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1. Zusammenfassung

Morbus Parkinson ist die zweithdufigste neurodegenerativen Erkrankung, die durch
Untergang der dopaminergen Neuronen im Mesenzephalon zu einer Stérung des
extrapyramidalen motorischen Systems fahrt. Daraus resultierende
Bewegungsstorungen, zu denen Rigor, Tremor, Hypokinese und posturale Instabilitat
gehoren, werden von nichtmotorischen Symptomen wie autonome Dysregulation,
verdanderte sensorische Wahrnehmung, sowie kognitive und psychische Stérungen

begleitet.

Mehrere Studien berichten lGiber erhohte Schmerzpravalenz bei Parkinson Patienten. Die
genaue Pathogenese der gestorten Schmerzwahrnehmung bleibt unklar. Zusatzlich zu
den zentralen Mechanismen entstehen die Schmerzen bei Morbus Parkinson
wahrscheinlich durch eine Schadigung der peripheren somatosensorischen und
autonomen Neuronen, die sich in sensorischen Defiziten, sowie in erhdhter
Schmerzempfindlichkeit manifestieren. Als Korrelat dazu wurden abnormale
somatosensorisch evozierte Potenziale, pathologische Ergebnisse in der quantitativen

sensorischen Testung und eine Abnahme der Nervenfaserdichte beschrieben.

Ein Schwerpunkt unserer Untersuchungen lag auf der Erforschung von potentiellen
Veranderungen von Lipidsignalmolekiilen. Eine Reihe von Studien zeigen eine
Schmerzlinderung  durch  Cannabis-Einnahme, sowie eine Tendenz zur
Schmerzentwicklung bei Parkinson Patienten mit dem bekannten FAAH-
Polymorphismus. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Stérung im
Endocannabinoid-System hdchstwahrscheinlich zu erhdhter Schmerzpravalenz bei
Morbus Parkinson beitragt. Eine weitere wichtige Lipid-Gruppe sind Glycosylceramide.
Ihr Abbau kann durch heterozygote Mutationen des lipidabbauenden Enzyms
Glukocerebrosidase 1 (GBA1) gestort sein. GBA1 Mutationen sind mit der schnell

progredienten sporadischen Verlaufsform der Parkinson-Krankheit assoziiert.

Im Rahmen der Studie wurden zwei Kohorten von Parkinson Patienten analysiert. Die
128 Patienten aus Israel wurden im ersten Teil mit 224 jungen gesunden deutschen
Probanden verglichen. Im zweiten Teil wurden 50 deutschen Patienten und 50 gesunde

altersgleiche Probanden untersucht. Die Schmerzevaluation erfolgte anhand der "Brief



Pain Inventory” und "Neuro Detect” Fragebdgen. Bei allen Probanden wurde
guantitative sensorische Testung durchgefiihrt und die Plasmakonzentrationen der
Lipidsignalmolekiile = mittels  quantitativer = HPLC-Tandem-Massenspektrometrie

analysiert.

Nach Auswertung der Schmerzevaluation konnte eine erhéhte Schmerzpravalenz bei
Parkinson Patienten festgestellt werden. Die Pravalenz betrug 66% im ersten Teil der
Studie und 74% in der deutschen Kohorte, im Vergleich zu 40% bei den altersgleichen
gesunden Probanden. Ergebnisse der quantitativen sensorischen Testung zeigen einen
Verlust der thermischen Empfindung (erhohte Schwellen) bei der gleichzeitigen
mechanischen Uberempfindlichkeit (erniedrigte Schwellen). In der multivariaten Lipid-
Analyse konnten erniedrigte Konzentrationen von Anandamid und Lysophosphatidsaure
20:4 und eine Erhoéhung der Glucosylceramide nachgewiesen werden. Diese
Veranderungen waren bei Parkinson Patienten mit Schmerzen starker ausgepragt.
AuBerdem wurde eine lineare Korrelation zwischen Glucosylceramiden (GlcCer 18:1,

GlcCer 24:1) und der Schmerzintensitadt, sowie sensorischem Defizit festgestellt.

Nach sorgféltiger Auswertung der Studienergebnisse kommen wir zu der
Schlussfolgerung, dass eine Veranderung der Endocannabinoide und der
Glucosylceramide zur Pathogenese der Schmerzen und der sensorischen Neuropathie
bei Morbus Parkinson beitragen. Die Erkenntnisse konnten zuklnftig zur
Diagnosestellung durch friihzeitige Erkennung pramotorischer sensorischer Symptome
beitragen. Darlber hinaus kénnten unsere Ergebnisse zur Therapieoptimierung durch

Wiederherstellung der Lipid-Homeostases beitragen.



2. Abstract

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder that
results in disruption of the extrapyramidal motor system due to loss of dopaminergic
neurons in the mesencephalon. The resulting movement symptoms including rigor,
tremor, hypokinesia, and postural instability, are accompanied by nonmotor symptoms
such as autonomic dysregulation, altered sensory perception, and cognitive and

psychological disturbances.

Several studies report increased pain prevalence in PD patients. The pathogenesis of PD-
associated pain remains unclear. In addition to central mechanisms, pain in PD likely
results from damage to peripheral somatosensory and autonomic neurons, manifested
in sensory deficits, as well as increased pain sensitivity. As a correlate, abnormal
somatosensory evoked potentials, pathological results in quantitative sensory testing,

and decrease in nerve fiber density have been described.

We studied pain rating and QST in parallel with lipid Redoxstress molecules. Several
studies have demonstrated relief of PD-associated pain from cannabis. Furthermore, PD
patients carrying a FAAH polymorphism have an increased risk for PD-associated pain,
suggesting that a disturbance in the endocannabinoid system may contribute to
increased pain prevalence in PD. In addition to endocannabinoids, sporadic PD is
associated with mutations in glucocerebrosidase 1 (GBA1), which is a lysosomal enzyme
that degrades glucosylceramides. It is associated with the rapidly progressive sporadic

form of PD.

Two cohorts of PD patients were analysed. In the first part, 128 patients from Israel were
compared with 224 young healthy German subjects. In the second part, 50 German
patients and 50 healthy age-matched subjects were studied. Pain evaluation was
performed using "Brief Pain Inventory" and "Neuro Detect" questionnaires. Quantitative
sensory testing was performed in all subjects, and plasma levels of lipid signal molecules
were determined by targeted lipidomic analyses using HPLC-tandem mass

spectrometry.

After evaluation of the pain assessment, an increased prevalence of pain was found in

Parkinson's disease patients. The prevalence was 66% in the first part of the study and
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74% in the German cohort, compared with 40% in age-matched healthy subjects. Results
of quantitative sensory testing showed a predominant phenotype with loss of thermal
sensitivity with concomitant mechanical hypersensitivity. Multivariate lipid analyses
revealed decreased concentrations of anandamide and lysophosphatidic acid 20:4 and
increased glucosylceramides. This change was more pronounced in PD patients with
pain. In addition, a linear correlation was found between glucocsyleramides (GlcCer

18:1, GlcCer 24:1) and pain intensity, as well as the sensory deficit.

We conclude that impaired lipid homeostasis may contribute to PD-associated pain and
sensory neuropathy. Lipid analyses could be useful in future diagnostic methods and
early assessment of premotor sensory symptoms. In addition, our results could

contribute to therapy optimization by restoring lipid homeostasis.



3. Abkiirzungsverzeichnis

PD — Morbus Parkinson (engl. Parkinson’s disease)

AEA - Anandamid

2-AG - 2-Arachidonylglycerol

CB1 — Cannabinoid-Rezeptor 1

CB2 — Cannabinoid-Rezeptor 2

MAGL - Monoacylglycerin-Lipase

FAAH - Fettsdaureamid-Hydrolase

BOLD - Blut-Sauerstoff-Level-abhangige Signale

GBAL1 — Glucocerebrosidase 1

DHET - Dihydroxyicosatrienoid Saure

LPA — Lysophosphatidsaure

GlcCer - Glukosylceramid

QST — quantitative sensorische Testung

CDT —Kaltedetektionsschwelle (engl. cold detection threashold)
WDT — Warmedetektionsschwelle (engl. warm detection threashold)
CPT — Kélteschmerzschwelle (engl. cold pain threashold)

HPT - Hitzeschmerzschwelle (engl. heat pain threashold)

TSL —thermische Unterschiedsschwelle (engl. thermal sensory limen)
PHS — paradoxe Hitzeempfindung (engl. paradoxical heat sensation)
WUR — Wind-up Ratio

MDT — mechanische Detektionschwelle (mechnical detection threashold)
MPT — mechanische Schmerzschwelle (mechanical pain threashold)
MPS — mechanische Schmerzsensitivitat (mechanical pain sensitivity)
ALL — dynamisch mechanische Allodynie (dynamic mechanical allodynia)
VDT - Vibrationsdetektionsschwelle (vibration detection threashold)

PPT — Druckschmerzschwelle (pressure pain threashold)



4. Einleitung

Morbus Parkinson ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen mit in den
letzten Jahrzehnten deutlich zunehmender Inzidenz!. Durch den Untergang der
dopaminergen Neuronen der Substantia nigra im Mesencephalon kommt es zur Stérung
im extapyramidalen motorischen System. Daraus resultierende Rigor, Tremor,
Hypokinese und posturale Instabilitdit pragen diese Krankheit und werden
Kardinalsymptome genannt. Eine Reihe von nichtmotorischen Symptomen wie
autonome Dysregulation, veranderte sensorische Wahrnehmung, sowie kognitive und

psychische Stérungen werden im Zusammenhang mit Morbus Parkinson beobachtet?.

Schmerzen sind mit einer Pravalenz bis zu 70% von besonderer Bedeutung®. Es werden
nozizeptive, muskuloskelettale, dystone, neuropathische und viszerale Schmerzen
unterschieden. Zu den neuropathischen Schmerzen gehoérenzentrale und periphere
neuropathische Schmerzen ®’. Bei einem Teil der Patienten wurde von einem
Zusammenhang mit der stirker betroffenen Seite, sowie von partieller
Schmerzlinderung nach Anti-Parkinson-Medikation berichtet*”:2, Zur Schmerztherapie
kommen neben den traditionellen Analgetika wie nichtsteroidalen Antirheumatika
unter anderem Neuroleptika und Antidepressiva zum Einsatz. Medizinisches Cannabis

hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen.

Das Endocannabinoid-System, sorgt firdie Synthese und den Abbau der kdrpereigenen
Cannabinoide. Endocannabinoid sind an zahlreichen neurogenen Prozessen wie
Gedachtnis, Lernen, Motivation und Schmerzen beteiligt. Zwei wichtigste Vertreter
dieser Gruppe — Anandamid (AEA) und 2-Arachidonylglycerol (2-AG) binden an
Cannabinoid-Rezeptor 1 und 2 (CB1 und CB2) und tiben dadurch einen modulierenden
Effekt auf das nozizeptive System aus. Ihre Konzentration wird u.a. durch die Enzyme

Fettsdureamid-Hydroxylase (FAAH), sowie Monoacylglycerin-Lipase (MAGL) reguliert.

In mehreren Studien beschriebene Schmerzlinderung durch Cannabis-Einnahme deutet
darauf hin, dass eine Storung im Endocannabinoid-System zu erhohter
Schmerzpravalenz bei Morbus Parkinson beitragen kénnte®!1. Diese Annahme wird
durch eine Tendenz zur Schmerzentwicklung bei Parkinson Patienten mit einem

bekannten FAAH-Polymorphismus verstarkt!2.



Besonders wichtig in diesem Kontext ist, dass cannabinerge und dopaminerge
Schaltkreise sich gegenseitig in belohnungsassoziierten Gehirnzentren beeinflussen und
auf diesem Wege das Geflhl der Schmerzlinderung auslésen'®14, Multiple bildgebende
Studien belegen eine Beeintrachtigung des zentralen nozizeptiven Systems bei Morbus
Parkinson. Mittels funktioneller Magnetresonanztomographie konnten Veranderungen
in den absteigenden nozizeptiven Bahnen'>%, sowie erhthte Blut-Sauerstoff-Level-
abhangige (BOLT - blood oxygenation level dependent) Signale im parietalen Kortex,
Insula und Striatum festgestellt werden, die auf eine gestérte Schmerzverarbeitung bei

Parkinson Patienten hindeuten’-21,

Uber die zentralen Mechanismen hinaus, haben Schmerzen bei Parkinson-Krankheit
wahrscheinlich einen Ursprung in der Schadigung der peripheren somatosensorischen
und autonomen Neuronen, die zu sensorischen Defiziten, autonome Dysfunktionen und
erhohter Schmerzempfindlichkeit resultiert. Als Korrelat dazu wurden abnormale
somatosensorisch evozierte Potenziale (SEP)'%2223, pathologische Ergebnisse in der
quantitativen sensorischen Testung (QST)>?426 und eine Abnahme der
Nervenfaserdichte beschrieben?®. Die Schadigung der sensorischen Nervenfasern gehen
mit Ablagerungen von a-Synuclein einher?”:28, Die Ausbreitung von a-Synuclein kénnten
von dem sensorischen Nervensystem ihren Ausgang nehmen. Dies wurde flir autonome
Nerven im Tierexperiment gezeigt. Eine friihzeitige Diagnosestellung anhand der
pramotorischen sensorischen Symptome wiirde moglicherweise eine vorzeitige

progressionsverlangsamende Therapie ermoglichen.

Neben Endocannabinoiden sind vermutlich Ceramide und Glucosylceramide an der
Pathogenese der PD beteiligt. Heterozygoten Mutationen des lipidabbauenden Enzyms
Glucocerebrosidase 1 (GBA1), sind mit der friih einsetzenden und schnell progredienten
sporadischen Verlaufsform der Parkinson-Krankheit assoziiert 2231,  Zahlreiche
experimentelle Studien lassen vermuten, dass GBA1-Mutationen die Toxizitdt von a-

Synuclein erhohten32-34,

In Anbetracht der potentiellen therapeutischen Implikationen und der Bedeutung der
Beteiligung des sensorischen Systems bei Morbus Parkinson, kombinierten wir

guantitative sensorische Tests mit komplexen Analysen von Signallipiden, um den
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Zusammenhang von PD- Schmerzen und sensorischem Verlust mit Lipidveranderungen

zu untersuchen.

5.1 Darstellung der Publikation

5.1.1 Methoden, Zielsetzung und Design der Studie

Es handelt sich um eine internationale Fall-Kontroll-Studie, die aus zwei Teilen bestand.
Im ersten explorativen Pilotteil wurde der Plasmaspiegel bioaktiver Lipide von
israelischen Parkinson-Patienten, die eine erhdhte Pravalenz fiir GBAl-Mutationen
aufweisen, mit einer gesunden Kontrollgruppe aus Deutschland verglichen. Die Studie
umfasste 85 Méanner und 43 Frauen, die an Morbus Parkinson litten (mittleres Alter +
SD, 69 * 25 Jahre; Bereich 45-87 Jahre) und 224 junge gesunde Kontrollen (72 Manner,
152 Frauen; 28 = 8 Jahre; Bereich 18-56 Jahre). Bei der Patientengruppe wurde

zusatzlich eine QST fiir thermische Parameter durchgefiihrt.

Die zweite Studie nutzte die Erfahrungen der explorativen Pilotstudie. Alle Messungen
erfolgten in einem akkreditierten QST-Labor durch einen zertifizierten Untersucher. Die
Lipide wurden mit HPLC-MS-MS nach SOP analysiert. Dieser Teil umfasste eine Kohorte
von 50 Parkinson-Patienten (34 Méanner: 68 + 8 Jahre; Bereich, 50-79 Jahre; 16 Frauen:
64 + 9 Jahre; Bereich, 51-79 Jahre) und 50 gleichaltrigen gesunden Probanden (25
Manner: 65 + 9 Jahre; Bereich, 51-79 Jahre; 25 Frauen: 61 + 7 Jahre; Bereich, 50-79
Jahre), die innerhalb eines Jahres rekrutiert und untersucht wurden. Die
Geschlechterverteilung spiegelt eine hohere Pravalenz von Morbus Parkinson bei dem

mannlichen Geschlecht wider.
5.1.2 Schmerzbeurteilung

Zur Schmerzbeurteilung fillten alle Probanden einen angepassten Schmerzfrageboden
aus. Die demographischen und klinischen Daten bezliglich Alter, Geschlecht, ethnischer
Zugehorigkeit, Krankheitsdauer und Verlauf, Komorbiditdten sowie Medikation inklusive
Analgetika wurden anhand des Fragebodens erfasst. Bei Anwesenheit von Schmerzen
wurden die Probanden gebeten, genauere Informationen zu Dauer, Lokalisation,
Ausstrahlung, Intensitat und Qualitat anzugeben. In der Patienten-Gruppe wurde unter
anderem ein moglicher Bezug zu motorischen Symptomen, sowie eine Relation zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung ermittelt. Wahrend im ersten Teil der Studie ein McGill
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Fragenbogen zum Einsatz kam, wurde fiir die deutsche Kohorte ein kombinierter
Fragebogen aus Teilen der deutschen Fassung des "Brief Pain Inventory” und des "Pain
Detect” zusammengestellt3>.  Basierend auf dem Interview und dem Fragebogen
wurden die Schmerzen in muskuloskelettale, zentrale oder radikulare/neuropathische

Schmerzen und dystone/dyskinetische Schmerzen eingeteilt.
5.1.3 Quantitative sensorische Testung

Zur objektiven Beurteilung der sensorischen Defizite haben wir in der zweiten Studie bei
allen Studienteilnehmern eine quantitative sensorische Testung durchgefiihrt.
Quantitative sensorische Testung ist ein wichtiges nichtinvasives Verfahren zur
Diagnostik der Polyneuropathien. Die vom "Deutschen Forschungsverbund
Neuropathischer Schmerz" (DFNS) optimierte Methode erlaubt eine Einschatzung der
Funktionsfahigkeit sowohl von stark myelinisierten als auch marklosen Nervenfasern
und nimmt bei der Untersuchung der Small-Fiber-Neuropathie einen besonderen
Stellenwert ein36-38, QST besteht aus einer Reihe an Tests, die dazu dienen, Empfindung-
und Schmerzschwellen fiir thermische und mechanische Reize, sowie Druckschmerz-
und Vibrationsempfindungsschwelle zu ermitteln. Die Testbatterie beinhaltet sieben

Untersuchungen, die zur Messung von 13 Parametern eingesetzt werden.

Die Probanden wurden nach einem standardisierten Protokoll in dem zertifizierten QST-
Labor instruiert und getestet. Zu Beginn wurde eine kurze Testdemonstration an der
palmaren Seite des distalen Unterarmes durchgefiihrt. Wahrend der QST-Sitzung wurde
die Haut des Hand- oder Fuliriickens getestet. Da die erste Studie keine signifikanten
Seitenunterschiede gezeigt hatte, wurde im zweiten Teil die Untersuchung an den Hand-
und Fulriicken der stirker betroffenen Seite durchgefiihrt. Bei der Kontrollgruppe
wurde die Seite randomisiert ausgewahlt. Bei Patienten mit Reaktionsschwankungen

wurde die QST wahrend der ON Periode durchgefiihrt.

Zur Beurteilung der thermischen Reize verwendeten wir den NeuroSensory Analyzer
(Medoc Advanced Medical Systems Ltd. Israel 2003) mit einer Kontaktflache von 3 x 3
cm?. Die Ausgangstemperatur betrug 32° C und wurde vom Probanden als neutral
empfunden. Im Verlauf hat sich die Thermode mit einer Temperaturveranderung von 1

C°/s bis zu den Grenztemperaturen von 0° C bzw. 52° C erwarmt oder abgekihlt. Die
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Teilnehmer wurden initial aufgefordert, eine Stopptaste zu driicken, sobald sie Kalte
oder Warme wahrgenommen haben (CDT — cold detection threashold; WDT — warm
detection threashold). Im nachsten Test sollten sich die Probanden bei Beginn des Kélte-
und Hitzeschmerzes die Maustaste betatigen (CPT — cold pain threashold; HPT — heat
pain threashold). Nach dreimaliger Wiederholung wurde fir jeden Test (CDT, WDT, CPT,
HPT) ein Mittelwert berechnet. Die thermische Unterschiedsschwelle (TSL - termal
sensory limen) mit paradoxer Hitzeempfindung bei Kaltestimulation (PHS - paradoxical
heat sensation) ist ein weiterer Bestandteil der QST, bei dem die Kalte- und Warmereize
schnell nacheinander appliziert und die Anzahl angegebenen Hitzewahrnehmungen bei
Temperaturabfall detektiert werden. TSL wird als Differenz zwischen den arithmetischen
Mittelwerten der Warme- und Kaltedetektionsschwellen (jeweils drei Messungen flr
beide Qualitdten) berechnet. Dieser Teil der QST ist fiir die Erforschung der

Funktionsfahigkeit der A-Delta- und C-Fasern von besonderer Relevanz.

Zur Messung der mechanischen Detektionsschwellen verwendeten wir modifizierte von
Frey-Filamente (Optihair,-Set Marstock Nervtest, Deutschland). Die zwolf logarithmisch
kalibrierten von Frey Filamente mit abgerundeter Spitze haben eine Kontaktflache von
0,5 mm. Wahrend der Untersuchung kénnen somit die Krafte im Bereich von 0,25 mN
bis 512 mN ausgelibt werden. Die endgiltige Schwelle wurde anhand einer
modifizierten Grenzwertmethode (method of limits) berechnet. Die Schwelle wurde als
ein geometrisches Mittel aus finf Serien auf- und absteigender Reizintensitdten

definiert. Diese Untersuchung gibt Aufschluss liber die Schadigung der A-beta-Fasern.

Die mechanische Schmerzschwelle (MPT) wurde mittels Pinprick-Stimulation (MRC
System, Deutschland) ermittelt. Sieben gewichtete Pinprick-Stimulatoren mit einem
Kraftspektrum von 8 mN und 512 mN besitzen eine Kontaktflache von 0,25 mm im
Durchmesser. Der Gesamtwert wurde ahnlich wie bei MDT aus dem geometrischen
Mittel der funf Serien auf- und absteigender Reizintensitdten angewendet. MPT dient

zur Beurteilung der Funktionalitat insbesondere der A-Delta-Fasern.

Die Vibrationsdetektionsschwelle ist eine Untersuchung zur Untersuchung von "small
fiber" Neuropathien. Sie untersucht die Funktionalitat der A-Beta-Fasern und wurde mit
der Rydel-Seiffer-Stimmgabel 128 Hz, 8/8 Skala durchgefiihrt. Die Stimmgabel wurde

zunachst zum Vibrieren gebracht und im Anschluss auf den Knochenvorsprung -
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Processus styloideus ulnae und Malleolus medialis - platziert. Die Probanden wurden
aufgefordert sich zu melden, sobald sie keine Vibration mehr spirten. Als Schwelle

wurde der arithmetische Mittelwert der drei gemessenen Werte angegeben.

Der letzte Test der QST dient zur Beurteilung der Druckschmerzschwelle (PTT). Dafir
verwendeten wir ein Algometer, das eine Kontaktfliche von 1 cm? besitzt und Kréfte bis
zu 2000 kPa mit einer handgefiihrten Intensitdtssteigerung ermoglicht (FDN200,
Wagner Pain Test, USA). Das Algometer wurde auf die Eminenz des —Thenarmuskels
(Musculus abductor hallucis) gesetzt. Die endgiiltige Schwelle wurde als Durchschnitt
von drei ermittelten Werten definiert. Die PPT zeigt die Stérung der
Tiefenschmerzempfindlichkeit, die wahrscheinlich durch A-Delta- und C-Fasern des

Muskels vermittelt wird.

Aufgrund des Alters und des Zustandes unserer Patienten wurde die Prifung der
mechanischen Schmerzsensitivitat (MPS — mechanical pain sensitivity), dynamischen
mechanischen Allodynie (ALL) und der Wind-up Ratio Test (WUR) ausgelassen. Somit

bestand das Set aus neun Parametern flr obere und untere Extremitat.
5.1.4 Analyse der Fettsignalmolekiile

Die Blutproben wurden in K3-Ethylendiamintetraessigsdaure-Rohrchen (Microvette
Sarstedt) entnommen, auf Eis gelagert und innerhalb von 15-20 Minuten in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf) bei 2000 g und 4 C° 10 Minuten lang zentrifugiert. Die
Plasma-Aliquots wurden sofort nach der Zentrifugation eingefroren und bei -80 C° bis
zur Analyse aufbewahrt. Bioaktive Lipide einschlieBlich Sphingolipide und Ceramide,
Lysophosphatidsauren, Endocannabinoide, Eicosanoide (Oxylipide) und Pterine wurden
im Plasma mittels Flussigchromatographie-Elektrospray-lonisations-Tandem
Massenspektrometrie analysiert. Die Analytik wurde im zertifizierten Labor des Instituts
fir Klinische Pharmakologie unter der Leitung von Dr. Dominik Thomas und Dr. Robert
Gurke durchgefiihrt. Die analytischen Protokolle sind bei BioSciences mit der

Zugriffsnummer S-BSST389 hinterlegt.
5.1.5 Datenanalyse und Statistik

Die QST-Daten wurden in Abhangigkeit vom Alter, vom Geschlecht und von der
getesteten Stelle mit Referenzwerten einer Datenbank verglichen. Angesichts der
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Tatsache, dass fiir Probanden Uber 70 Jahre keine Normwerte in der Datenbank
vorliegen, kamen die Referenzwerte der 60-70-jahrigen zum Einsatz. Alle
Schwellenwerte (CPT und HPT ausgeschlossen) wurden nach QST-Auswertungsprotokoll
logarithmisch transformiert und anschliefend in die z-Scores umgewandelt. In der

Publikation sind die QST-Ergebnisse in der Abbildung 1 dargestellt.

Die Ergebnisse des Schmerzfragebogens wurden nach Chi-Quadrat-Test analysiert und
in Form von Saulendiagrammen abgebildet (Abb.1 E). Bei der statistischen Analyse der
gemessenen Lipidkonzentrationen kamen SPSS 25, Origin Pro 2020 und GraphPad Prism
8.0 zum Einsatz. Die Auswertungen wurden von Prof. Dr. Irmgard Tegeder gemacht. Die
Haufigkeitsverteilungen der Lipide wurden gemall GaulR-Kurven, log-Gaul3-Kurven oder
der Summe von 2 GauR-Kurven basierend auf den Best-Fit-Werten angepasst. Die
Normalitdt der Verteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test, dem Anderson-Darling-
Test sowie Quantil-Quantil-Diagrammen. Die Varianzen wurden mit dem Levene-Test

gepriift.

Flr die multivariaten Analysen wurden die Lipiddaten (lineare Konzentrationen) auf den
Mittelwert der gesunden Kontrollgruppe normiert, da sich Lipide verschiedener Klassen
um mehrere GrofBenordnungen unterscheiden. Die Verhaltnisse wurden fiir weitere

Analysen verwendet.

Die kanonische Diskriminanzanalyse (CanDisc) und Methode der kleinsten Quadrate
wurden verwendet um die Dimensionalitdit zu reduzieren und die Faktoren zu
identifizieren, die am besten zwischen den Gruppen unterscheiden konnen.
Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht, Alter, Body Mass Index (BMI), Schmerzintensitat, Art
des Schmerzes und Medikation wurden als unabhangige Faktoren betrachtet. CanDisc

wurde verwendet um die Vorhersagbarkeit der Gruppenzugehdrigkeit zu beurteilen.

Die Plasmakonzentrationen wurden zwischen den Gruppen mittels univariater oder 2-
Wege-Varianzanalysen (ANOVA) oder t-Tests je nach Struktur und Verteilung der Daten
verglichen. Im Falle von Verletzungen der Normalitat und Log-Normalitat wurden
nichtparametrische Tests verwendet (Mann-Whitney U oder Kruskal-Wallis). Alter,
Geschlecht, BMI und Angaben der visuellen Analogskala wurden als Kovariaten

eingefihrt, und bei anwesender Signifikanz, wurden weitere Analysen der
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Gruppenunterschiede durchgefiihrt. Zum Beispiel wurden in 2-Wege-ANOVAs Gruppe x
Geschlecht verglichen, Gruppe x Schmerz und Gruppe x Sensibilitdtsverlust. Im Falle
signifikanter Ergebnisse der ANOVAs wurden die Gruppen mit t-Tests miteinander
verglichen. Die P-Werte wurden nach den Verfahren von Dunnett (versus 1
Kontrollgruppe) oder Sidak angepasst. Weitere Analysen bestanden aus x2 Statistiken
fir nominale Daten und lineare Regressionsanalysen. Das a-Niveau wurde fir alle

Vergleiche auf 0,05 festgelegt.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Ergebnisse der Schmerzevaluation

Vergleiche der demographischen Daten einschliellich Alter, Geschlecht,
Krankheitsdauer und -schwere, Medikation, Analgetika und Schmerzbewertungen
zeigen, dass die Schliisselparameter in beiden Populationen sehr dhnlich waren. Das
Durchschnittsalter in der deutschen Patientengruppe lag bei 66,8 Jahren und die Hoehn
und Yahr-Skala bei 2,5. Die israelischen Patienten waren 69 Jahre alt und hatten einen
mittleren Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) von 25. In Bezug auf die
Geschlechtsverteilung lag die Mannerquote bei zwei Drittel in beiden Populationen (34
Manner, 16 Frauen in der deutschen und 85 Manner, 43 Frauen in der israelischen

Kohorte).

Nach Auswertung der Schmerzfragebdgen kamen wir zu dem Ergebnis, dass Parkinson
Patienten im Vergleich zu den altersgleichen Kontrollen deutlich haufiger unter
Schmerzen leiden. Chronische erkrankungsassoziierte muskuloskelettale,
neuropathische oder dyskinetische/dystonische Schmerzen traten bei 66% der
israelischen Parkinson-Patienten. In der deutschen Studie erreichte der Wert 74%, war
bei dem mannlichen Anteil hoher und fast doppelt so hoch wie in der altersgleichen

Kontrollgruppe (40%).

Bezliglich des Schmerzmanagements fiel ein deutlicher Unterschied zwischen den
Gruppen auf: wahrend 80% aller Kontrollprobanden bei Anwesenheit von chronischen
Schmerzen eine analgetische Therapie erhielten, lag der Anteil in der Patientengruppe
bei 50%. Die Schmerzmedikation umfasste neben den klassischen Medikamenten wie

nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID) weitere Opioid- und Nichtopioid-Analgetika,

16



sowie Benzodiazepine, Antiepileptika und Antidepressiva. Bei den israelischen Patienten
wurde zudem bei einigen Patienten medizinischer Cannabis eingesetzt (bei 15
Patienten). Diese Patienten unterschieden sich nicht von den anderen PD Patienten

hinsichtlich der Endocannabinoide.
5.2.2 Ergebnisse der quantitativen sensorischen Testung

Bei der QST-Auswertung lieB sich ein Verlust der Kalte- und Warmeempfindung bei einer
erhohten Rate an paradoxen Hitzeempfindungen und gestorte Vibrationswahrnehmung
feststellen am  FuBl. Dies war begleitet von einer mechanischen
Schmerziiberempfindlichkeit an der Hand. Wahrend die Veranderung der thermischen
Parameter an den Fissen stdrker zur Auspragung kam, war der mechanische Wert
besonders an Handen erhoht. Der sensorische Phanotyp der Parkinson-Patienten —
Verlust der thermischen Empfindung in Kombination mit der erhéhten mechanischen
Schmerzempfindlichkeit — stimmt mit den QST-Phdanotypen von klein- oder
gemischtfaserigen sensorischen Neuropathien (iberein. Diese Verdanderung war bei

mannlichen Patienten im Vergleich zu weiblichen Patienten starker ausgepragt.
5.2.3 Ergebnisse der Lipidanalyse

Die Lipidanalyse ergab eine erniedrigte Konzentration der Endocannabinoide bei
Parkinson-Patienten beider Populationen. Besonders ausgepragt zeigte sich die
Veranderung vom Anandamid-Spiegel im Vergleich zu den alters- wund
geschlechtsangepassten gesunden Kontrollprobanden. Weitere relevante
Konzentrationsabsenkung lieBen sich bei mehrfach ungesattigten
Lysophosphatidsduren (LPA18:2, LPA20:4) und bei Omega-Oxylipiden
(Dihydroxyeicosatriensdure - DHET) feststellen. Im Gegensatz dazu waren die
Plasmakonzentrationen von Glucosylceramiden (besonders GlcCer18:1 und GlcCer24:1)

bei Parkinson Patienten erhoht.

Ein zusatzlicher Anstieg der nicht-glykosylierten Ceramide wurde nur bei israelischen
Parkinson Patienten beobachtet. Eine mogliche Erklarung dafiir ware ein Anstieg der
Ceramide mit zunehmendem Alter oder erhéhte Pravalenz von GBA1-Mutationen im

Vergleich zur deutschen Kohorte.
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5.2.4 Zusammenhang zwischen Lipidprofil, QST und Schmerz

Die Veranderungen in der Lipid-Homeostase, ndmlich eine Reduktion vom Anandamid,
DHET sowie LPA20:4 und Anstieg der Glucosylceramide (GlcCer), war bei Patienten mit
sensorischem Verlust starker ausgepragt. Eine weitere Assoziation bestand zwischen
Lipidveranderungen und Schmerzarten. So zeigten Parkinson-Patienten mit
neuropathischen und dyskinetischen Schmerzen hohere GlcCer- und niedrigere AEA-
Konzentration als Patienten ohne Schmerzen oder mit muskuloskelettalen Schmerzen.
Unter Berlicksichtigung der demographischen Daten waren die GlcCer-Werte bei
Patienten mit dem hoheren Hohn und Yahr Score besonders hoch. Dies erreicht jedoch
nicht statistische Signifikanz. Niedrige LPA20:4 Konzentrationen waren signifikant mit
den hohen Hohn & Yahr Scores assoziiert. Die Subgruppenanalyse zeigte einen
Zusammenhang zwischen der Stérung in der Lipid-Homeostase (insbesondere bei
GlcCer, AEA und LPA) und Entwicklung von sensorischen Neuropathien bei Morbus

Parkinson.

Diese  Annahme wird weiter durch lineare Regressionsanalysen der
Lipidkonzentrationen gegen den summierten QST-Score fiir sensorischen Verlust und fir
Schmerz unterstiitzt. In der Tat gab es eine lineare Beziehung zu den sensorischen
Defiziten: je niedriger der AEA- oder LPA20:4-Wert und je hoher die GlcCer-

Konzentration waren, desto starker war der sensorische Verlust ausgepragt.
6. Diskussion

Die Schmerzwahrnehmung erfolgt auf verschiedenen Ebenen — es sind sensorisch-
diskriminative, affektive und kognitive Dimensionen des Schmerzes bekannt. Folglich
resultiert gestorte Verarbeitung der nozizeptiven Reize auf einer oder mehreren Ebenen

in der veranderten Schmerzempfindung.

Zahlreiche Studien haben sich mit pathologischen Verdanderungen der zentralen
Schaltkreise bei Morbus Parkinson beschaftigt. Eine grolRe Review Studie von Chudler et
al. demonstriert unter Einsatz elektrophysiologischer, neuroanatomischer, sowie
bildgebender Verfahren einen moglichen Einfluss der Basalganglien auf die
Schmerzverarbeitung3?. Basalganglien scheinen alle oben genannten

Schmerzdimensionen zu beeinflussen. Zudem haben sie einen schmerzmodulierenden
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Effekt und nehmen somit eine besondere Stellung bei der Regulierung der nozizeptiven
Information ein. Diese Annahme wurde in weiteren Studien unter Anwendung der
somatosensorisch evozierten Potentiale (SEP)1%22-2440 sowie Blut-Sauerstoff-Level-

abhangigen (BOLD) Signale in funktionellen Bildgebungsstudien bestatigt!’—21,

In unserer Studie haben wir somatosensorische Funktionsstérung als weitere mogliche
Ursache fir erhohte Schmerzpravalenz bei Morbus Parkinson untersucht. Die
Ergebnisse der QST zeigen einen Verlust der thermischen Empfindung mit erhéhter Rate
an paradoxen Hitzeempfindungen und eine Uberempfindlichkeit gegeniiber
mechanischen Reizen. Diese Befundkonstellation ist in Zusammenhang mit klein- oder
gemischtfaserigen sensorischen Neuropathien bekannt. Somatosensorische oder
autonome Neuropathien prasentieren sich klinisch oft als brennende und viszerale
Schmerzen. Eine weitere nicht ausreichend erforschte Manifestation kdnnten zentralen
Muskelschmerzen darstellen. Tatsdchlich scheinen bestimmte Varianten der
Fibromyalgie mit einer kleinfaserigen Polyneuropathie assoziiert zu sein %42, Folglich
konnten sowohl der brennende neuropathische, als auch die muskuldre Schmerzen von

der Polyneuropathie stammen.

Derzeit bleibt unbekannt, warum olfaktorische, somatosensorische und autonome
sensorische Neuronen fir die Veranderungen bei Morbus Parkinson besonders anfallig
sind. Es wird angenommen, dass diese Vulnerabilitit durch pathologische
Proteinaggregate, ineffiziente  Proteinabfallbeseitigung und  dysfunktionale
Mitochondrien zustande kommt*3>#4, Besonders wichtig in diesem Kontext ist die
Annahme, dass das periphere Nervensystem, sowie das olfaktorische System

Ausgangstellen fir die Ausbreitung von pathologischem a-Synuclein sein konnten?7.4>-

47

Ein weiterer Schwerpunkt unserer Studie lag auf der Erforschung verschiedener
Lipidsignalmolekiile. Es wurden erniedrigte Konzentrationen von Endocannabinoiden
bei gleichzeitig erhhten Plasmakonzentrationen der Glucosylceramide bei Parkinson-
Patienten festgestellt. Diese Verdnderung der Lipid-Homeostase korrelierte mit dem
mittels QST gemessenen Empfindungsverlust, sowie mit der
Schmerzintensitatsbewertung, letzteres nur mit erhohten GlcCer.

Plasmakonzentrationen sind deskriptiv und erlauben keine Schlussfolgerung hinsichtlich
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der moglichen Kausalitat. Unter Berlcksichtigung der héhen Pravalenz von GBA1-
Mutation sowie dem Vorliegen von GBA1l Aktivitatsmangel auch in Abwesenheit
bekannter Mutationen, sowie dem klinischen Profit der Cannabiseinnahme bei
Parkinson Patienten, erscheint die pathogene Rolle der Lipide bei der Entstehung der

Polyneuropathie moglich.

Weitere Studien unterstiitzen diese Annahme: bei Nagetieren mit Methylphenidat
MPP+ induzierter Parkinson-Krankheit zeigen die Cannabinoide einen neuroprotektiven
Effekt*. Der Verlust von Anandamid in dorsalen Wurzelganglien bei Verletzung des
Ischiasnervs ist mit nozizeptiver Uberempfindlichkeit verbunden, die auch bei Mausen
bei Fehlen des CB1 Rezeptors in somatosensorischen Neuronen auftritt**>1. Die
Ergebnisse in Tiermodellen lassen eine wichtige Funktion von Anandamid fiir die

Integritdt der sensorischen Neuronen vermuten.

Angesichts der Tatsache, dass eine herabgesetzte GBA1-Aktivitdit bei Parkinson
Patienten unabhéangig von der Anwesenheit der GBA1-Mutation nachgewiesen wurde>?,
tragt dieses Enzym oder seine Metaboliten moglicherweise zur Entwicklung der
sensorischen Neuropathie bei. Die genauen pathophysiologischen Wege inwieweit die
GlcCer die sensorischen Neuronen beeinflussen sind unklar. Die Anhaufung von GlcCer
in den Lysosomen kann zu Defekten der lysosomalen Wanderung, zu einem
Membranleck und moglicherweise zum AusstoBen von GlcCer-beladenen Lysosomen
fUhren. Letzteres wiirde hohe extrazellulare GlcCer Konzentrationen im Plasma erklaren
33,54 Es gibt Hinweise darauf, dass eine geringe Aktivitat des GlcCer-metabolisierenden
Enzyms, GBA1 die Toxizitdt von a-Synuclein erh6ht30:3255-53, Unterstiitzend fir diese
Annahme ist die erhohte Konzentration von Ceramiden und GlcCer in Riechkolben von
Parkinson-Mausen, die der Entwicklung von motorischen Dysfunktionen vorausgeht®°,
Anhand dieser Befunde kann spekuliert werden, das GlcCer nicht nur Marker, sondern
funktionell relevante Faktoren fir die Entwicklung und Progression von sensorischen

Neuropathien und Schmerzen bei Morbus Parkinson sind.

Unsere Forschungsergebnisse sind fir die zukiinftige Optimierung der analgetischen
Therapie bei Morbus Parkinson moglicherweise von Bedeutung. Denn sowohl der
Verlust von Anandamid als auch die GlcCer-Akkumulation sind theoretisch

medikamentds behandelbar. Im Falle des Endocannabinoid-Mangels konnen die
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Patienten von der Behandlung mit medizinischem Cannabis profitieren. Zur GlcCer-
Reduktion konnten die bewdhrten TherapiemalRnahmen der Gaucher Krankheit,
namlich Enzymersatztherapie oder Substratreduktion, eingesetzt werden, um den
enzymatischen Abbau zu steigern oder die Bildung zu reduzieren. In diesem
Zusammenhang konnte das bewdhrte Expektorans, Ambroxol als hilfreiche add-on
Therapie von klinischem Nutzen sein. Es bewirkt eine Nachfaltung des GBA1 und fordert
damit den lysosomalen Import. Klinische Studien bei PD zeigen bisher eine gute klinische

Vertraglichkeit. Ein Wirksamkeitsnachweis steht jedoch noch aus.
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ABSTRACT: Background: Parkinson’s disease (PD)
causes chronic pain in two-thirds of patients, in part
originating from sensory neuropathies. The aim of the
present study was to describe the phenotype of PD-
associated sensory neuropathy and to evaluate its asso-
ciations with lipid allostasis, the latter motivated by
recent genetic studies associating mutations of
glucocerebrosidase with PD onset and severity.
Glucocerebrosidase catalyzes the metabolism of
glucosylceramides.

Methods: We used quantitative sensory tests, pain rat-
ings, and questionnaires and analyzed plasma levels of
multiple bioactive lipid species using targeted lipidomic
analyses. The study comprised 2 sets of patients and
healthy controls: the first 128 Israeli PD patients and 224
young German healthy controls for exploration, the sec-
ond 50/50 German PD patients and matched healthy
controls for deeper analyses.

Results: The data showed a 70% prevalence of PD pain
and sensory neuropathies with a predominant phenotype

N
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of thermal sensory loss plus mechanical hypersensitivity.
Multivariate analyses of lipids revealed major differences
between PD patients and healthy controls, mainly origi-
nating from glucosylceramides and endocannabinoids.
Glucosylceramides were increased, whereas anandamide
and lysophosphatidic acid 20:4 were reduced, stronger
in patients with ongoing pain and with a linear relation-
ship with pain intensity and sensory losses, particularly
for glucosylceramide 18:1 and glucosylceramide 24:1.
Conclusions: Our data suggest that PD-associated sen-
sory neuropathies and PD pain are in part caused by
accumulations of glucosylceramides, raising the intrigu-
ing possibility of reducing PD pain and sensory loss by
glucocerebrosidase substituting or refolding approaches.
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Parkinson’s disease (PD) is a chronic progressive neu-
rodegenerative disorder with a predominant loss of
dopaminergic neurons in the midbrain, resulting essen-
tially in motor dysfunctions. However, PD also causes
a number nonmotor and premotor phenomena includ-
ing autonomic, sensory, mental, and psychological
symptoms.' Pain is the most common and primary
nonmotor manifestation.* It manifests as musculoskele-
tal, dyskinetic, dystonic, radicular, or central neuro-
pathic and visceral pain,”® and about two-thirds of PD
patients experience pain related to the disease,™”"® some
responding to antiparkinsonian medication, but others
suffering from persistent pain.

Some relief is often provided by cannabis,”!
pointing to putative dysfunctions of the endogenous
cannabinoid system,'® supported by associations of PD
pain with polymorphisms of fatty acid amide hydrolase
(FAAH), a key enzyme of anandamide metabolism.'?
Importantly, cannabinergic and dopaminergic circuits
regulate each other in reward-associated brain centers'?
and likely contribute to the feeling of pain relief.'*!*
Functional magnetic resonance brain imaging studies
have shown alterations of inhibitory pain control in
PD'®!” and increased bold signals in parietal cortex,
insula, and striatum contributing to heightened pain
processing in PD.'8%2

Above these central mechanisms, PD pain likely origi-
nates from damage of peripheral somatosensory and
autonomic neurons, leading to sensory deficits but also
heightened pain sensitivity”>** with abnormal somato-
sensory evoked potentials,'”*®*” pathological quantita-
tive sensory tests (QSTs),®'%*® and loss of epidermal
nerve fiber density. Sensory fiber damage concurs with
depositions of a-synuclein,>>>>*° and it has been
suggested that a-synuclein spreading may originate
from the sensory nervous system,>**3! giving rise to
the intriguing idea that early diagnosis of premotor sen-
sory loss may allow for motor-preserving, progression-
slowing treatments in the future.

Above endocannabinoids, recent research has
strengthened the idea of pathogenic lipid allostasis
owing to the discovery of heterozygous mutations of
the lipid-degrading enzyme glucocerebrosidase (GBA1)
in association with early-onset and rapidly progressive
sporadic PD.*?** Importantly, in vitro models revealed
that mutant GBA1 increases the toxicity of a-syn-
uclein. 68

Given the putative therapeutic implications and the
importance of the involvement of the sensory system in
PD, we combined quantitative sensory testing with
complex analyses of signaling lipids using targeted
lipidomic  analyses, including endocannabinoids,
sphingolipids, ceramides, glycerophospholipids, and
oxylipids to evaluate the contribution of lipid allostasis
in the etiopathology of PD-associated pain and sen-
sory loss.

1

GLCCER

AND LOW ANANDAMIDE IN

Methods

Study Objectives and Design

The first and second parts of the study were done
successively and included 2 separate populations of PD
patients, one from Israel, where GBA1 mutations are
highly prevalent®” and one from Frankfurt, Germany,
and 2 sets of healthy controls botrh recruited in
Frankfurt.

The first exploratory pilot part compared plasma
levels of bioactive lipids of Israeli PD patients (85 men,
43 women; mean age = SD, 69 = 25 years; range, 45—
87 years) with 224 young healthy controls (72 men,
152 women; 28 = 8 years; range, 18-56 years). Samples
of PD patients and controls were analyzed in successive
analytical sessions. QSTs for thermal parameters were
performed in PD patients only. The normalization of
QSTs to age and sex*” pointed to sensory losses.

The second study used the experiences of the explor-
atory pilot study and addressed its shortcomings in
terms of age differences, QST settings, and preanalytical
procedures. The second part compared sensory func-
tions according to standardized QSTs in an accredited
QST laboratory by a certified investigator, and lipids
were studied more extensively with up-to-date technol-
ogy in a quality management-regulated laboratory. This
part comprised 50 PD patients (34 men: 68 = 8 years;
range, 50-79 years; 16 women: 64 = 9 years; range,
51-79 years) and 50 age-matched healthy controls (25
men: 65 =9 years; range, 51-79 years; 25 women:
61 = 7 years; range, 50-79 years), who were recruited
consecutively within 1 year. The sex distribution reflects
a higher prevalence of PD in males. The sample size
was estimated on endocannabinoid results of cohort 1
using a power of 80% and o error of 0.05. The samples
were collected, preprocessed, and analyzed according to
standard operating procedures. The primary statistical
analyses are based on the optimized second part of the
study.

The studies were approved by the respective institu-
tional ethics committees, and all patients and controls
signed an informed consent form to participate in the
study. Data acquisition and blood sample collection
adhered to the Declaration of Helsinki. Detailed infor-
mation about patient recruitment and assessment of
pain and sensory functions are provided as the supple-
mentary file Supplementary Methods_Pain and QST.
Demographic data are provided in Supplementary
Tables 1A-D (Excel file).

PD-PAIN

Pain Assessment and Quantitative Sensory
Testing
Patients were interviewed using a structured question-

naire. Items included demographic and clinical data
including age, sex, ethnicity, disease duration and
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course, comorbidities, and medication including analge-
sics. Patients were asked if they experienced pain and if
yes, to describe the location, distribution, intensity (on
a scale of 0-10, where zero is no pain and 10 is
extreme pain) during rest and during movement, qual-
ity, duration (hours per day), and time of onset in rela-
tion to the motor symptoms, and first diagnosis of PD.
The patients also filled the short McGill questionnaire
(Israel) or the Brief Pain Inventory (Germany) for evalu-
ation of pain intensity and the Pain Detect question-
naire (Germany) for detection of neuropathic pain.*!
Based on interview and questionnaires, pain was cate-
gorized as musculoskeletal, central, or radicular/neuro-
pathic pain and dystonic/dyskinetic pain. Participants
with 1 or more of these types were considered positive
for PD-related pain.®!>%

Quantitative sensory tests (QSTs)*>*** were per-
formed to assess somatosensory manifestations of PD
including small-fiber neuropathies.** Subjects were
instructed and tested according to standardized proto-
cols in a comfortable position in a quiet room. During
QST sessions, the skin of the dorsum of the hand or
foot of the right or left side was tested. Because the first
study did not reveal significant side differences, subse-
quent QST studies in the Frankfurt population were
done on the hand and foot dorsum of the most affected
side. If there was no side difference, the side was ran-
domly chosen as in the control group. For patients with
response fluctuations, QST was assessed during the ON
period.

The standardized QST battery according to the Ger-
man Research Network on Neuropathic Pain proto-
col®®  begins with the determination of thermal
thresholds for perception and then for pain, followed
by mechanical thresholds and vibration detection. The
QST procedures can be chronologically listed as fol-
lows. Cold and warm detection thresholds (CDT,
WDT), number of paradoxical heat sensations (PHSs)
during testing of thermal sensory limen (TSL), cold and
heat pain thresholds (CPT, HPT), mechanical detection,
and pain thresholds, vibration detection threshold
(VDT), and pressure pain threshold.*>*® Owing to the
age and condition of our patients, testing of dynamic
mechanical allodynia and windup ratio were left out.
Hence, the set consisted in each nine parameters for
hand and foot. Detailed descriptions of the stimuli are
provided in Supplementary Methods — Pain and QST.

Analysis of Lipid-Signaling Molecules

Blood  samples  were  collected in  K;-
ethylenediaminetetraacetic ~acid tubes (Microvette
Sarstedt), kept on ice, and centrifuged in a tabletop cen-
trifuge (Eppendorf) at 2000g and 4°C for 10 minutes
within  15-20 minutes. Plasma aliquots were

immediately frozen after centrifugation and kept at
—80°C until analysis.

Bioactive lipids including sphingolipids and
ceramides, lysophosphatidic acids, endocannabinoids,
eicosanoids (oxylipids), and pterins were analyzed in
plasma by liquid chromatography—electrospray ioniza-
tion—tandem mass spectrometry as described in detail in
reference 47. The analytical methods were optimized
on the basis of methods reported in our previous stud-
ies.*¥52 Detailed analytical protocols are provided in
Supplementary Analytical Protocols, which have been
deposited at BioSciences with the accession S-BSST389
and are an updated version of the protocols in reference
47.

Data Analysis and Statistics

Lipid concentrations are presented as scatterplots
with mean = standard deviation (SD) or box-scatter
plots, in which the box is the interquartile range, the
whiskers show minimum to maximum, and the line is
the median. Data were analyzed with SPSS 25, Origin
Pro 2020, and GraphPad Prism 8.0. The frequency dis-
tributions of lipids were fitted according to Gauss cur-
ves, log-Gauss curves, or the sum of 2 Gauss curves,
based on the best-fit values. Normality of distribution
was assessed with the Shapiro-Wilk test and Anderson-
Darling test and quantile-quantile plots, and variances
with the Levene’s test. For Volcano plot analyses, lipid
concentrations were log2-transformed.

QST data were normalized to the respective age, site,
and sex-dependent reference values using a reference
database.”® Thresholds are log-transformed, except for
CPT and heat pain threshold (HPT), and then trans-
formed to z scores. Raw QST thresholds are provided
as Supplementary Table 2 (supplementary Excel file).
Thresholds of patients and controls >70 years for
whom reference data are not available were normalized
to the reference values of the 60- to 70-year class. Vol-
cano plots compared the z score differences between
patient and control groups versus the —logP value of
the ¢ test.

For multivariate analyses, lipid data (linear concen-
trations) were normalized to the mean of the healthy
control group because lipids of different classes differ
by several orders of magnitude. The ratios were used
for further analyses. Canonical discriminant analysis
(CanDisc) and partial least-squares analysis were used
to reduce the dimensionality and identify the factors,
which discriminated the best between groups. Group
(HCs versus PD patients), sex, age, body mass index
(BMI), pain intensity, type of pain, and medication
were considered independent factors. CanDisc was used
to assess the predictability of group membership. It was
performed without and with bootstrapping, the latter
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FIG. 1. Quantitative sensory tests of PD patients and healthy controls. (A) Notched box-plot z scores of QST results of 50 healthy controls, 50 PD
patients from Germany, and 128 PD patients from Israel. The QST results were normalized with QST reference data for age class and sex. Non-
normalized thresholds are presented in Supplementary Table 2. The notched box shows the interquartile range, the line is the median, the whiskers
show the 10%-90% percentile, and the dots are outliers. Z scores were submitted to 2-way ANOVA for QST-parameter x group for hand and foot sep-
arately. Groups were subsequently compared per t tests for each QST parameter using an adjustment of alpha according to Sidak. Asterisks indicate
significant differences between groups (adjusted *P < 0.05, ***P < 0.001). (B) Volcano plot showing the z-score difference of QST data (x axis) versus
the negative logarithm of the P value (y axis) comparing 50 PD patients with 50 healthy controls. (C) Frequency distribution of paradoxical heat in 50
PD patients versus 50 healthy controls showing a strong increase of paradoxical heat pain (score 3) in PD patients on cold stimulation of the foot. Fre-
quencies were compared with chi-square statistics, P < 0.0001. (D) Canonical discriminant analysis of QST z scores. The 2-D scatter plot with 95% CI
ellipses shows the scores (CanDisc) for the first 2 discriminant factors. The dots represent 50 healthy controls (25 male, 25 female) and 50 PD patients
(34 male, 16 female) form Germany. (E) Frequency distribution of ratings for average pain intensity and quality of life (QLife) impairment (ordinal VAS
from 0 to 10: 0 = no pain/no QLife impairment; 10 = extreme pain/extreme QLife impairment) and for sensory functions, obtained as a summed QST z
value in 50 PD patients versus 50 healthy controls. Chi-square statistics for VAS pain and quality of life (QLife), and confidence intervals (Cl) of a
Gausssian fit for sensory loss using combined female and male data. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIG. 2. Polar plots of plasma lipids. (A) Polar plots show the means of
normalized lipids (percentages of the mean of the respective healthy
control group) of targeted lipid analyses in 50 German PD patients ver-
sus 50 age matched German healthy controls (HCs). (B) Polar plots
show the means of normalized lipids (percentages of the mean of the
respective healthy control group) of 128 Israeli PD patients versus 224
young German healthy controls. Increased lipids are highlighted in red,
reduced lipids in blue. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

using a stratified random-sampling approach consider-
ing sex and age and 100 iterations.

Plasma concentrations were compared between
groups using univariate or 2-way analyses of variance
(ANOVA) or ¢ tests according to the data subgroup
structure and distribution. In case of violations of nor-
mality and log-normality, nonparametric tests were
used (Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis). Age, sex,
BMI, and visual analogue scale (VAS) ratings for pain
intensities (from 0 = no pain to 100 = extreme pain)
were introduced as covariates, and if significant, further
analyses of group differences were performed. For

example, 2-way ANOVAs compared group X sex,
group X pain, and group X sensory loss. In case of sig-
nificant results of ANOVAs, groups were mutually
compared using ¢ tests, The P values were adjusted
according to the procedures of Dunnett (versus 1 con-
trol group) or Siddk. Further analyses consisted of y*
statistics for nominal data and linear regression ana-
lyses. The a level was set at 0.05 for all comparisons,
and asterisks in the figures refer to multiplicity-adjusted
P values.

Data Availability Statement

All data generated or analyzed during this study are
included in the article and its supplementary informa-
tion files or have been deposited to BioStudies, which
are available via the accession number S-BSST389.

Results

Similar Frequency of Chronic Pain in Israeli and
German PD Patients

Comparisons of demographic data including age, sex,
disease duration and severity, medication, analgesics,
and pain ratings (Supplementary Tables 1A-D) show
that key parameters are very similar in both PD
populations. The average age in the German PD group
was 66.8 years, and the Hoehn and Yahr scale was 2.5.
Israeli patients were 69 years old and had a mean
UPDRS of 25. Two-thirds of PD patients were male (34
men, 16 women German PD; 85 men, 43 women Israeli
PD). Chronic PD-associated musculoskeletal, neuro-
pathic, or dyskinetic/dystonic pain was prevalent in
74% of German and 66% of Israeli PD patients. Age-
matched healthy controls with a mean age of 63 years
reported chronic pain in 40%. Half the PD patients
(51%) with chronic pain received analgesic medica-
tions, whereas 80% of the controls with pain got anal-
gesics. Pain medication included opioid and nonopioid
analgesics, benzodiazepines for muscle pain, pregabalin
and similar antiepileptic agents, antidepressants, and
medical cannabis, the latter only in Israeli patients
(medications summarized in Supplementary Table 1B;
Association of Medication with Lipids in Supplemen-
tary Table 4).

Sensory Loss in PD Patients

The predominant QST phenotype of PD patients
was a loss of thermal cold and warm sensation and
vibration detection, particularly of the feet accompa-
nied by mechanical pain hypersensitivity, which was
stronger on hands than feet (Fig. 1A,B; descriptive
QST results in Supplementary Table 2). The sensory
phenotype — loss of thermal sensation plus mechani-
cal hypersensitivity — agrees with QST phenotypes of
small- or mixed-fiber sensory neuropathies according
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FIG. 3. Volcano plots of plasma lipids and multivariate analyses of lipids versus pains and PD scores. (A) Volcano plots showing the log2 difference of
lipid concentrations (x axis) versus the negative log10 of the P value (y axis) comparing 50 PD patients versus 50 healthy controls. Lipids reduced or
increased in PD appear on the left or right side of the y axis, respectively. A difference of —logP > 2 was considered significant. (B) Score plot of canon-
ical discriminant analysis using plasma lipids as input. The 2-dimensional scatterplot with 95% Cl ellipse shows the scores (CanDisc) for 2 discriminant
factors. The dots represent 50 healthy controls (25 male, 25 female) and 50 PD patients (34 male, 16 female) form Germany. Normalized lipid ratios
were used as input. (C) Three-dimensional (3-D) scatterplot of pain intensity ratings (from no pain = 0 to extreme pain = 1) versus the most prominent
glucosylceramides, Glc18:1 and Glc24:1, transformed to ratios versus the mean of controls. (D-F) 3-D scatterplots of the first discriminant factors for

QST (x axis) and for plasma lipids (z axis) versus the Hoehn-Yahr score, VAS pain intensity, and sensory loss z score, each on the y axis. [Color figure
can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

to Vollert et al.>* The loss of thermal sensation was QST data, canonical discriminant analyses separated

accompanied by PHS and paradoxical heat pain on PD patients from controls and men from women,

cold stimulation of the feet (Fig. 1C). Based on the however with overlapping confidence intervals
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[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

(Fig. 1D). A left shift of the frequency distribution of
summed QST z scores revealed the sensory loss, and
a right shift of the frequency distributions of VAS
pain ratings revealed more pain, both stronger in

and 2.

T Range within 1.5IQR
— Median Line

= Mean

= Subjects

male PD patients than in female PD patients (Fig. 1E).
Further analyses of the QST data and distributions of
QST z scores are provided in Supplementary Figures 1
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Anandamide Deficiency and Glucosylceramide
Accumulation in PD

Motivated by the association of PD pain with FAAH
polymorphisms and by the associations of PD inci-
dence, disease onset, and course with GBA1 mutations,
we analyzed plasma lipidomic profiles, which are pres-
ented as polar plots (Fig. 2A,B, German and Israeli
patients, respectively). Detailed raw and transformed
data are presented as Supplementary Figures 3 and 4,
and descriptive lipid statistics are shown in
Supplemenetary Table 3 (Excel file). PD patients had
reduced plasma levels of anandamide compared with
age- and sex-matched healthy controls. All endo-
cannabinoids tended to be reduced. In contrast,
glucosylceramides (GlcCers) were strongly increased in
PD patients. In addition, PD patients had low levels of
polyunsaturated lysophosphatidic acids (LPA18:2,
LPA20:4) and of omega oxylipids
(dihydroxyeicosatrienoic acid [DHET] species). The
changes of the lipid profile were consistent in both
populations of PD patients (Fig. 2A,B and Supplemen-
tary Figs. 3 and 4). An additional increase in non-
glycosylated ceramides was only observed in Israeli PD
patients compared with young healthy controls, likely
owing to raising plasma ceramide levels on aging®” or
owing to a higher prevalence of GBA1 mutations in
Israel. The most robust and reproducible alterations
were a loss of anandamide, loss of lysophosphatidic
acid, LPA20:4 and increase of all glucosylceramides,
and these candidate lipids were also revealed in Vol-
cano plots (Fig. 3A). Canonical discriminant analysis
using lipids as input clearly separated PD patients from
healthy controls (Fig. 3B), and in particular, high levels
of GlcCers were associated with higher pain intensity
ratings (Fig. 3C). Three-dimensional (3-D) plots of Can-
Disc scores versus Hoehn & Yahr (Fig. 3D) or with
summed QST parameters (Fig. 3E,F) suggested an asso-
ciation of Hoehn & Yahr with sensory loss, and of lipid
allostasis with pain and with sensory loss (Fig. 3E,F).
Corresponding 3-D plots of the Israeli PD population
are shown in Supplementary Figure 5. Analysis of medi-
cation subgroups receiving or not receiving anti-
parkinsonian medication did not reveal significant
effects for specific drugs or the number of different
drugs (Supplementary Table 4, Excel file). Nine patients
receiving 4 or 5 different drugs had particularly high
GlcCer18:1 levels (significant at P < 0.05), associated
with the highest Hoehn & Yahr scores, hence pointing
to serious disease courses.

Associations of Lipid Profile Changes With
Pain and Sensory Loss
To assess further the relevance of specific lipids for

pain, pain type, and sensory loss, we used a binominal
categorization of patients with/without pain or with/

without sensory loss, the latter based on summed QST
z scores. The observed lipid changes (GlcCer increase;
anandamide (AEA), DHET, and LPA20:4 reductions)
appear to be stronger in patients with sensory loss
(Figs. 4 and §), but occur in patients with and without
pain, with some differences between male and female
patients (Supplemental Fig. 6), and the lipid alterations
tend to depend on the type of pain (Supplemental
Fig. 7). Patients with neuropathic pain and dyskinetic
pain had higher GlcCer and lower AEA than patients
without pain or patients with musculoskeletal pain.
The subgroup analysis points to a pathophysiologic
role, particularly of high GlcCer and low AEA and low
LPA20:4, for the development of PD-associated sensory
neuropathies. This conclusion is further supported by
linear regression analyses of lipid concentrations versus
summed QST scores, CDTf + WDTf + TSLf + VDTf
for sensory loss (Fig. 5; “f” for foot) and HPTh +
MPTh + MPTT for pain (Supplementary Fig. 8; “h” for
hand). Indeed, there was a linear relationship with sen-
sory loss: the lower the AEA or LPA20:4 and the higher
the GlcCer, the stronger was the sensory loss (low QST
z score; Fig. §). There was no such association with the
summed QST score for pain (Supplementary Fig. 8).

Discussion

The encoding of noxious stimulus intensity and
unpleasantness consists in sensory-discriminative, affec-
tive, and cognitive dimensions of pain, and numerous
studies have investigated possible causes for pain in PD,
mostly searching for alterations of central circuits.
Chudler et al suggested that the basal ganglia constitute
a gate for regulation of nociceptive information
processing.>® Indeed, abnormal pain processing in PD
was confirmed by several electrophysiology studies
measuring somatosensory-evoked potentials,'”*¢28-5¢
or blood-oxygen-level-dependent (BOLD) signals in
functional imaging studies.'®?> We show here that PD
also causes somatosensory dysfunction, mainly loss of
thermal sensation coupled with mechanical hypersensi-
tivity, pointing to sensory PD-associated poly-
neuropathy, in agreement with previous reports.?”>”
The predominant QST phenotype was loss of thermal
sensation with paradoxical heat pain. Somatosensory
or autonomic neuropathies often cause burning and vis-
ceral pain, irrespective of sensory losses, and they con-
tribute to muscle pain, likely including PD-associated
back pain. Indeed, central muscle pain syndromes like
fibromyalgia were proposed to arise from small-fiber
neuropathies in subsets of patients,’®*® supporting the
view that musculoskeletal pain not only originates from
rigidity but is contributed by alterations of somatosen-
sory input from the periphery. It is presently unknown
why  sensory  neurons  including  olfactory,
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somatosensory, and autonomic sensory neurons are
particularly vulnerable to the pathophysiology of PD,
which is believed to arise from pathological protein
aggregates, inefficient protein waste removal, and dys-
functional mitochondria. It is important to note that
the peripheral nervous and the olfactory systems have
been suggested as starting points for the spreading of
a-synuclein. 6062

Our lipidomic studies reveal that QST readouts of
sensory loss and pain intensity ratings are associated
with low levels of endocannabinoids and elevated
levels of glucosylceramides, to name the most promi-
nent lipid derangements. These associations do not
establish causality, but in combination with the
known clinical benefit of cannabis”'™®* and the high
prevalence of GBA1 mutations in PD,>***%5 and the
reproducibility in 2 very different cohorts argue for a
pathogenic role of these lipids for PD-associated sen-
sory neuropathies and pain. Indeed, cannabinoids are
neuroprotective  in  models of  MPP + -evoked
Parkinson’s disease in rodents,’® and loss of ananda-
mide in dorsal root ganglia on sciatic nerve injury is
associated with nociceptive hypersensitivity,®”>*® which
also occurs in mice deficient of the cannabinoid-1
receptor specifically in somatosensory neurons.®” The
data point to a prominent function of anandamide in
Sensory neurons.

From a mechanistic viewpoint, it is presently
unknown how high levels of glucosylceramides affect
sensory neurons, but there is strong evidence that low
activity of the GlcCer-metabolizing enzyme GBA1
increases the toxicity of a-synuclein.’**%77* Impor-
tantly, low GBA1 activity has been observed in PD
patients carrying or not carrying GBA1 mutations,””
suggesting that a loss of GBA1 activity is highly preva-
lent in PD and possibly contributes to the development
or progression to PD-associated sensory neuropathy.”*
Indeed, we found similarly elevated levels of
glucosylceramides in both our patient populations,
although known GBA1 mutations are frequent in
Jews’®”” but rare in German PD patients. Accumula-
tion of glucosylceramides in lysosomes may result in
defects of lysosomal trafficking”®”® membrane leaks
and possibly expelling of GlcCer-laden lysosomes,
which would explain high extracellular levels in
plasma. We previously showed in PD mice that
ceramides and glucosylceramides are strongly increased
in the olfactory bulb,®° that is, a site from which a-syn-
uclein spreading may originate.>*>"81:32 Pathologically
high levels already occurred at the age of about 6
months when these mice were still asymptomatic in
terms of PD-associated motor dysfunctions.®® Based on
the functional GBA1 evidence provided in a number of
in vitro studies, it may be speculated that
glucosylceramides are not only markers of but function-
ally relevant factors in the development and progression
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of PD-associated sensory neuropathies and PD-associ-
ated pain.

Our first exploratory study had some limitations in
terms of ages and differences in preanalytical sample
handling and the availability of deuterated analytical
standards. Absolute lipid levels were therefore not all
directly comparable between the Israeli and the Frank-
furt PD populations. However, the major findings for
the key lipid candidates and QST alterations were con-
sistent and reproducible irrespective of the site where
and the time when the patients were recruited. Hence,
we  concluded that anandamide loss and
glucosylceramide accumulations are robust lipid mani-
festations of the disease. The similarity of the PD-asso-
ciated QST phenomena with sensory neuropathies in
metabolic diseases suggests that glucosylceramides may
have a broader pathogenic role in the metabolic dam-
age of sensory neurons, supported by studies showing a
glycosphingolipid-dependent increase in insulin resis-
tance in diabetes®® and of obesity-evoked inflamma-
tion.®* Importantly, both anandamide loss and
glucosylceramide accumulation are theoretically amena-
ble to available medication, anandamide via cannabis
and glucosylceramides via GBA1 refolding, enzyme
replacement, or substrate depletion. Hence, it is con-
ceivable that patients with PD-associated sensory losses
and pain would benefit from Gaucher-directed
treatments.

In summary, we have shown that both PD patients
suffering and not suffering from chronic pain have QST
alterations pointing to sensory neuropathies with loss
of thermal sensation and mechanical hypersensitivity,
which are associated with lipid derangements, most
prominently with loss of anandamide and accumulation
of glucosylceramides, supporting the recent concept of
a GBA1-directed treatments. @
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8. Darstellung des eigenen Anteils

In der Studie "High glucosylceramides and low anandamide contribute to sensory loss

and pain in Parkinson’s Disease” umfasste mein Aufgabenbereich:
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Aufklarung tiber den Studienablauf

Klinisch neurologische Untersuchung

Quantitative sensorische Testung

Blutentnahme

Zentrifugation und Vorbereitung der Blutproben zur weiteren Analyse
Erstellen der Analysenauftrage

Dokumentation der Patientendaten

Erstellen und Eintragen der demographischen und QST Daten in eine Exceltabelle

Umwandlung der QST Schwellen in z-Scores
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