der klinischen Praxis dirfte sich Ghrelin als Laborparameter fir die

differentialdiagnostische Einordnung verschiedener Parkinson-Syndrome
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hdchstwahrscheinlich nicht eignen. Auch im Rahmen klinischer Studien missen daher sehr
hohe Anforderungen an die Probandenrekrutierung gestellt werden.

Ghrelin ist wegen der nachgewiesenen protektiven Eigenschaften auf Neurone der
Substantia nigra pars compacta im Toxin-Model der Parkinsonkrankheit ein wichtiger
Forschungsgegenstand neurodegenerativer Erkrankungen. Auch die prokinetische Wirkung
auf die Magenmotilitdit macht Ghrelin im therapeutischen Sinne interessant. In diesem
Zusammenhang ist abschlieBend noch kurz Rikkunshito, ein Medikament der traditionellen
japanischen Kampo-Medizin, zu erwdhnen. Rikkunshito erhoht die AG-Spiegel (Hayakawa et
al., 2014). AuBerdem beschleunigt es die Wiederaktivierung des Ghrelinrezpetors und
verhindert die Desacylierung von AG (Hattori, 2010, Tominaga et al., 2011). Ob Rikkunshito
zu einem Anstieg der Ghrelinkonzentrationen bei Patienten mit Parkinson-Syndrom fiihrt
und eventuell zu einer Verbesserung nicht-motorischer Symptome, ware in weiteren Studien

zu klaren.
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6 Zusammenfassung — Abstract

Ghrelin ist ein vorwiegend im Magen synthetisiertes Peptidhormon, welches vielfaltige
Funktionen im Organismus erfiillt. Besonders interessant sind neuroprotektive Eigenschaften
des Hormons, die flir dopaminerge Neurone in der Substantia nigra pars compacta im MPTP-
Mausmodell nachgewiesen werden konnten (Andrews et al., 2009). Diese Erkenntnis macht
Ghrelin fur die Parkinsonforschung interessant. In einer Studie von Unger et al. (2011)
konnte eine gestoérte postprandiale Ghrelinsekretion bei Parkinson Patienten gezeigt
werden. Aufbauend darauf wurde in dieser Arbeit das postprandiale Ghrelin-
Sekretionsverhalten bei den atypischen Parkinson-Syndromen PSP und MSA untersucht. Die
MSA ist neuropathologisch, wie der Morbus Parkinson eine Alpha-Synukleinopathie,
wahrend die PSP neuropathologisch zu den Tauopathien gehort.

Es wurden die Serumkonzentrationen der beiden Zustandsformen, AG und DAG, bei PSP-
(n=13) und MSA-Patienten (n=15) getrennt analysiert und mit einer Kontrollgruppe (n=23)
verglichen. Ebenfalls wurden die AUCg, die AUC, und die Quotienten des Ghrelinabfalls und
-anstiegs (Ratio 60 min/Nuchternwert und Ratio 180 min/60 min) berechnet. Wegen der
kleinen GruppengréRen wurden auch die Verhaltniswerte zum jeweiligen Niichternwert
analysiert.

Die Untersuchung ergab eine signifikant niedrigere Gesamtmenge von AG (AUCg) bei
Patienten mit PSP im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Auch die Relativwerte (Verhaltnis
zum Nichternwert) von PSP-Patienten waren zu verschiedenen Zeitpunkten signifikant
niedriger als die der Kontrollen und teilweise auch niedriger als die der MSA-Patienten. MSA
Patienten und Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant.

Die genauen Regulationsmechanismen der Ghrelinsekretion sind nicht vollstandig
verstanden. Eine neurohumorale Kontrolle erscheint jedoch nach bisherigem Kenntnisstand
wahrscheinlich. Der Einfluss des Nervus vagus ist besonders fiir die kephale Phase der
Nahrungsaufnahme nachgewiesen, aber nicht fir die postprandiale Regulation. Bei der PSP
gehoren autonome Funktionsstorungen bisher nicht zu den etablierten Symptomen,
allerdings mehren sich Studien, die autonome Funktionsstérungen bei PSP Patienten
nachweisen konnten. Anders als bei der MSA ist der Vaguskern bei der PSP nicht von einer
Neurodegeneration betroffen. Es bestehen jedoch pathologische Verdnderungen in einigen

autonomen Zentren des Hirnstammes, die zur Erklarung autonomer Funktionsstérungen bei
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PSP herangezogen werden und bei der offenbar komplexen Regulation der Ghrelinspiegel

involviert sein kdnnten.

Abstract

The gastrointestinal peptide hormone ghrelin, besides its numerous functions in the human
body, has been proven to be neuroprotective in a rodent toxin model of Parkinson’s disease.
Therefore ghrelin is of great interest in Parkinson’s research, especially after Unger et al.
(2011) could show a reduced postprandial ghrelin response in Parkinson’s disease patients
which has been explained by dorsal vagal nucleus neurodegeneration. On the basis of these
results the postprandial ghrelin secretion of desacyl- and acylghrelin in patients with atypical
parkinsonism, MSA and PSP, was studied. Neuropathologically MSA is, like Parkinson’s
disease considered as a synucleinopathy, whereas PSP in comparison is a tauopathy.
13 PSP- and 15 MSA-patients were compared to 23 healthy controls. Decrease and increase
of AG and DAG (ratio 60 min/baseline; ratio 180 min/60 min) as well as AUCg and AUC, were
calculated. Because of the small group sizes relative AG and DAG values to the basic ghrelin
concentration were analysed as well.

The overall acylghrelin concentration (AUCg) in PSP was lower compared to controls.
Relative values in PSP patients (in regard to the basic ghrelin concentration) showed a
significant difference to both of the other groups. MSA patients did not show any significant
differences compared to control.

Regulation of ghrelin secretion is not well understood yet. A neurohumoral impact is
possible. The Vagal nerve is likely influencing ghrelin secretion during cephalic-phase of
nutrition. Postprandial changes were considered to be regulated differently. There is
growing evidence for autonomic dysfunction in PSP. Neurodegeneration of the dorsal vagal
nucleus is not seen in PSP. Though, several autonomic regions of the brainstem are included
in the neuropathologic spread of the disease. This may explain a disturbed ghrelin-secretion,
as a result of autonomic dysfunction in PSP and point towards a much more complex

regulation of ghrelin-concentration.
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8 Anhang

8.1 Publikationen
M. Zoche, D. Thomi, W.H. Oertel, M. Unger, V. Ries
»lmpaired postprandial ghrelin response in patients with multiple system atrophy”

DGN Kongress Dresden 2013, Poster Nr. 86
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