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1 Einleitung  

 

Die Parkinson-Krankheit (Parkinson's disease, PD) ist die zweithäufigste neurodegenerative 

Erkrankung nach der Alzheimer-Krankheit (Alzheimer‘s disease, AD) und betrifft etwa 1 % der 

Menschen über 60 Jahre. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter und ist bei Männern höher 

als bei Frauen. Da in den Industrienationen der Anteil älterer Menschen immer größer wird, erhöht 

sich auch die Zahl der Personen, die an der PD erkranken. Dies führt nicht nur zu mehr individuellem 

Leid, sondern auch zu einer zunehmenden sozio-ökonomischen Belastung. 

Ätiologisch kann die PD in zwei Gruppen unterteilt werden, dabei unterscheidet man die monogene 

Form (~5-10 % aller Fälle) von der genetisch-komplexen Form (>90%). Das Hauptsymptom ist die 

Bradykinese, welches für die Diagnose einer PD in Kombination mit wenigstens einem weiteren 

Symptom wie Ruhetremor, Rigor und/oder posturale Instabilität auftreten muss. Diese zumindest 

am Anfang meist einseitig betonten motorischen Symptome sprechen bei der PD klassischerweise 

auf eine Dopamin-Ersatztherapie an und werden häufig von weiteren nicht-motorischen 

Symptomen begleitet. Dazu gehören beispielsweise vegetative Störungen (Hypotension, 

Obstipation, sexuelle Funktionsstörung), psychische Symptome (Depression, Angst, Demenz), 

Störungen des Schlafverhaltens, des Riechens und des Farbsehens. All diese Symptome haben 

einen Einfluss auf die Lebensqualität, wobei sich besonders die nicht-motorischen Symptome wie 

depressive Stimmung und Schlafstörungen negativ auf die Lebensqualität auswirken. 

Pathophysiologisch ist die PD definiert als Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia 

Nigra pars compacta und des Locus caeruleus. Außerdem findet man Proteinablagerungen, 

sogenannte Lewy-Körper, die vor allem aus Aggregationen des Proteins α-Synuclein (SNCA) 

bestehen. Dabei können nach Braak et al. sechs Stadien unterschieden werden, wobei die Medulla 

oblongata typischerweise zuerst befallen wird (Stadium 1) und sich die pathologischen 

Veränderungen dann über den Hirnstamm (Stadium 2) und das Mittelhirn inklusive Substantia Nigra 

(Stadium 3) bis zum zerebralen Kortex (Stadium 4-6) ausbreiten. 

Für die klassischen monogenen Parkinsonformen konnten bisher ursächliche Veränderungen 

(Mutationen) in sechs Genen identifiziert werden. Diese sind SNCA, LRRK2, VPS35, PRKN, PARK7 

(auch bekannt als DJ-1) und PINK1. Im Gegensatz zu den monogenen Formen der PD, die auf 

Mutationen eines einzelnen Gens beruhen, geht man bei der genetisch-komplexen Form von einer 

multifaktoriellen Genese der Erkrankung aus. Es wird angenommen, dass hierbei genetische 

Varianten, Umweltfaktoren und möglicherweise auch epigenetische Prozesse und Interaktionen 

zwischen den einzelnen Faktoren einen Einfluss auf die Entstehung der PD haben. Man geht 
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heutzutage von ca. 90 Einzel-Nukleotidpolymorphismen (single-nucleotide polymorphism, SNPs) 

aus, die das Risiko für die genetisch-komplexe Form der PD erhöhen (Nalls et al. 2019). Neben 

diesen genetischen Einflussfaktoren gibt es zahlreiche Umwelt-/Lebensstilfaktoren, die mit der 

Entstehung der PD assoziiert sind. Wie in der Metaanalyse von Noyce et al. aus dem Jahr 2012 

hervorgeht werden z. B. eine positive Familienanamnese (, die eine Kombination von genetischen 

und Umwelt-/Lebensstilfaktoren darstellt), Konstipation, affektive Störungen und 

Pestizidbelastungen mit der Erhöhung des Risikos einer späteren PD in Verbindung gebracht. 

Rauchen, Kaffee- und Alkoholkonsum hingegen werden mit einem niedrigeren PD-Risiko assoziiert. 

Bei den genannten Variablen handelt es sich nicht nur um Umwelt-/Lebensstilfaktoren, sondern 

auch um Frühsymptome (wie z. B. Konstipation, affektive Störungen) oder auch um 

Komorbiditäten. Prinzipiell kann aber durch solche Metaanalysen keine Aussage zu Ursache-

Wirkungsbeziehungen getroffen werden. Die Kenntnis über diese Risiko- oder Prodromalfaktoren 

kann aber hilfreich sein, um die PD früher zu diagnostizieren. 

Diese genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren der PD können die Krankheitsentstehung 

allein nicht erklären. Daher ist es möglich, dass weitere Faktoren wie epigenetische Prozesse eine 

Rolle spielen. Unter Epigenetik versteht man all die Prozesse, die an der Regulation der 

Genexpression beteiligt sind, die aber nicht durch eine Veränderung der DNA-Sequenz selbst 

bestimmt werden. So könnte erklärt werden, dass dieselben Gene in unterschiedlichen Zellen 

unterschiedlich exprimiert werden. Zu den epigenetischen Mechanismen zählen beispielsweise 

DNA-Methylierung, Histonmodifikation sowie RNA-basierte Mechanismen. Zu den RNA-basierten 

Mechanismen gehört auch die Regulation der Genexpression und/oder Proteintranslation durch 

sog. micro-RNAs (miRNAs). MiRNAs sind kleine (~22 Basenpaare lange), nicht-kodierende RNAs, 

deren Funktion hauptsächlich die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression ist. Durch das 

Binden der miRNAs an bestimmte messengerRNAs (mRNAs) kommt es entweder zum Abbau der 

mRNA oder zur Hemmung der Translation. 

Im Gehirn scheinen miRNAs an allen neuronalen Prozessen beteiligt zu sein, inklusive der 

Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wie der PD und der AD. Beim Menschen gibt es nach 

derzeitigem Kenntnisstand mehr als 2000 verschiedene miRNAs. Dabei ist die Verteilung der 

verschiedenen miRNAs in unterschiedlichen Geweben sehr heterogen. Die Identifikation der 

miRNAs, die eine Bedeutung bei der Entstehung (und Progression) von Erkrankungen, insbesondere 

Erkrankungen des Gehirns wie etwa der PD oder der AD haben, stellt eine große Herausforderung 

dar. Einige Studien haben bereits differentiell exprimierte miRNAs in Parkinson-Patienten im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen beschrieben, aber bisher sind die Ergebnisse der einzelnen 

Studien häufig nicht konsistent. Zum Teil liegt es sicherlich daran, dass einzelne Studien jeweils 

relativ kleine Stichproben untersucht haben und viele Studien unterschiedliche Gewebe,  
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z. B. Gewebe aus verschiedenen Hirnarealen oder aus dem Blut und seinen zellulären (und nicht-

zellulären) Unterfraktionen, für die Analyse differentieller miRNA-Expression nutzten, was die 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Mit wachsender Anzahl an Veröffentlichungen über 

differentiell exprimierte miRNAs bei Parkinson-Patienten und Kontrollen ist es schwierig einen 

Überblick zu behalten und zu entscheiden, welche miRNAs über mehrere Studien hinweg 

vergleichbare Ergebnisse zeigen. Es gibt einige qualitative Übersichtsarbeiten, die naturgemäß 

subjektiv geprägt sind. Sie beziehen sich jeweils auf Sammlungen unterschiedlicher Einzelstudien 

und heben aus diesem Grund zum großen Teil unterschiedliche miRNAs als relevant für die PD 

hervor. Eine weniger subjektive, systematischere und umfassendere Zusammenfassung und 

Interpretation der verfügbaren publizierten Daten ist möglich durch sog. systematischen 

Übersichtsarbeiten. Diese können durch Metaanalysen über die publizierten Daten der für in den 

systematischen Übersichtsarbeiten zusammengetragenen Artikeln auch eine quantitative 

Beurteilung der vorliegenden Evidenz für die Rolle der jeweiligen miRNAs ermöglichen. 

Eine Metaanalyse ermöglicht die Quantifizierung der Evidenz für die Assoziation eines Faktors mit 

einem Phänotyp/ Ereignis (z. B. wie in diesem Fall die differentielle Expression einer miRNA in 

Erkrankten und Gesunden) mittels Zusammenfassung der Effekte einzelner Studienergebnisse in 

einem Summeneffekt. Dabei gibt es verschiedene Ansätze, wozu einerseits Effektgrößen-basierte 

Metaanalysen zählen. Dazu werden einheitliche Effektschätzer und entsprechende Varianzen 

benötigt, aus denen dann ein Gesamteffektschätzer als gewichteter Durchschnitt des Effekts der 

Einzelstudien gebildet wird. Je nach angewendetem Modell können die Studien unterschiedlich 

gewichtet werden. Beim „Fixed-Effect-Modell“ nach der „generic inverse variance Methode” ist das 

Gewicht jeder Studie die umgekehrte Varianz des Effektschätzers. So erhalten größere Studien 

typischerweise eine höhere Gewichtung als kleinere Studien. Beim „Fixed-Effect-Modell“ geht man 

davon aus, dass es nur einen globalen Effekt in allen Populationen gibt. Eine Voraussetzung für das 

Modell ist dementsprechend, dass Stichproben und Versuchsbedingungen vergleichbar sein 

sollten. Das „Random-Effects-Modell“ nach DerSimonian und Laird hat diese Voraussetzung nicht. 

Es geht von mehreren zugrundeliegenden wahren Effekten aus und berücksichtigt deshalb 

zusätzlich die Effektunterschiede zwischen den Populationen, die sog. Heterogenität zwischen den 

Studien, in der Gewichtung der Studien. 

Andererseits kann man bei fehlenden Informationen zu Effektgrößen auch p-Wert-basierte 

Metaanalysen durchführen, die z. B. auf Stouffer`s Methode beruhen. Dabei werden p-Werte in Z-

Werte umgeformt und die einzelnen Z-Werte unterschiedlicher Studien zu einer gewichteten 

Summe zusammengefasst, wobei die Gewichte proportional zur Wurzel der einzelnen 

Stichprobengrößen sind. Auch hier erhalten größere Studien durch die Gewichtung einen größeren 

Einfluss auf das Metaanalyseergebnis. 
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Indem man den kumulativen Effekt einzelner miRNAs mittels Metaanalysen bestimmt, kann man 

prinzipiell erkennen, welche miRNAs über mehrere Studien hinweg konstante und signifikante 

differentielle Expressionsunterschiede zeigen. Solche Ansätze wurden bei der PD (wie bei vielen 

anderen multifaktoriellen Erkrankungen) schon in anderen Zusammenhängen erfolgreich genutzt. 

Die Schwierigkeit bei Genexpressionsstudien besteht darin, dass sie sehr heterogen aufgebaut sind 

und dass Methoden und Studienergebnisse inkonsistent dargestellt werden. Hinzu kommt, dass 

verschiedene Gewebe in den Einzelstudien untersucht wurden.  

So war es das Ziel der ersten Publikation dieser Dissertation (Schulz, Takousis et al. 2019), eine 

entsprechende Analysestrategie für die sehr heterogenen publizierten miRNA-

Genexpressionsdaten zu entwickeln und diese auf das Feld der PD anzuwenden. Dies beinhaltete 

eine systematische Literatursuche, Extraktion relevanter Daten aus den Publikationen sowie die 

Wahl und Anwendung einer für die Genexpressionsdaten geeigneten Metaanalysemethode, um 

unter den über 1004 in der Literatur im Zusammenhang mit PD reportierten miRNAs diejenigen zu 

identifizieren, die bei PD-Patienten hochsignifikante und konsistente Effekte zeigen. 

Auch bei der häufigsten neurodegenerativen Erkrankung, der AD, vermutet man, dass miRNAs eine 

wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen. Die publizierte Literatur in Bezug auf eine 

differentielle Genexpression von miRNAs bei der AD ist im Vergleich zur PD erheblich umfangreicher 

und entsprechend noch unübersichtlicher. Insofern ist der von uns oben beschriebene Ansatz auch 

und gerade in diesem Feld essentiell, um für die AD relevante miRNAs zu erkennen. Aus diesem 

Grund war das Ziel der zweiten Publikation (Takousis et al. 2019) den oben erläuterten Ansatz der 

systematischen Metaanalyse von miRNA-Genexpressionsdaten auf die AD zu übertragen, d. h. alle 

bis dato veröffentlichten miRNA-Expressionsstudien für die AD zu identifizieren, die relevanten 

Daten aus den Publikationen zu exzerpieren und mit Hilfe von Metaanalysen alle konsistent und 

signifikant differentiell exprimierten miRNAs zu identifizieren.  

Bei der Erforschung von Einflussfaktoren auf den Verlauf der PD ist bisher größtenteils auch die 

Rolle genetischer Faktoren ungeklärt. Fraglich ist, ob genetische Risikovarianten (Nalls et al. 2019) 

auch einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. Da die Symptomprogression bei der PD sehr 

heterogen ist, könnte die Entdeckung von beeinflussenden Faktoren des Krankheitsverlaufs 

zusätzliche Hinweise auf pathophysiologische Prozesse geben. Bisherige Untersuchungen zeigten z. 

B., dass einige dieser genetischen Varianten das Risiko für einen frühen Krankheitsbeginn erhöhen. 

Bis zum Beginn meiner Dissertationsarbeit hatte nur die Studie von Pihlstrøm et al. (siehe Referenz 

9 in Paul, Schulz et al. 2018) den Einfluss eines aus 19 SNPs bestehenden sog. polygenetischen 

Risikoscores (PRS) auf den Krankheitsfortschritt (spezifisch auf die motorische Progression) und auf 

das Überleben untersucht, wobei ein hoher PRS mit einem schnelleren Krankheitsverlauf assoziiert 
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war, aber keinen Einfluss auf die Mortalität hatte. Der PRS eines Individuums wird aus der Summe 

aller seiner genetischen Risikoeffekte berechnet, wobei jedes einzelne Risikoallel an mit der 

Erkrankung assoziierten SNPs eine Gewichtung entsprechend seiner Effektgröße erhält. 

Neben den typischen motorischen Symptomen der PD gibt es aber auch wie oben beschrieben 

zahlreiche nicht-motorische Symptome wie kognitive Störungen, die häufig (ca. 90 %) im Verlauf 

der PD auftreten. Bis zum Beginn unserer Studie gab es meines Wissens nach noch keine 

Publikation, die mittels des PRS den kumulativen genetischen Einfluss auf die kognitive 

Leistungsfähigkeit beschrieben hatte. Daher war es das Ziel der dritten Publikation (Paul, Schulz et 

al. 2018), anhand von Daten einer longitudinalen Studie erstmalig die Assoziation des PD-PRS mit 

kognitiver Leistungsfähigkeit im Verlauf zu untersuchen und den Zusammenhang dieses PRS auf die 

motorische Progression und Mortalität erneut zu überprüfen. 
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2 Zusammenfassungen der Publikationen 

 

Die Grundlage dieser kumulativen Dissertation bilden folgende Publikationen (*geteilte 

Erstautorenschaft):  

 

1. Schulz J*, Takousis P*, Wohlers I, Itua I, Dobricic V, Ruecker G, Binder H, Middleton L, Ioannidis 

JPA, Perneczky R, Bertram L, Lill CM. Meta-analyses identify differentially expressed miRNAs in 

Parkinson's disease. Ann Neurol. 2019 Jun;85(6):835-851. 

 

2. Takousis P, Sadlon A, Schulz J, Wohlers I, Dobricic V, Middleton LT, Lill CM, Perneczky R, Bertram 

L. Differential expression of miRNAs in Alzheimer's disease brain, blood and cerebrospinal fluid. 

Alzheimers Dement. 2019 Sep 5. pii: S1552-5260(19)35119-2. 

 

3. Paul KC*, Schulz J*, Bronstein JM, Lill CM, Ritz BR. Association of Polygenic Risk Score With 

Cognitive Decline and Motor Progression in Parkinson Disease. JAMA Neurol. 2018 Mar 1;75(3):360-

366. 
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2.1 Publikation 1 (Schulz*, Takousis*, et al. Annals Neurol, Ann Neurol. 

2019;85(6):835-851): Metaanalysen identifizieren differentiell exprimierte 

miRNAs in der Parkinson-Krankheit 

 

Einleitung: Wie oben erläutert regulieren miRNAs die Genexpression. Die Veränderung der 

Genexpression ist ein wichtiger Parameter für die Entstehung von Erkrankungen, und es verdichten 

sich die Hinweise darauf, dass miRNAs dabei eine entscheidende Rolle spielen. Leider sind die 

Ergebnisse von miRNA-Expressionsstudien bei Parkinson-Patienten und Kontrollen nicht eindeutig, 

was u. a. an sehr kleinen Stichproben und unterschiedlich untersuchten Geweben der Einzelstudien 

liegt (s. o.). Das Ziel dieser Studie war es miRNAs zu identifizieren, die eine konstante differentielle 

Expression in der entsprechenden wissenschaftlichen Literatur zeigen. 

Methoden: Es wurde eine systematische Literaturrecherche für miRNA-Expressionsstudien der PD 

durchgeführt, indem in der PubMed-Datenbank (http://www.pubmed.gov) mit bestimmten 

Kriterien nach relevanten Publikationen gesucht wurde (Abbildung 1). Die Einträge wurden auf 

Erfüllung der folgenden Einschlusskriterien überprüft (Abbildung 1): humane miRNA-

Expressionsstudien von PD Fällen und Kontrollen, von Fachleuten geprüft (d. h. nach „peer 

review“), in Englisch, Angabe der p-Werte und Richtung des Expressionseffekts. Relevante 

Informationen aus den Publikationen wurden extrahiert und in eine projekt-gebundene Excel-

basierte Datenbank aufgenommen. Dies beinhaltete folgende Charakteristika und Variablen: Name 

des Erstautors, Jahr der Veröffentlichung, PubMed-Identifikationsnummer (PMID), studien- und 

populationsspezifische Angaben wie Name der Population oder der Erhebungsort, Zahl der 

untersuchten Parkinson-Patienten und Kontrollen, Alters- und Geschlechtsverteilung in Patienten 

und Kontrollen, das untersuchte Gewebe, Methode der miRNA-Quantifizierung, miRNA-

Identifikationsnummer, sowie die relevanten statistischen Variablen (p-Werte, Richtungen des 

Effekts, Effektgrößen und Varianzen). 

Alle extrahierten Informationen wurden mindestens von einer zweiten, unabhängigen Person der 

Arbeitsgruppe unter Zuhilfenahme der originalen Publikationen qualitätskontrolliert, ggf. korrigiert 

und harmonisiert. So gab es z. B. für dieselben miRNAs in den Publikationen unterschiedliche 

Bezeichnungen, welche dann in der projekt-gebundenen Datenbank vereinheitlicht wurden. Da 

verschiedene Gewebe bzw. Körperflüssigkeiten unterschiedliche miRNA-Profile zeigen, wurden die 

miRNA-Daten entsprechend ihrer Probenherkunft in drei Gruppen stratifiziert und analysiert (s. u.): 

Daten generiert aus „Gehirnproben“, „Blutproben“ und „Liquorproben“. Innerhalb dieser Gruppen 

wurden intensive Qualitätskontrollen durchgeführt, z. B. wurden mehrfach in unterschiedlichen 

Studien verwendete Stichproben identifiziert und duplizierte Ergebnisse entsprechend 
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ausgeschlossen. Einige Studien untersuchten parallel unterschiedliche Hirnregionen derselben 

StudienteilnehmerInnen. Hier wurde entweder die größere Stichprobe (d. h. wenn die Stichprobe 

einer Gewebeprobe einer Hirnregion mehr als 30 % größer war als die Stichprobe einer 

Gewebeprobe einer anderen Hirnregion) oder das nach Braak-Klassifikation zuerst befallene 

Gewebe priorisiert. Um mögliche Verzerrungen durch diese Priorisierungsstrategie zu entdecken, 

wurde eine Sensitivitätsanalyse durchgeführt, indem geschaut wurde, ob sich die Ergebnisse durch 

Austauschen der priorisierten Gewebe änderten. Zudem wurden in einigen Publikationen mehrere 

p-Werte für dieselbe miRNA in derselben Stichprobe angegeben, da unterschiedliche 

experimentelle oder analytische Methoden verwendet worden waren. Zunächst wurde deshalb 

geprüft, ob eine Methodik der anderen überlegen war. Sofern dies nicht der Fall war, wählten wir 

einen konservativen Ansatz, indem der höchste (d. h. am wenigsten signifikante) p-Wert in die 

Analysen eingeschlossen wurde. Ein weiteres Problem stellten nicht exakt angegebene p-Werte dar 

(z. B. “p ≥0.05”), da für p-Wert-basierte Metaanalysen exakte p-Werte benötigt werden. Auch hier 

wählten wir einen konservativen Ansatz, indem die p-Werte wie folgt umgewandelt wurden: “p 

≥0.05” und “p ≥0.01” wurden zu “p=0.5”, “p <0.05” zu “p=0.025”, “p <0.01” zu “p=0.005”, “p 

<0.001” zu “p=0.0005”, “p <0.0001” zu “p=0.00005” und “p <0.00001” zu “p=0.000005”. In drei 

Fällen wurde der p-Wert als „0.0000“ angegeben und wurde zu „0.00005“ umgewandelt. Des 

Weiteren gaben manche Publikationen die Effektgrößen nur graphisch an. Diese wurden deshalb 

mittels des Programms „Plot digitizer“ (http://plotdigitizer.sourceforge.net) quantifiziert. 

Das Vorliegen von Ergebnissen aus mindestens drei unabhängigen Datensätzen für eine miRNA 

wurde als Voraussetzung zur Durchführung der entsprechenden Metaanalyse definiert. Nur wenige 

Studien gaben Effektgrößen und Varianzen an und in diesen Fällen häufig in sehr heterogener Form. 

Aus diesem Grund vereinheitlichten wir die Effektgröße, indem als standardisierte 

Mittelwertdifferenz zwischen PD-Patienten und Kontrollprobanden „Hedges g“ berechnet wurde. 

Dies geschah je nach Datenlage entweder aus Mittelwerten, Mittelwertdifferenzen oder p-Werten, 

wobei in dieser Reihenfolge die Priorisierung erfolgte, falls eine Studie mehrere dieser 

Informationen bereithielt. Der Effektschätzer Hedges g wurde dann mittels des sog. „Fixed-Effect-

Modells“ und des „Random-Effects-Modells“ (nach Der Simonian und Laird) metaanalysiert, wozu 

die Funktion metagen aus dem R-package ‘meta‘ 

(https://cran.rproject.org/web/packages/meta/meta.pdf) verwendet wurde. Falls Effektgrößen-

basierte Metaanalysen nicht möglich waren, wurden p-Wert-basierte Metaanalysen nach 

Stouffer`s Methode durchgeführt. Dabei wurden die die p-Werte unter Beachtung der Richtung des 

Effekts in gerichtete Z-Werte konvertiert. Die einzelnen Z-Werte für eine miRNA aus 

unterschiedlichen Studien wurden dann zu einer gewichteten Summe zusammengefasst. Die 

Gewichte sind proportional zu der Wurzel aus der Stichprobengröße des jeweiligen Datensatzes. 
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Alle Metaanalysen wurden mithilfe eines durch mich erstellten Skripts in der R-Umgebung 

(https://www.r-project.org) durchgeführt.  

Als studienweite Signifikanz wurde α=0.05 nach Bonferroni-Korrektur festgelegt. Diese Korrektur 

bezog sich auf alle 160 durchgeführten primären Metaanalysen (α=0.05/160=3.13x10-4). Des 

Weiteren wurde die „Evidenz für eine Assoziation“ der signifikanten Ergebnisse anhand der 

Heterogenität in „stark“ oder „suggestiv“ eingeteilt. Zur Bewertung der Heterogenität der 

Effektgrößen-basierten Metaanalysen wurde das Heterogenitätsmaß I² herangezogen, welches 

Heterogenität zwischen Studien darstellt, die über die Zufallswahrscheinlichkeit hinaus geht. 

Signifikante Ergebnisse in unserem Projekt mit niedriger oder moderater Heterogenität 

klassifizierten wir als „starke Evidenz zeigend“. Sofern hohe Heterogenität vorlag, wurden die 

Forest-Plots erneut evaluiert. Wenn dort die Effektgrößen konsistent auf derselben Seite der Null 

waren, klassifizierten wir die Ergebnisse auch als „starke Evidenz zeigend“, andernfalls als 

„suggestive Evidenz zeigend“. Bei den p-Wert-basierten Analysen bewerteten wir Ergebnisse mit 

„starker“ Evidenz, wenn > 80 % der Einzelstudien die gleiche Effektrichtung anzeigten. Alle 

anderen Ergebnisse wurden mit „suggestiver Evidenz“ klassifiziert.  

Zudem untersuchten wir, ob die hier signifikanten miRNAs der Gehirnproben an mRNAs binden, 

die von bekannten kausalen oder Risiko-PD-Genen stammen. 
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Abbildung 1  Flussdiagram der Literaturrecherche, Datenextraktion und Analyse der miRNA-

Expressionsdaten bei PD 

 

Bei dieser Publikation war ich maßgeblich beteiligt an der Literaturrecherche, Datenextraktion, 

Qualitätskontrolle und Datenaufarbeitung. Ich führte die deskriptive Statistik und die Effektgrößen-

basierten und p-Wert-basierten Metaanalysen eigenständig durch. Zudem führte ich die 

vergleichenden Analysen unserer Ergebnisse mit der bereits publizierten Literatur (Reviews, 

Abstracts, Originalarbeiten) eigenständig durch. Ich erstellte fast alle Grafiken und Tabellen (außer 

Supplementary Tables 5,6,7) der Publikation. Zusammen mit Frau Dr. Lill schrieb ich den ersten 

Manuskriptentwurf, integrierte die Verbesserungsvorschläge der Koautoren und führte 

Veränderungen an den Analysen und am Manuskript im Rahmen des Revisionsprozesses bei der 

wissenschaftlichen Zeitschrift Annals of Neurology durch. 

 

Ergebnisse: In der Literaturrecherche wurden initial 599 wissenschaftliche Publikationen 

identifiziert. Nachfolgend wurden die Abstracts und ggf. die Volltexte dieser Veröffentlichungen in 

Bezug auf ihre Qualifikation für den Einschluss in unsere Studie geprüft. Dabei entsprachen 52 

Publikationen den Einschlusskriterien. Da für die Metaanalysen mindestens 3 unabhängige 

Datensätze vorausgesetzt wurden, konnten letztlich 47 Datensätze aus 40 Publikationen nach der 
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Qualitätskontrolle in die Studie eingeschlossen werden (Abbildung 1). Die meisten Studien wurden 

ausgeschlossen, da sie keine humanen miRNA-Expressionsstudien von PD-Patienten und Kontrollen 

darstellten (Abbildung 1). Die Expressionsdaten wurden bei 11 der 47 Datensätze aus 

Gehirngewebe generiert, bei 32 Datensäten aus Blutproben und bei 4 aus Liquorproben. Nur eine 

Studie untersuchte gleichzeitig zwei unterschiedliche Materialien (Blut und Liquor). Insgesamt 

betrug die mediane Anzahl an Studienteilnehmern (Patienten und Kontrollen zusammengefasst) 

pro Datensatz über alle drei Strata hinweg 46 (Interquartilsabstand [IQR] 12-95, Spannweite 4-250). 

Die mediane Anzahl an Individuen der Gehirnproben betrug 11 (IQR 8-16, Spannweite 4-62), der 

Blutproben 81 (IQR 41-114, Spannweite 13-250) und der Liquorproben 93.5 (IQR 70-115, 

Spannweite 58-122). 

Über die 52 eingeschlossenen Publikationen wurden Expressionsdaten von insgesamt 1004 

verschiedenen miRNAs reportiert. Lediglich vier der initial 52 eingeschlossenen Studien (von diesen 

wurden Daten aus 40 Studien nach Qualitätskontrolle metaanalysiert, s. Abbildung 1) stellten 

Daten von mehr als 100 miRNAs zur Verfügung, die Mehrheit der Studien untersuchte nur wenige 

miRNAs (Median=3 IQR=1-5). Insgesamt wurden 160 primäre Metaanalysen durchgeführt, für die 

mindestens drei Datensätze vorlagen, wobei Daten wie oben bereits beschrieben nur innerhalb 

eines Stratums (Metaanalysen in Gehirnproben n=125, in Blutproben n= 31, in Liquorproben n=4) 

kombiniert wurden. Davon basierten 21 Metaanalysen auf Effektgrößen-Modellen. Insgesamt 

wurden 140 unterschiedliche miRNAs metaanalysiert, da siebzehn der 140 unterschiedlichen 

miRNAs sowohl in dem Stratum "Gehirnproben“ als auch „Blutproben“ metaanalysiert werden 

konnten, eine miRNA in den Strata „Gehirnproben“ und „Liquorproben“ und eine miRNA in allen 

drei Strata. 

Die mediane Anzahl an Datensätzen, die in eine primäre Metaanalyse einflossen, betrug in allen 

Strata drei. Die mediane Stichprobengröße, die in die Metaanalysen eingeflossen war, war 88 (IQR 

87-98) bei Gehirn-, 339 (IQR 267-596) bei Blut- und 309 (IQR 309-323,5) bei Liquorproben.  

Drei der 125 miRNAs aus Gehirnproben, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-132-3p und hsa-miR-133b, 

zeigten eine studienweit signifikante (α=3.13x10-4) differentielle Expression zwischen Parkinson-

Patienten und Kontrollen, wobei die Effekte aus den individuellen Studien für die jeweilige miRNA 

alle in die gleiche Richtung zeigten („starke“ Evidenz, Tabelle 1). Darüber hinaus gab es eine weitere 

studienweit signifikante miRNA, hsa-miR-628-5p, für die die vorliegende Evidenz aufgrund 

bestehender Heterogenität in den Effektrichtungen als „suggestiv“ klassifiziert wurde. Weitere 34 

miRNAs zeigten lediglich nominale (d. h. p<0.05 unkorrigiert) Signifikanz (aufgeführt in den 

Supplementary Tables 2 und 3 der Originalarbeit (Schulz et al. 2019)). Basierend auf publizierten 

funktionellen Daten in der Datenbank miRTarBase (http://miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw/) und in 
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Gehirn-spezifischen HITS-Clip Daten binden drei der vier aus Gehirnproben signifikanten miRNAs 

an mRNAs von etablierten kausalen PD-Genen bzw. PD-Risikogenen und regulieren so mutmaßlich 

die Expression der PD-Gene. So bindet z. B. hsa-miR-132-3p an die mRNA von SNCA. 

Bei den miRNAs aus Blutproben waren 10 von 31 miRNAs studienweit signifikant differentiell 

exprimiert zwischen PD-Patienten und Kontrollen, wobei die Richtungen des Effekts fast alle in die 

gleiche Richtung zeigten („starke“ Evidenz, Tabelle 1). Dabei ist bemerkenswert, dass alle Blut-

miRNAs bei PD-Patienten vermindert exprimiert waren. Zusätzlich gab es drei weitere miRNAs, die 

als „suggestiv“ klassifiziert wurden (Tabelle 1), und sieben die lediglich eine nominal signifikante 

Assoziation zeigten (Supplementary Tables 2 und 3 der Originalarbeit (Schulz et al. 2019)). Dagegen 

zeigte keine der vier metaanalysierten miRNAs aus Liquorproben signifikante differentielle 

Expression in unseren Metaanalysen. Interessanterweise fanden wir für hsa-miR-133b signifikante 

Ergebnisse sowohl bei den Analysen aus Gehirn-, als auch aus Blutproben. 

Konklusion: Durch unsere systematische Arbeit wurden 17 miRNAs identifiziert, die über mehrere 

Studien hinweg einheitlich differentiell in PD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

exprimiert waren. Davon zeigten 13 miRNAs nach unserer Heterogenitätsbewertung „starke 

Evidenz“ für eine Assoziation mit PD. 
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Tabelle 1  Signifikante Metaanalyseergebnisse der differentiell exprimierten miRNAs  

  zwischen Parkinson-Patienten und Kontrollen 

hsa-miR- 
N Gesamt (Fälle, 

Kontrollen) 

Datensatz- 

spezifische 

Expression 

Ges. 

Expres-

sion 

P: FE | P P: RE 
I² (95% 

CI) 
Evidenz 

Gruppe “Gehirn” 

132-3p 84 (41,43) -, -, - runter 6.37E-05 n.a. n.a. stark 

497-5p 119 (65,54) +, +, +, + hoch 1.35E-04 n.a. n.a. stark 

133b 90 (45,45) -, -, -| - runter 
2.50E-02| 

1.90E-04 
5.28E-02 86 (61;95) stark 

628-5p 88 (44,44) -, +, + hoch 1.67E-04 n.a. n.a. Sugg. 

Gruppe “Blut” 

221-3p 596 (353,243) -, -, -, - runter  4.49E-35 9.04E-07 84 (60;94) stark 

214-3p 476 (260,216) -, -, - runter 2.00E-34 2.00E-34 0 (0;80) stark 

29c-3p 
773 (436, 337) |  

809 (444,365) 
-, -, -, -, -, +,-|- runter 

2.87E-15 | 

3.00E-12 
2.00E-04 81 (61;90) stark 

29a-3p 
711 (389, 322) |  

1029 (554,475) 

-, -, -, -, -, +, -,-

|-,-,- 
runter 

2.80E-07 | 

9.36E-12 
2.70E-0.3 80 (62;90) stark 

19b-3p 
371(223, 148) | 

657 (369,288) 
-, -, -, -, - | -, - runter 

2.71E-11 | 

2.69E-10 
2.13E-07 37 (0;77) stark 

193a-3p 
326 (174, 152) | 

632 (343,289) 
-, -, - | -,- runter 

2.09E-12 | 

3.04E-08 
5.30E-03 87 (63;96) stark 

141-3p 476 (260,216) -, -, - runter 8.06E-07 n.a. n.a. stark 

451a 145 (54,91) -, -, - runter 5.51E-06 3.00E-04 29 (0;93) stark 

146a-5p 411 (220,191) -, -, - runter 9.88E-06 n.a. n.a. stark 

133b 433 (227,206) -, -, - runter 2.64E-04 n.a. n.a. stark 

15b-5p 
419 (254, 165) | 

669 (392,277) 
+, -, -, +, - | - runter 

3.18E-18 | 

2.49E-12 
2.90E-01 96 (93;98) Sugg. 

185-5p 
346 (215, 131) | 

646 (378,268) 
-, -, + | -,- runter 

1.07E-08 | 

4.84E-12 
2.39E-01 97 (95;99) Sugg. 

181a-5p 
406 (245, 161) | 

696 (403,293) 
+, -, -, -, + | -,- runter 

5.04E-05 | 

2.21E-10 
6.13E-01 96 (93;98) Sugg. 

Legende: Diese Tabelle zeigt studienweit-signifikante (alpha=17) Metaanalysenergebnisse basierend auf der p-Wert-

basierten Methode, bzw. wenn möglich des Fixed-Effect-Models (FE) und Random-Effects-Models (RE). Wenn mehr 

Datensätze für p-Wert basierte Metaanalysen vorhanden waren, wurden diese als primäre Metaanalyse prioritisiert. „|“ 

wurde zur Trennung genutzt, um p-Wert-basierte Ergebnisse von Effektgrößen-basierten Ergebnissen zu trennen. N 

Anzahl. Ges. Expression: gesamte Expression über alle Metaanalysen. P: P-Wert. CI: Konfidenzinterval. I²: Heterogenität in 

%, die über den Zufall hinaus geht. n.a.: keine Angabe  
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2.2 Publikation 2 (Takousis, et al. Alzheimers Dement. 2019 Sep 5. pii: S1552-

5260(19)35119-2): Differentielle Expression von miRNAs im Gehirn, Blut und 

Liquor von Alzheimer-Patienten 

 

Einleitung: Auch bei der AD werden miRNAs in Krankheitsentstehung und -verlauf als vermutlich 

relevante Faktoren untersucht. Wie in dem PD-Feld berichten auch hier zahlreiche Studien mit 

überwiegend nicht übereinstimmenden, teilweise diskrepanten Ergebnissen über miRNAs, die bei 

AD-Patienten eine veränderte Expression im Vergleich zu gesunden Probanden zeigen, was die 

Interpretation dieser Arbeiten und deren Ergebnisse sehr erschwert. Ziel dieser Arbeit war aus 

publizierten Fall-Kontroll-Expressionsstudien die miRNAs zu identifizieren, die über Studien hinweg 

konsistente und signifikante Expressionsunterschiede zeigten. 

Methoden: Da die Arbeit an Publikation 1 (Schulz et al. 2019) als methodische Vorlage für die Arbeit 

an diesem Projekt galt, sind die Methoden zum größten Teil vergleichbar. Aus diesem Grund wird 

hier nur kurz die Methodik dargestellt, insbesondere nehme ich Bezug auf Unterschiede zur 

Methodik aus Publikation 1. Analog zur Publikation 1 wurde eine systematische Literaturrecherche 

für miRNA-Expressionsstudien der AD in der Datenbank Pubmed (http://www.pubmed.gov) 

durchgeführt (Abbildung 2). Aus Veröffentlichungen, die die Einschlusskriterien erfüllten 

(Auflistung in Abbildung 2), wurden Daten in eine Excel-basierte projekt-gebundene Datenbank 

aufgenommen und auf Plausibilität und Qualität überprüft. 

Wie für Publikation 1 wurden miRNAs zu denen mindestens drei unabhängige Datensätze pro 

Stratum (Gehirnproben, Blutproben, Liquorproben) vorlagen, metaanalysiert. Die Metaanalysen 

wurden wie unter Publikation 1 beschrieben mittels eines von mir verfassten, individuellen R-

Skripts basierend auf Stouffer`s Methode durchgeführt (s. o.). Auf Effektgrößen-basierte 

Metaanalysen wurde in diesem Projekt verzichtet. Als studienweite statistische Signifikanzgrenze 

wurde ein Bonferroni-korrigiertes α = 0,05/ 461= 1,08x10-4 angenommen, basierend auf 461 

durchgeführten Metaanalysen. Zudem wurden der „Evidenzgrad“ signifikanter miRNA-Ergebnisse 

aufgrund der Konsistenz der Effektrichtungen in den individuellen Studien eingeteilt (s. o.). Zudem 

wurde, wie für Publikation 1, untersucht, ob die mRNAs, an die die hier signifikanten miRNAs 

binden, von bekannten kausalen oder Risiko-AD-Genen stammen (s. o.).  

Bei dieser Publikation war ich beteiligt an der Qualitätskontrolle und der Datenaufarbeitung der 

extrahierten Daten. Des Weiteren führte ich sämtliche p-Wert-basierte Metaanalysen mittels der 

für Publikation 1 erstellten Analyseskripte selbstständig durch und war an dem Verfassen des 

Manuskripts beteiligt. 
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Abbildung 2 Flussdiagram der Literaturrecherche, Datenextraktion und Analyse der miRNA-

Expressionsdaten bei AD 

  

 

Ergebnisse: Bei der systematischen Literaturrecherche wurden 895 Publikationen identifiziert, 

wovon 107 Veröffentlichungen die Einschlusskriterien erfüllten. Gründe für den Ausschluss von 

Publikationen waren z. B. das fehlende Vorliegen einer humanen Expressionsstudie, von gesunden 

Kontrollen oder Originalarbeiten. Nach der Qualitätskontrolle konnten Daten von 147 

unabhängigen Datensätzen aus 107 Publikationen extrahiert werden und in die projekt-gebundene 

Datenbank aufgenommen werden. Dabei stammten 60 Datensätze von Gehirn-, 53 von Blut- und 

32 von Liquorproben. Es gab zwei Datensätze, die von weiteren Geweben stammten, nämlich von 

der anterioren nasalen Septummukosa und dem Bulbus Olfactorius. Außerdem gab es 15 

Publikationen, die miRNA-Expressionen in mehr als einem Stratum beschrieben. 

Die mediane Stichprobengröße pro Datensatz lag bei 34,5 über alle Studien hinweg und bei 19, 68, 

38 in den jeweiligen Probengruppen (d. h. Gehirn-, Blut- bzw. Liquorproben, respektive). Insgesamt 

wurden über 1121 unterschiedliche miRNAs über die Einzelstudien hinweg untersucht. Pro Studie 



 

16 

 

lag die mediane Anzahl an untersuchten miRNAs bei 4 (IQR 2-13). Es gab nur neun Studien, die 

Expressionsergebnisse von mehr als 100 miRNAs berichteten. Von allen eingeschlossenen miRNAs 

gab es 295, die wenigstens von drei verschiedenen Datensäten des gleichen Stratums untersucht 

worden waren. Letztlich konnten 461 individuelle Metaanalysen über alle drei Gruppen hinweg 

durchgeführt werden, wobei 260 auf Gehirnproben, 135 auf Blutproben und 66 auf Liquorproben 

basierten. Die mediane Zahl der Datensätzen, die in eine Metaanalyse einflossen, war 4 sowohl bei 

Gehirn- als auch Blutproben und 3 bei Liquorproben, wobei die Maximalwerte 19, 10 und 11 waren. 

Der Median der gesamten Stichprobengröße in den Metanalysen betrug 42.5 (IQR 23-85), 259 (IQR 

195-318) und 164 (98-205) in Gehirnproben, Blutproben bzw. Liquorproben. 

Fünfundzwanzig von 260 (10%) der metaanalysierten miRNAs aus Gehirnproben zeigten eine 

studienweit signifikante differentielle Expression in AD-Patienten und Kontrollen. Davon erhielten 

neun mircoRNAs aufgrund konsistenter Effektrichtungen die Klassifikation „starke“ Evidenz. Die 

drei signifikantesten miRNAs aus Gehirnproben waren hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-501-3p und hsa-

miR-138-5p. In Metaanalysen der Liquordaten zeigten alle fünf studienweit signifikant exprimierten 

miRNAs ebenfalls „starke“ Evidenz für eine Assoziation. Alle fünf dieser miRNAs waren in Patienten 

im Vergleich zu Gesunden geringer exprimiert. Fast ein Viertel (32/135) der aus Blutproben 

metaanalysierten miRNAs zeigten studienweit signifikante differentielle Expression zwischen AD-

Patienten und Kontrollen, wobei 21 Assoziationen eine „starke“ Evidenz aufwiesen. Die 

signifikantesten miRNAs in Blutproben waren: hsa-miR-342-3p, hsa-miR-191-5p und hsa-let-7d-5p. 

Interessanterweise gab es fünf miRNAs, die signifikante differentielle Expression in Gehirn-, als auch 

in Blutproben zeigten. Dabei waren hsa-miR-181c-5p und hsa-miR-29c-3p sowohl im Gehirn als 

auch im Blut in Patienten vermindert exprimiert. Die anderen drei (hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-

146a-5p, hsa-miR-223-3p) waren in Gehirnproben von Patienten höher und bei den Blutproben 

niedriger exprimiert als bei Kontrollprobanden. 

Unsere Untersuchung der mRNAs, an die die signifikanten miRNAs binden, zeigte, dass bekannte 

AD-Gene von einigen der hier signifikant differentiell exprimierten miRNAs reguliert werden. Dazu 

gehörten z. B. APP, CCD6, CD2AP, CLU, FERMT2 und PICALM.  

Konklusion: Insgesamt wurden in unserer Arbeit 57 signifikant differentiell exprimierte miRNAs 

identifiziert, wovon fünf in mehr als einem Gewebe-Stratum differentiell exprimiert waren. Dabei 

stammten mehr als die Hälfte der signifikanten miRNAs aus Blutproben. Diese miRNAs können z. B. 

als Ausgangspunkt für zukünftige Biomarkerstudien genutzt werden. 
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2.3 Publikation 3 (Kim*, Schulz*, et al. JAMA Neurol. 2018;75(3):360-366): 

Assoziation des polygenetischen Risiko-Scores mit kognitiver Leistungsfähigkeit 

und motorischer Progression bei der Parkinson-Krankheit in einer 

longitudinalen Studie 

 

Einleitung: Große genomweite Assoziationsstudien (GWAS) haben zahlreiche genetische Varianten 

entdeckt, die inzwischen etablierte Risikofaktoren für eine PD darstellen. Bis dato war aber noch 

wenig über den Einfluss dieser Risikovarianten auf den Krankheitsverlauf der PD bekannt. Ziel dieser 

Arbeit war es, den kumulativen Effekt der etablierten Risikovarianten auf den Krankheitsprogress 

zu überprüfen. 

Methoden: Dazu wurden Daten einer longitudinalen populationsbasierten Studie aus Kalifornien 

(„Parkinson’s Environment & Genes“, PEG) verwendet, die Informationen über die motorische 

Progression, die Entwicklung der kognitiven Leistungsfähigkeit und das Überleben von Parkinson-

Patienten erfasst hatte. Die kognitive Leistungsfähigkeit wurde mittels des neuropsychologischen 

Standardtests MMST (Mini-Mental-Status-Test) gemessen. Eine klinisch relevante Abnahme der 

kognitiven Leistungsfähigkeit wurde als Rückgang des initial gemessenen MMST um mindestens 4 

Punkte definiert. Die motorische Progression wurde durch zwei etablierte Messmethoden erfasst, 

die UPDRS-III (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale part III)- und die H&Y (Hoehn & Yahr)-Skala, 

wobei ein Anstieg des UPDRS-III von 20 Punkten oder mehr über den Beobachtungszeitraum von 5 

Jahren als schnelle motorische Progression gewertet wurde. Bei der H&Y Skala wurde das Erreichen 

des Stadiums 3 oder höher als schneller Verlauf definiert. In Bezug auf das Überleben der 

teilnehmenden PD-Patienten wurde kontinuierlich die Sterblichkeit überwacht, indem 

Personenstandsdaten kontrolliert, Todesanzeigen begutachtet und die Patienten und deren 

Familien aktiv nachverfolgt wurden.  

Zu diesen phänotypischen Parametern waren 23 PD-Risikovarianten aus Speichel- oder Blutproben 

der PD-Patienten zuvor von der Arbeitsgruppe erfolgreich genotypisiert worden. Um den 

kumulativen genetischen Einfluss dieser Risikovarianten zu ermitteln, berechnete ich für jeden PD-

Patienten einen gewichteten polygenetischen Risikoscore (PRS). Dazu wurde für jeden Patienten 

der entsprechende ß-Koeffizient (d. h. die log odds ratio) für eine Risikovariante mit der Anzahl der 

jeweiligen Risikoallele (0, 1 oder 2) multipliziert, die Summe dieser Produkte gebildet und 

anschließend mittels Z-Transformation standardisiert. 

Um den Zusammenhang des gewichteten PRS mit den jeweiligen Verlaufs- und 

Überlebensereignissen (MMST, UPDRS-III, H&Y, das Überleben der Patienten) zu bestimmen, 
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wurde zur Schätzung der Hazard-Ratio (HR) die Cox-Regression (sog. „proportial hazards 

regression“) angewendet. Zur Signifikanz-Testung wurde der Wald X² Test verwendet. Für jedes 

Ereignis wurde ein eigenes Model berechnet und für Geschlecht und Alter bei Diagnose adjustiert. 

Außerdem wurde mittels Sensitivitätsanalysen untersucht, ob Ergebnisse unter Ausschluss 

genetischer Varianten des Glucocerebrosidase Gens (GBA) (rs35749011 und rs114138760) Bestand 

haben, da diese bereits als Einflussfaktoren auf die Krankheitsprogression in anderen Studien 

bekannt waren. In dieser Studie wurde keine Korrektur des Typ-1-Fehlers für multiples Testen 

durchgeführt, d. h. Signifikanz wurde definiert als α=0,05.  

Bei dieser Publikation war ich für die Qualitätskontrolle der Genotypisierung und Berechnung des 

PRS verantwortlich und beteiligte mich an der Auswertung der statistischen Analysen sowie dem 

Verfassen des zur Publikation eingereichten Manuskripts. 

Ergebnisse: Von 285 Patienten waren 56 % männlich und hatten ein Durchschnittsalter von 69 

Jahren. Im Schnitt wurden die PD-Patienten ca. 2 Jahre nach Erstdiagnose in die Studie 

aufgenommen und nach weiteren 5 Jahren wurde die Symptomprogression erneut untersucht. 

Über den Beobachtungszeitraum starben 58 % der Patienten. Im Mittel sank der MMST um 0,9 

Punkte über 5 Jahre. Bei den motorischen Ereignisvariablen konnte erwartungsgemäß eine 

signifikante Korrelation festgestellt werden, wohingegen die kognitive Progression nur schwach mit 

den anderen Ereignissen korreliert war. 

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Cox-Regression zwischen dem PRS und den einzelnen 

Verlaufsgrößen. Der PRS zeigte eine signifikante positive Assoziation mit der Abnahme kognitiver 

Leistungsfähigkeit (HR=1.44 (CI: 1.00, 2.07), p=0.049) sowie eine fast signifikante positive 

Assoziation mit motorischer Progression (UPDRS-III: HR=1.42 (CI: 1.00, 2.01), p=0.051; H&Y: 

HR=1.34 (CI: 1.00, 1.79), p=0.054). Ähnliche Ergebnisse wurden auch unter Ausschluss der GBA-

Genvarianten beobachtet (Tabelle 2). Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem PRS und dem 

Überleben der Patienten festgestellt werden (Tabelle 2). 

 

 

 

 

 

 



 

19 

 

Tabelle 2 Geschätzte HRs für klinische Verlaufsereignisse in PD und PRS 

Gesamter PRS PRS ex GBA 

Ereignisse HR (95% CI) p-Werte HR (95% CI) p-

Werte 

Überleben 1.08 (0.79, 1.47) 0.622 1.09 (0.78, 1.52) 0.632 

Zeit bis Rückgang des 
MMST um 4-Punkte 

1.44 (1.00, 2.07) 0.049 1.42 (0.98, 2.07) 0.068 

Zeit bis Erhöhung des 
UPDRS-III um 20-Punkte 

1.42 (1.00, 2.01) 0.051 1.50 (1.05, 2.14) 0.027 

Zeit bis H & Y ≥3 1.34 (1.00, 1.79) 0.054 1.36 (1.01, 1.83) 0.045 
HR=Hazard-Ratio, CI =Konfidenzintervall, PRS=Polygenetischer Risiko-Score, ex GBA= Exklusive der GBA-Varianten, 

MMST= Mini-Mental-Status-Test, UPDRS= Unified Parkinson’s Disease Rating Scale part III, H&Y= Hoehn & Yahr Skala 

 

Konklusion: Diese Studie ist die erste, die - anhand sorgfältig erhobener, longitudinaler Daten - 

einen kumulativen Einfluss genetischer Risikovarianten für die PD auf die kognitive 

Leistungsfähigkeit bei der Erkrankung untersucht und eine Assoziation identifiziert hat. Bis dato 

wurde die Abnahme der kognitiven Leistungsfähigkeit nur mit einzelnen Genen wie etwa GBA in 

Verbindung gebracht. Der MMST ist ein häufig eingesetzter Test, um kognitive Beeinträchtigung zu 

quantifizieren. Es gab bereits eine Studie, die einen PRS (mit 19 Risikovarianten) mit motorischer 

Progression anhand der H&Y-Skala in Verbindung gebracht hat. Diese Ergebnisse konnten mit 

unseren Daten bestätigt werden. Unsere Arbeit legt nahe, dass genetische PD-

Suszeptibilitätsvarianten nicht nur das Risiko der PD modifizieren, sondern in ihrer Gesamtheit auch 

den weiteren Krankheitsverlauf beeinflussen könnten, wobei diese Ergebnisse in vergleichbaren 

Studien unabhängig validiert werden müssen.  
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3 Diskussion und Ausblick 

 

In den ersten beiden Publikationen (Schulz, Takousis, et al. 2019; Takousis et al. 2019) dieser 

Dissertationsarbeit wurden zum ersten Mal im Bereich neurodegenerativer Erkrankungen 

systematische Metaanalysen über publizierte miRNA-Expressionsstudien unter Berücksichtigung 

der Besonderheiten von Genexpressionsdaten durchgeführt. Dabei konnten 28 differentiell 

exprimierte miRNAs im Gehirn und 42 im Blut von PD- und AD-Patienten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen identifiziert werden. Von diesen 70 miRNAs wurden 15 zuvor weder in Abstrakten der 

jeweiligen Einzelstudien hervorgehoben noch in qualitativen Übersichtsarbeiten erwähnt. Diese 15 

miRNAs wurden also durch unsere Studie zum ersten Mal als relevant für die PD oder AD 

beschrieben. 

Diese im Rahmen meiner Dissertation durchgeführten beiden Projektarbeiten (Schulz et al. 2019; 

Takousis et al. 2019) weisen folgende Limitationen auf: Durch z. T. sehr kleine Fallzahlen (kleinste 

Fallzahl mit n=4) der Individualstudien ist die Trennschärfe („Power“) bei einigen Metaanalysen 

nicht ausreichend und selbst Ergebnisse mit signifikanten Effekten, besonders mit vielen kleinen 

kombinierten Fallzahlen, müssen mit Vorsicht betrachtet werden. In den meisten Fällen konnte 

durch die Metaanalysen die Stichprobengröße im Vergleich jedoch erheblich vergrößert werden 

und eine für die Detektion moderater Effekte ausreichende Fallzahlgröße erlangt werden (mediane 

Stichprobengröße bei den Strata Gehirn/Blut/Liquor waren 88/339/309 bei PD und 42,5/259/164 

bei AD), so dass Ergebnisse aus diesen Metaanalysen als aussagekräftig eingeordnet werden 

können. Trotzdem sollte für zukünftige mircoRNA-Expressionsstudien eine deutliche Erhöhung der 

Stichprobengröße ein zentrales Ziel sein. 

Eine weitere Limitation beider Studien liegt darin, dass Aussagen zu Ursache-Wirkungsbeziehungen 

mit unseren Daten und Ergebnissen nicht möglich sind, da miRNA-Expressionslevel sich im 

zeitlichen Verlauf ändern können. Insofern bleibt bei Studien, die prävalente Patienten und 

Kontrollprobanden untersuchen bzw. wie in unserem Fall metaanalysieren unklar, ob die 

gefundenen Unterschiede zur Entstehung der Erkrankung beigetragen haben oder Folge der 

pathophysiologischen Vorgänge sind. Des Weiteren sind miRNA-Expressionslevel gewebe- bzw. 

sogar zellspezifisch. Die eingeschlossenen Studien untersuchten die miRNA-Expressionen nur auf 

Ebene einzelner Gewebe, aber nicht auf Zellebene. So ist es möglich, dass manche 

Expressionsunterschiede nicht auf eigentlichen Genexpressionsunterschieden in den Zellen selbst 

beruhen, sondern darauf, dass bestimmte Zellpopulationen im Gewebeverband untergegangen 

sind und es so zu einer unterschiedlichen Zellzusammensetzung in Fällen vs. Kontrollprobanden 

gekommen ist. Um heraus zu finden was auf Zellebene passiert, sind neue Technologien, die 
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einzelne Zellen untersuchen (z. B. laser capture microdissection und single cell sequencing) 

denkbar. Im Bereich der miRNA-Expressionsstudien waren derartige Daten bis dato allerdings noch 

zu rar, um sie in den Metaanalysen separat zu berücksichtigen.  

Eine weitere Limitation ist dem Umstand geschuldet, dass wir in unseren Metaanalysen nur einen 

Bruchteil der microRNAs untersuchen konnten, die insgesamt im Blut oder Gehirn exprimiert 

werden. Unter den nicht berücksichtigten microRNAs könnten daher weitere relevante microRNAs 

mit differentieller Expression in der PD existieren. Dieser Umstand stellt eine Limitation unserer 

Studie dar, die durch die verfügbaren Daten im Feld selbst bedingt ist, nicht durch die Methodologie 

unserer Arbeit.  

Weiterhin limitierend für unsere beiden Studien ist, dass die Einzelstudien in Bezug auf das 

Studiendesign und die -durchführung (d. h. Probenrekrutierung, Labormethodik, statistische 

Analysen und Darstellung der Ergebnisse) recht heterogen waren. Dies erklärt wahrscheinlich auch 

die Heterogenität einiger Ergebnisse. Leider war eine weitere Analyse des Einflusses der 

verschiedenen Faktoren auf die Effektschätzer (z. B. mittels stratifizierter Metaanalysen, 

Sensitivitätsanalysen oder Metaregressionsanalysen) aufgrund z. T. fehlender Informationen in den 

einzelnen Publikationen nicht möglich. Darüber hinaus muss man davon ausgehen, dass es auch zu 

Verzerrungen der Metaanalysenergebnisse durch "selektives Reportieren" oder andere Formen des 

Publikationsbias gekommen sein kann.  

In Zukunft könnte diese Situation verbessert werden, indem publizierte Ergebnisse möglichst 

einheitlich dargestellt werden. Das bedeutet, dass alle Expressionsergebnisse wenigstens mit 

konkreter Fallzahl, Effektgrößen und entsprechenden Varianzen veröffentlicht werden sollten, um 

Effektgrößen-basierte Metaanalysen durchführen zu können. Zudem sind Angaben zu 

demographischen (Alter, Geschlecht), methodischen, diagnostischen und therapeutischen 

Einflussfaktoren essentiell, um die Ergebnisse der Studien in Bezug auf den möglichen Einfluss 

dieser Faktoren beurteilen zu können. Im Idealfall, um größtmögliche Transparenz und eine 

möglichst effektive Nachnutzung der einmal generierten Ressourcen zu erreichen, sollten die 

individuellen Rohwerte der Expressionsdaten und anonymisierten individuellen Informationen der 

Studienteilnehmer (Alter, Geschlecht, Therapie etc.) ebenfalls, z. B.  als Anhang in den 

Publikationen zur Verfügung gestellt werden. 

Die Relevanz, publizierte miRNA-Expressionsdaten in PD und AD quantitativ durch Metaanalysen 

zusammenzufassen, zeigt sich darin, dass wie oben aufgeführt einige der hier als signifikant und 

konsistent differentiell exprimiert identifizierten miRNAs in qualitativen miRNA-Reviews der letzten 

Jahre oder in den Abstrakten der in meine Analysen eingeschlossenen wissenschaftlichen 

Veröffentlichungen gar nicht erwähnt wurden. Der in diesem Projekt etablierte Ansatz zur 
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quantitativen Analyse von publizierten miRNA-Expressionsdaten kann als Grundlage für ähnliche 

Studien in anderen Erkrankungen dienen oder auf andere Genexpressionsdaten (z. B. in Bezug auf 

mRNAs oder sog. long non-coding RNAs) in PD, AD und anderen Erkrankungen ausgeweitet werden. 

Da hier direkt noch keine Schlüsse zur pathophysiologischen Rolle der miRNAs aus Gehirngewebe 

geschlossen werden können, sind die von uns beschriebenen konsistent differentiell exprimierten 

miRNAs in PD und AD als plausible Kandidaten für zukünftige Studien zu verstehen, z. B. solche, die 

funktionelle Experimente in vitro oder in vivo durchführen, mit dem Ziel, ein besseres Verständnis 

der pathophysiologischen Zusammenhänge zu erlangen.  

Ein großes Feld stellt die Entdeckung und Etablierung von Biomarkern zur Diagnosestellung oder 

Krankheitsvorhersage dar. Die hier hervorgehobenen miRNAs aus Blut- und Liquorproben können 

zunächst lediglich als „Klassifizierungsmarker“ für prävalente PD-/AD-Fälle Verwendung finden, da 

nicht klar ist, ob schon vor Ausbruch der Erkrankungen Expressionsunterschiede bestanden haben. 

Mithilfe von longitudinalen Studien könnte man aber auch Veränderungen der 

Expressionsunterschiede über die Zeit beurteilen und so möglicherweise basierend auf unseren 

Studienergebnissen auch Identifikationsmarker zur Früherkennung etablieren. Des Weiteren 

könnten die von uns beschriebenen miRNAs in Bezug auf die Möglichkeiten der Ausnutzung in 

therapeutischen Ansätzen berücksichtigt werden. 

 

Aus der dritten Publikation (Paul, Schulz et al. 2018) dieser Dissertation geht hervor, dass eine 

Assoziation zwischen dem kumulativen Effekt der bekannten genetischen PD-Risikofaktoren und 

der zunehmenden kognitiven Einschränkung bei der PD vorliegt. Zudem konnte ein in 

Vorläuferstudien bereits berichteter Zusammenhang zwischen diesem kumulativen genetischen 

Effekt und der motorischen Progression bei der PD bestätigt werden. Weiterhin wurde kein 

Zusammenhang zwischen dem genetischen Risikoscore und der Krankheitsmortalität festgestellt. 

Die vielleicht größte Limitation dieser Studie ist die für komplex-genetische Studien verhältnismäßig 

kleine Stichprobengröße, was die Notwendigkeit der Replikation unserer Ergebnisse unterstreicht. 

Nach Publikation unseres Papiers haben Iwaki und Mitarbeiter bis zu 4307 Patienten in Bezug auf 

die Assoziation des PRS mit verschiedenen Progressionsmarkern analysiert (Iwaki et al. 2019). 

Darunter analysierten sie auch motorische (u.a. UPDRS-III, H & Y) und kognitive (u.a. MMST) 

Progressionsmarker in einem Teil der eingeschlossenen Patienten und fanden keinen Effekt des PRS 

in Bezug auf den motorischen und kognitiven Krankheitsfortschritt. Diese fehlende Replikation 

unserer Ergebnisse kann verschiedene Ursachen haben: 1) Typ-1-Fehler unserer Studie, d. h. unsere 

Ergebnisse in Bezug auf die motorische und kognitive Progression der PD stellen einen falsch-

positiven Befund dar. Aufgrund unterschiedlicher Gepflogenheiten in verschiedenen 
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Forschungsfeldern der PD wurde in dieser Studie keine Korrektur für multiples Testen (wie in den 

beiden anderen hier angeführten Publikationen) durchgeführt. Generell zeigen die p-Werte unserer 

Studie nur eine moderate Evidenz für eine Ablehnung der jeweiligen Null-Hypothese. Insofern kann 

zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Analyseergebnissen 

zumindest teilweise um falsch-positive Assoziationen handelt. 2) Zudem kann ein Typ-2-Fehler in 

den Analysen von Iwaki et al vorliegen, d. h. deren PRS-Ergebnisse in Bezug auf die motorische und 

kognitive Progression der PD stellen einen falsch-negativen Befund dar. Zu beachten ist, dass Iwaki 

et al sehr viele verschiedene Studien in ihren Analysen subsumierten. Es ist möglich, dass es durch 

fehlende Harmonisierung einzelner Studien und z. B. nicht-standardisierte Messverfahren zu einem 

falsch-negativen Ergebnis gekommen ist. 3) Weiterhin definierten wir PD-Progressionsmarker 

anders und nutzten unterschiedliche statistische Modelle. Iwaki et al definierten Veränderungen 

bei der motorischen Progression und zunehmenden kognitiven Einschränkung als kontinuierliche 

Variablen und nutzten lineare Regressionsmodelle, um die Assoziation zu berechnen, während wir 

das Cox-Regressionsmodell mit dichotomen Variablen angewendet haben, da wir nicht von einem 

linearen Zusammenhang in Bezug auf die Krankheitsprogression ausgehen konnten und wollten. 

Zudem passten Iwaki et al ihre Regressionsanalysen neben Alter und Geschlecht teilweise noch an 

weitere Faktoren an, wie z. B. Alter zu Erkrankungsbeginn und Familiengeschichte. Wir adjustierten 

hingegen nur für Geschlecht und Alter, da wir die anderen Variablen nicht als Störvariablen 

(„Counfounder“) klassifizierten. Diese methodischen Unterschiede können zu Unterschieden in den 

Analyseergebnissen führen. 

Eine weitere Limitation unserer Studie besteht darin, dass die 23 in unserer Studie berücksichtigten 

genetischen Risikovarianten nicht das Abbild aller inzwischen bekannten Risiko-SNPs für die PD 

darstellen. Hintergrund hierfür ist, dass unsere Daten aufgrund früherer, d.h. aus dem Jahr 2014 (s. 

Referenz 5 in Paul et al), PD-GWAS Ergebnisse publiziert wurden. Darüber hinaus konnten aus 

technischen Gründen nicht alle der damals bekannten Risikovarianten genotypisiert werden (es 

fehlten 3 von 26 SNPs). In der Folge  wurden in einer größeren GWAS aus dem Jahr 2019 weitere 

PD-Risikovarianten identifiziert (Nalls et al. 2019), die in unserer Studie nicht berücksichtigt werden 

konnten. Die Anzahl der etablierten Risikovarianten für die PD liegt inzwischen bei 90 SNPs in 78 

genetischen Regionen (Nalls et al. 2019). Wenn es einen zugrundeliegenden kumulativen Effekt des 

genetischen Risikoprofils auf die Krankheitsprogression führt, hätte diese inkomplette 

Berücksichtigung der genetischen Varianten in unserem Modell jedoch am ehesten zu einer 

Verzerrung hin zu einem Nulleffekt geführt (sog. „bias towards the null“), was hier nicht der Fall 

war. 

Der Verlust von Teilnehmern im Verlauf der prospektiven Studie aufgrund von Tod, anderer 

Krankheit oder anderen Faktoren („Loss of follow-up“) ist eine weitere Limitation unserer Studie, 
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da dies zu einem Selektionsbias gerade in einem longitudinalen Design führen kann, der auch bei 

sorgfältiger Studienplanung und -durchführung nie vollkommen ausgeschlossen werden kann.  

Zuletzt können die Testinstrumente zur Bestimmung der motorischen und kognitiven Progression 

nur mit einer gewissen Genauigkeit das tatsächliche klinische Bild wiedergeben. Zudem kann es 

durch die durch Anwendung der Cox-Regression notwendige dichotome Einteilung zu einer großen 

phänotypischen Bandbreite in den Gruppen gekommen sein und auch die Zuteilung möglicherweise 

durch Testungenauigkeit teilweise inkorrekt erfolgt sein (sog. „Misklassifikation“). Allerdings wurde 

in unserer Studienplanung darauf geachtet, anhand von Ergebnissen aus publizierten Studien 

bezüglich der Validität der Testinstrumente das klinisch sinnvollste Messinstrument und eine 

relevante und für Störfaktoren möglichst robuste dichotome Klassifikation zu finden. 

Zusammenfassend legt unsere Studie trotz der oben aufgeführten Limitationen nahe, dass nicht 

nur die Krankheitsentstehung, sondern auch der Krankheitsverlauf polygenetisch bedingt ist. Zu 

einer individuellen „Vorhersage“ in Bezug auf den zu erwartenden Krankheitsverlauf oder eine 

„personalisierte Therapie“ eignen sich die in unserer Studie beschriebenen Assoziationen, sofern 

sie echt sind, aufgrund der kleinen Effekte (allein) jedoch nicht.  

Die Ergebnisse der drei Publikationen können in ihrer weiterentwickelten Form als hilfreiche 

Grundlage betrachtet werden, um exaktere Vorhersagemodelle der AD und PD zu entwickeln. 

Solche Modelle könnten z. B. genetische Faktoren, Umwelt-/Lebensstilfaktoren und epigenetische 

Faktoren kombinieren und so den kumulativen Einfluss auf die Krankheitsentstehung oder den 

Krankheitsverlauf zu bestimmen. Je nach Vorhersagekraft solcher Modelle sind großangelegte 

Präventionsprogramme denkbar oder der Einsatz neuer Therapien, die nur in einem frühen 

Krankheitsstadium wirken. Zudem könnte man den Krankheitsverlauf besser einteilen und 

Patienten mit schneller fortschreitendem Krankheitsverlauf besser über ihre Situation aufklären.  
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5 Anhang 

Die Anhänge zu den einzelnen Publikationen finden frei zugänglich im Internet unter folgenden 

Seiten: 

Publikation 1: 

 https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/ana.25490 

Publikation 2: 

 https://alz-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1016/j.jalz.2019.06.4952 

Publikation 3: 

https://jamanetwork.com/journals/jamaneurology/fullarticle/2669922 

 

5.1 Publikation 1: Schulz J*, Takousis P*, Wohlers I, Itua I, Dobricic V, Ruecker G, 

Binder H, Middleton L, Ioannidis JPA, Perneczky R, Bertram L, Lill CM. Meta-

analyses identify differentially expressed miRNAs in Parkinson's disease. Ann 

Neurol. 2019;85(6):835-851. 
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Alzheimer's disease brain, blood and cerebrospinal fluid. Alzheimers Dement. 
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