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Einleitung 1

1  Einleitung

11 Parkinson-Krankheit

Die Parkinson-Krankheit (Parkinson’s disease, PD) ist durch eine progredient verlaufende
Degeneration  des  extrapyramidal-motorischen ~ Systems  gekennzeichnet.  Die
idiopathische/ptimire PD (idiopathic parkinson’s disease, iPD) macht ca. 75 — 90 % der Fille
aus. Die Ursache der iPD ist bis heute weitestgehend ungeklart. In etwa 5 — 10 % der Fille
finden sich familidre Formen der PD mit monogenetischem Erbgang. Die Erblichkeit betrigt
etwa ca. 20 — 27 %. Die sekundire/symptomatische PD kann diverse Ursachen haben:
Medikamente, Tumoren, Traumata, Intoxikationen, Entziindungen, Gefillerkrankungen,
metabolische  Alterationen. Die atypische PD entsteht im Rahmen anderer
neurodegenerativer Erkrankungen, wie der zu den Tauopathien gehérenden progressiven
supranukledren Blickparese, der Multisystematrophie (MSA), der Lewy-Koérper-Demenz
(Dementia with lewy-bodies, DLB) und der kortikobasalen Degeneration (Payami et al. 1994; De
Michele et al. 1995; 1996; Marder er al. 1996; Farrer 2006; Sellbach et al. 20006;
Wood-Kaczmar et al. 2006; Hawkes et al. 2007; DGN-Leitlinie 2016; Lesage und Brice 2009;
Do et al. 2011).

1.11 Epidemiologie

Die iPD ist nach der Alzheimer-Krankheit (A/zheimer’s disease, AD) die zweithdufigste
neurodegenerative Erkrankung. Das Lebenszeitrisiko liegt bei ca. 2 — 2,5 % (Schapira 2000).
In Abhingigkeit von der Studienpopulation liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter
zwischen dem 55 — 65. Lebensjahr (Dauer und Przedborski 2003; Twelves et al. 2003; Driver
et al. 2009). Die Diagnosestellung erfolgt im Allgemeinen erst nach dem 60. Lebensjahr
(Lesage und Brice 2009). Nur bei etwa 5 — 10 % der Patienten zeigen sich die Symptome
bereits in Abhingigkeit von der Studienpopulation vor dem 40 — 50. Lebensjahr. Diese
Sonderform der Erkrankung wird als young-onset Parkinson's disease klassifiziert (Lang und
Lozano 1998a).

1.1.2  Atiologie

Das SNCA-Gen (PARKI locus) war das erste Gen, das eindeutig in Verbindung mit der
autosomal-dominant vererbten PD gebracht wurde. Darauffolgend wurden achtzehn weitere
mit der PD assoziierte Genloci (PARK1 - 18) benannt. Sechs einem PARK-locus
zugeordnete Einzelgenmutationen (SNCA, LRRK2, PARKIN, DJ1, PINKT7 und ATP13A2)
mit mendelschem Vererbungsmuster und hoher Penetranz wurden als Ursache mono-

genetischer Formen der PD identifiziert (Polymeropoulos et al. 1996; 1997; Farrer 20006;
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Schapira 2006; Bekris et al. 2010; Mullin und Schapira 2015). Die Einzelgenmutationen sind
jedoch relativ selten und tragen allenfalls einen marginalen Anteil zur Epidemiologie der PD
bei (Farrer et al. 1998; Vaughan et al. 1998; Chan et al. 2000; Mullin und Schapira 2015).

Ferner scheinen gesteigerte SNCA-Expressionslevel die Wahrscheinlichkeit zu erkranken zu
erhohen. Polymorphismen des SNCA-Promotors sowie genomische Multiplikationen des
SNCA-locus wurden in Verbindung mit der familidren PD gebracht (Touchman et al. 2001;
Singleton et al. 2003; Farrer et al. 2004).

Man geht heute davon aus, dass die PD von multiplen Faktoren verursacht wird, darunter
polygenetische Vererbung, Gen-Umwelt-Interaktion sowie Alterungsprozesse (Tanner 2003;
Bekris et al. 2010; Mullin und Schapira 2015).

Neben den endogenen Ursachen haben etliche Studien den potentiellen Einfluss exogen
toxischer  Einfliisse  offengelegt.  Das  Neurotoxin  1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin  (MPTP) bedingt einen programmierten Zelltod dopaminerger
Nervenzellen sowie eine charakteristische progredient verlaufende PD-Klinik (Burns et al.
1983; Langston et al. 1983; Salach et al. 1984; Javitch et al. 1985; Nicklas et al. 1985; Singer
et al. 1986). Daneben wurden Herbizide und Pestizide als ursichliche Faktoren in der

Pathogenese der Erkrankung beschrieben (Schapira 20006).

Daneben werden Inhibitoren des proteasomalen Funktion, inflammatorische
Verinderungen der Substantia nigra sowie weitere exogene Faktoren (u. a. Nikotin-
/Koffeinkonsum) mit der Atiologie der PD in Verbindung gebracht (McGeer et al. 1988;
1996; Boka et al. 1994; Hunot et al. 1999; in t'Veld et al. 2001; Chen et al. 2003; McNaught
et al. 2000).

Eine mitochondriale Dysfunktion, oxidative Schidigungen, Proteinaggregation sowie
Defizite der Proteindegradation scheinen entscheidende Faktoren in der Pathogenese der
PD zu sein (Schapira 2006; Bekris et al. 2010).

1.1.3 Pathogenese

Traditionell wurde die progressive Degeneration dopaminerger Neurone der Substantia nigra
im fortgeschrittenen Stadium als pathophysiologisch entscheidende Komponente der PD
angesehen. Die Dopamin-Depletion bedingt vermutlich ein durch die Neurotransmitter
Gamma-Aminobuttersdure sowie Acetylcholin vermitteltes Ungleichgewicht der Funktion
der Basalganglien und konsekutiv eine Suppression des kortikalen motorischen Systems. Die
hemmende Wirkung auf die Regulation der Bewegungsablidufe erklirt wahrscheinlich die
Entstehung der motorischen Kardinalsymptome der PD. Andererseits fihrt die Inhibition

absteigender Projektionsbahnen des Hirnstamms vermutlich zu den mit der PD assoziierten
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Verinderungen des Gangbildes und der Haltung (Lang und Lozano 1998b; George et al.
2013; Benazzouz et al. 2014; Jellinger et al. 2015).

Die durch Braak et al. postulierte Dual-hit-Hypothese geht von der Inhalation eines
unbekannten neurotropen Umweltpathogens aus. Die Pathologie manifestiere sich initial in
Strukturen der Nase sowie, nach Verschlucken des nasalen Schleims, im Darm. Nach
Uberwindung der Epithelschicht wiirde das Pathogen entlang von Projektionsneuronen von
der Riechschleimhaut zum Temporallappen und retrograd von der Darmschleimhaut entlang
des Nervus vagus (n.X) zum Gehirn transportiert. Involviert seien entsprechend der
Hypothese in frithen Stadien postganglionire enterische Nervenzellen und priganglionire
Fasern viszeromotorischer Neurone. Von pathologischen Verinderungen seien weiterhin
parasympathische Kerngebiete, sympathische Ganglien, vegetative Nervengeflechte und
diverse andere Organe betroffen. Im Gehirn beginne der Prozess im motorischen Kern des
Nervus vagus und Nervus glossopharyngeus und breite sich aufsteigend tber das Mittelhirn
in kaudorostraler Richtung schliefilich ins Vorderhirn aus. Die relevanten Strukturen seien
tber Faserstringe eng miteinander verbunden (Braak et al. 2002; 2003a; 2003b; 2004; Del
Tredici et al. 2002; Hawkes et al. 2007; 2009).

SNCA-Ablagerungen konnten im Bereich des Plexus submucosus sowie Plexus myentericus
des enterischen Nervensystems (ENS) vom Osophagus bis zum Rektum bereits vor dem
Auftreten motorische Defizite nachgewiesen werden. Ferner wird die Pathologie im Bereich
der Substantia nigra regelmifBig von umfangreichen Schiden diverser zentral- und
periphernervoser  Strukturen begleitet. Daraus schlussfolgernd sind  zentralnervése
Strukturen moglicherweise erst im Anschluss an die Aszension der Pathologie tber
periphernervése Strukturen betroffen (Wakabayashi et al. 1988; 1993; Braak und Braak 2000;
Braak et al. 2003b; 2006b; Lebouvier et al. 2009; Beach et al. 2010; Derkinderen et al. 2011).

Aus heutiger Sicht handelt es sich bei der PD um eine Multisystemerkrankung im Rahmen
derer pathologische Prozesse topographisch sowie chronologisch vorbestimmt neben dem
nigrostriatalen System diverse Strukturen des zentralen, peripheren sowie enterischen
Nervensystems involvieren und neben motorischen Defiziten Beeintrichtigungen des
limbischen und autonomen Nervensystems bedingen. Die selektive Anfilligkeit bestimmter
Neuronentypen ergibt ein distinktes, bilateral symmetrische Muster assoziierter
histopathologischer Verinderungen (Braak und Braak 2000; Braak et al. 2003b; Braak und
Del Tredici 2004; Beach et al. 2010; Jellinger 2015).

1.1.4 Histopathologie

Histopathologisches Kennzeichen der PD sind charakteristische zytoplasmatische
Einschlusskorperchen in der Nihe des Zellkerns, sog. Lewy-Korper (Lewy bodies, LB).

Filamentose sowie feingranulire Proteinablagerungen bilden einen dichten Kern welcher
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von radidr angeordneten Filamenten umgeben ist. Die Hauptkomponente der LB bildet das
synaptische Protein SNCA. LB sind vornehmlich im Bereich von Pradilektionsstellen der
Neurodegeneration (Hirnstamm, Substantia nigra, LLocus coeruleus) nachzuweisen (Lewy
1912; 1914; Dufty und Tennyson 1965; Roy und Wolman 1969; Spillantini et al. 1997; Baba
et al. 1998; Spillantini und Goedert 2000; Braak et al. 2006b; Wakabayashi et al. 2007).

Neben den LB sind ferner degenerativ verinderte Zellfortsitze mit identischem
immunhistochemischem Firbeprofil (sog. Lewy-Neuriten), extrazellulire LB, gliale SNCA-
Einschliisse sowie eine reaktive Gliose im Bereich der Substantia nigra kennzeichnend
(McGeer et al. 1988; Wakabayashi et al. 1992; 2000; 2013; Spillantini et al. 1997; Arai et al.
1999; Spillantini und Goedert 2000; Hishikawa et al. 2001; Piao et al. 2003; McGeer und
McGeer 2008).

Insbesondere in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung kénnen mit der AD assoziierte

und/oder vaskulire Verinderungen hinzukommen (Emre 2003).

1.1.5 Klinik

Die motorischen Kardinalsymptome der PD sind Brady-/Akinese, Rigor, Tremor sowie
posturale Instabilitit. Charakteristisch sind Bewegungsverlangsamung bis hin zur
Unbeweglichkeit, Bewegungsarmut, ein eingeschrinkter Bewegungsumfang sowie eine
Verringerung von Spontanbewegungen. Die Planung, Initiierung und Ausfiihrung von

Willkiirbewegungen ist erschwert und verzogert.

Typische Kennzeichen motorischer Defizite sind ein kleinschrittiges und schlurfendes
Gangbilds mit vorgeneigter Haltung im Bereich der Hals- und Rumpfwirbelsiule mit
angewinkelten Armen und Beinen, verlangsamte oder fehlende Gleichgewichtsreflexe und in
Folge posturale Instabilitit, plotzliche kurze Bewegungsblockaden (sog. fieezing), ein
ruckartiges Nachgeben bei passiver Gelenkbewegungen basierend auf einer Tonuserhéhung
des Gelenkmuskulatur (sog. Zahnradphinomen), der fiir die PD charakteristische sog.
Pillendreher-Tremor der distalen Extemititen, Hypomimie, Mikrographie, eine leise und
monotone Sprache, eine Beeintrichtigung des Schluckvorgangs. Die Klinik der PD beginnt
typischerweise einseitig und bleibt meistens seitenbetont (Berardelli et al. 2001; Giladi et al.
2001; Hoehn und Yahr 2001; Jankovic 2008; Goetz et al. 2008).

Zu den fir die PD typischen autonomen Dysfunktionen zihlt eine orthostatische
Hypotension, Stérungen der Thermoregulation, eine vermehrte Talg- und
Speichelproduktion, Obstipationsneigung, Harn- und Stuhlinkontinenz sowie erektile

Dysfunktion.

Typische kognitive Defizite dullern sich in Form von Verlangsamung, Stérungen des

logischen Denkens, Aufmerksamkeits- und Sprachstorungen, Defiziten der visuelle-
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rdaumlichen Funktion sowie Gedichtniseinbullen. Etwa 80 % der PD-Patientin entwickeln
im Krankheitsverlauf eine dementielle Symptomatik (Parkinon’s disease with dementia, PDD)
mit schleichendem Beginn und langsamer Progression. Bei der PDD tritt die Demenz, im
Gegensatz zur DLB, erst mindestens ein Jahr nach bestehender PD-typischer Symptomatik
auf (sog. ,Ein-Jahres-Regel”). Angst- und Schlafstorungen, Depression, Apathie,
Halluzinationen, Psychosen sowie die Manifestation abnormer Verhaltensweisen sind
typische neuropsychiatrische Komorbidititen. Weiterhin zeigen PD-Patientin regelmal3ig
sensorische Verinderungen in Form von Hyposmie, Dysisthesie und Schmerzen (Mayeux
et al. 1992; Hoehn und Yahr 2001; Emre 2003; Aarsland et al. 2005; McKeith et al. 2005;
Emre et al. 2007; Jankovic 2008; Munhoz et al. 2015; AWMF-Leitlinie 2010).

Die PD schreitet progredient voran und zeigt typischerweise einen stadienhaften Verlauf,
wobei nicht nicht-motorische Symptome den motorischen Kardinalsymptomen héufig viele
Jahre vorausgehen (Hoehn und Yahr 2001).

1.1.6 Diagnostik und Therapie

Basierend auf charakteristischen Merkmalen der PD mit hoher Sensitivitit und Spezifitit
wurden diagnostische Kriterien entwickelt, die eine Diagnosestellung zu Lebzeiten auch in
frihen Krankheitsstadien sowie eine Abgrenzung gegeniiber anderen mit einer Parkinson-
ahnlichen Symptomatik vergesellschafteten Erkrankungen ermdglichen sollten (Gelb et al.
1999; Gibb et al. 1988). Die UK Parkinson s Diease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria
gilt entsprechend der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie (DGN) zum
idiopathischen Parkinson-Syndrom als Goldstandart (DGN 2016). Zur Sicherung der
Verdachtsdiagnose muss neben Brady-/Akinese mindestens eines der drei weiteren
Kardinalsymptome (Rigor, Tremor, Akinese) zu beobachten sein. Die klinische
Diagnosestellung wird durch das Vorhandensein unterstiitzender Kriterien (einseitiger
Beginn, persistierende Asymmetrie und langsame Progression des Krankheitsverlaufs,
Ruhetremor, positives und anhaltendes Ansprechen auf Levodopa, choreatische
Dyskinesien) bestitigt. Das Vorliegen nicht-motorisches Begleitsymptome ist nicht
erforderlich.

Hinweise auf ein symptomatisches/sekundires Parkinson-Syndrom sollten ausgeschlossen

sowie die Méglichkeit genetischer Formen der PD hinterfragt werden.

Die Diagnose gilt dennoch erst dann als sicher, wenn postmortal fiir die PD charakteristische
histopathologische Kriterien (Neurodegeneration mit vergesellschafteter Gliose im Bereich
der Substantia nigra, der Nachweis mindestens eines LB im Bereich der Substantia nigra oder
des Locus coeruleus, Ausschluss pathologischer Verinderungen anderer Erkrankungen, die
mit einer der PD dhnlichen Symptomatik assoziiert werden) nachgewiesen werden kénnen
(Sandmann-Keil und Braal 2005).
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Zur Basisdiagnostik geh6ért neben einer klinisch-neurologischen Untersuchung die
Evaluation diagnostischer Kriterien entsprechend der Unified Parkinson s Disease Rating Scale
der Movement Disorder Society (Goetz et al. 2008) sowie die darin enthaltene Stadieneinteilung
nach Hoehn und Yahr 2001. Zum Ausschluss symptomatischer Ursachen sollte eine
strukturelle cerebrale Bildgebung erfolgen (kraniale Computertomographie, kraniale
Magnetresonanztomographie), die durch weitere bildgebende Verfahren (Positronen-
Emissions-Tomographie, Dopamin-Transporter-SPECT, MIBG-SPECT, transkranielle

Sonographie) in Einzelfillen erginzt werden kann.
Klinische Verlaufskontrollen sollten mindestens halbjihrlich erfolgen.

Eine genetische Beratung kann bei friher Krankheitsmanifestation vor dem 45. Lebensjahr

oder Hinweis auf familidre Hiufung erfolgen.

Auch aufgrund der bis heute nicht abschlieBend geklirten Ursache der PD steht keine kausale
Therapie zur Verfigung. Die Therapie sollte rechtzeitig, altersgerecht und effizient begonnen
werden. Je nach Alter, Erkrankungsdauer und sozialer Situation wird das Therapieziel
formuliert. Neben zahlreichen Medikamenten stehen operative Behandlungsverfahren in
Form einer tiefen Hirnstimulation sowie der Einsatz weiterer nicht medikamentoser
TherapiemaB3nahmen (u. a. Physiotherapie, Sprech-/Sprachtherapie, Ergotherapie, logopa-
dische Schlucktherapie, Verhaltens-/Psychotherapie) zur Verfiigung (DGN-Leitlinie 2016).

1.2  Lewy-Korper-Demenz

Die DLB ist eine neurodegenerative Demenz die zusammen mit der PD sowie der MSA zu

den mit SNCA-Aggregation-assoziierten neurodegenerativen Erkrankungen gezihlt wird.

1.2.1 Epidemiologie

Die DLB ist zusammen mit der PDD nach der AD vermutlich die zweithaufigste Ursache
fir die Demenz des dlteren Menschen. Diagnostische Unsicherheiten fiuhren zu
Schwierigkeiten der Erhebung der tatsichlichen Haufigkeit der Erkrankung. Die Privalenz
betrigt je nach Studienpopulation bei den tber 65-Jdhrigen in der Allgemeinbevolkerung bis
zu 0,5 %, bei den iiber 85-Jdhrigen etwa 5 %. Das entspricht einem Anteil von etwa 30 % an
allen Demenzpatienten. Eine Erstdiagnose der Erkrankung vor dem 65. Lebensjahr ist unge-
wohnlich (Holmes et al. 1999; Stevens et al. 2002; Rahkonen et al. 2003; McKeith et al. 2004,
Zaccai et al. 2005; Neef und Walling 2006; Vann Jones und O’Brien 2014; Walker L et al.
2015; Walker Z et al. 2015).
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1.2.2  Atiologie

Die Atiologie der sporadischen DLB ist bis heute weitestgehend ungeklirt. Man fiihrt die
Pathogenese dhnlich der PD auf ein multifaktorielles Geschehen zuriick. Die Beschreibung
familidarer Hiufungen mit autosomal-dominantem FErbgang deutet auf den FEinfluss
genetischer Faktoren hin. Molekulargenetische Untersuchungen ergaben Variationen im
SNCA-, .LRRK2-, GBA- sowie APOE-Gen. Ob diese seltenen Varianten verursachende
Mutationen oder lediglich Risikofaktoren darstellen bleibt unklar (Brett et al. 2002; Tsuang
et al. 2004; Bogaerts et al. 2007; Meeus et al. 2012; Hyun et al. 2013; Nalls et al. 2013; T'suang
et al. 2013; Bras et al. 2014; Walker L et al. 2015).

1.2.3 Histopathologie und Pathogenese

Das histopathologische Kennzeichen der DLB ist das weitverbreitete Vorkommen von LB
im Bereich des Cortex cerebri (Kosaka 1978; Katsuse et al. 2003). Daneben sind LB im
Bereich des limbischen Systems, des Diencephalons, der Basalganglien sowie des
Hirnstamms nachzuweisen. In Abhingigkeit vom jeweiligen Muster der LB-Ablagerungen
bzw. der Vulnerablitit bestimmter Hirnareale ergeben sich verschiedene Subtypen innerhalb
der untersuchten DLB-Fille (Kosaka et al. 1984; McKeith et al. 2003; 2005). Daneben
kéonnen  postmortem  hdufig  AD-typische  histopathologische  Verinderungen
(Amyloidplaques, neurofibrillire Tangles), vaskulire Verinderungen, neurodegenerative
Verinderungen des peripheren Nervensystems sowie gliale SNCA-Einschliisse
nachgewiesen werden. Angenommen wird ein synergistischer Effekt der Histopathologien
auf den klinischen Phinotyp (Kosaka et al. 1984; Arai et al. 1999; Piao et al. 2000; 2003;
McKeith et al. 2003; Edison et al. 2008; Jellinger et al. 2010; Gomperts et al. 2012; Meeus et
al. 2012; Irwin et al. 2013b; Walker L et al. 2015; Barker und Williams-Gray 2016).

Die Ubertragung der Vorstellung einer topographisch und chronologisch vorbestimmten
sequentiellen Ausbreitung der Pathologie auf das Nervensystem im Rahmen der DLB analog
der Dual-hit-Hypothese ist nicht etabliert. Die zu beobachtenden histopathologischen

Verianderungen weichen von einer kaudorostralen Ausbreitung ab.

Biochemisch ist die DLB mit einer Dopamin- und Acetylcholindepletion assoziiert,

vergleichbar mit Neurotransmitterdefiziten entsprechend der PD (McKeith et al. 1996).

1.2.4 Klinik

Zentrales Merkmal der DLB ist die Demenz. Die persistierende Beeintrachtigung des
Erinnerungsvermogens tritt nicht notwendigerweise in frithen Stadien der Erkrankung auf,
wird aber in den meisten Fillen im Verlauf evident. Daneben zdhlen Fluktuation der

kognitiven Funktion (insbesondere Aufmerksamkeit und Wachheit) sowie visuelle
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Halluzinationen zu den Kernmerkmalen der Erkrankung. Per Definition beginnt der
klinische Verlauf mit kognitiven und/oder weiteren psychiatrischen Symptomen und geht
gleichzeitig oder innerhalb eines Jahres (sog. ,,1-Jahres-Regel”) mit den typischen
motorischen Kardinalsymptomen (Bradykinese/Akinese, Rigor, Tremor) der PD einher. Auf
die DLB hinweisende Kiriterien sind eine REM-Schlaf-Verhaltensstorungen, eine
ausgeprigte Neuroleptika-Uberempfindlichkeit sowie eine Dopamindepletion im Bereich
der Basalganglien. Wiederholte Stiirze, Synkopen, orthostatische Dysfunktion,
Urininkontinenz, Halluzinationen sowie Wahnvorstellung und Depression koénnen
unterstiitzend vorliegen (McKeith et al. 2004; 2005; Neef und Walling 2006; Weisman und
McKeith 2007; AWMEF-Leitlinie 2016).

1.2.5 Diagnostik und Therapie

Die Diagnose zu Lebzeiten stiitzt sich vor allem auf das Vorliegen sowie den zeitlichen
Verlauf  charakteristischer  klinischer ~ Merkmale sowie den  Ausschluss  von
Differentialdiagnosen. Eine Auswahl bildgebender Verfahren (cCT, cMRT, DaTScan,
SPECT, PET, EEG, MIBG-Szintigraphie) wird hinzugezogen, um krankheitsbedingte
Verinderungen zu diagnostizieren und Differentialdiagnosen abzugrenzen. Der Nachweis
eines eingeschrinkt-charakteristischen Verteilungsmuster und die Dichte der LB-, AD- und
vaskuliren Pathologie in postmortalen Untersuchungen kann die Diagnose stiitzen. Hilfe der
zur Verfigung stehenden diagnostischen Mittel ist das Vollbild der DB von der PDD nicht
sicher zu unterscheiden und die diagnostische Treffsicherheit daher limitiert (McKeith et al.
1996; 1999; 2004; 2005; Lang und Bergmann 2002).

Bis heute steht beziiglich der DLB kein kurativer Therapieansatz zur Verfiigung. Aufgrund
einer extremen Neuroleptika-Sensitivitit mit assoziierter erhéhter Morbiditits- und
Mortalitdtsrate ist eine Abgrenzung der DLB von anderen Demenzformen zu Lebzeiten
insbesondere fir die Pharmakotherapie von Relevanz. Zentral wirksame Cholinesterase-
Inhibitoren sowie dopaminerge Mittel finden in der medikamentosen Therapie
neuropsychiatrischer sowie motorischer Beschwerden Anwendung. Daneben werden analog
der PD bzw. PDD eine Reihe nicht-medikamentoser Therapiemalnahen eingesetzt
(McKeith et al. 2004; Mayo und Bordelon 2014; Barker und Williams-Gray 2016).

1.3 Nosologischer Zusammenhang der PD und der DLB

Uberschneidungen klinischer, pathologischer und genetischer Merkmale der DLLB mit der
PD aber auch der AD resultieren in Schwierigkeiten hinsichtlich der Diagnosestellung sowie
der Klassifikation der Erkrankungen. Einerseits handelt es sich bei der DLB moglicherweise

um ecine definierte pathologische Entitit mit spezifischer Entstehungsperspektive.
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Andererseits basieren die Erkrankungen auf einer gemeinsamen zugrundeliegenden
biologischen Ebene. Sie hitten demnach eine einheitliche Entstehungsperspektive und
wurden vielmehr phinoytpische Expressionsformen einer Entitit darstellen. Die
pathologisch-assoziierten Prozesse wiirden sich nur durch einen beliebigen Zeitfaktor
unterscheiden. Die Verwendung des Uberbegriffs Lewy-Korper-Erkrankungen greift den
Aspekt der nicht eindeutigen kategorischen Unterscheidung der Erkrankungen auf und fasst
diese unspezifisch als mit SNCA-Aggregation einhergehende Erkrankungen zusammen. Die
spezifischen Bezeichnungen als PD und DLB finden allerdings Anwendung, um das
individuelle klinische Bild, den zeitlichen Verlauf sowie die relative Gewichtung der
Symptome angemessen beschreiben zu kénnen (McKeith et al. 2003; Singleton et al. 2003;
Chartier-Hatlin et al. 2004; McKeith und Mosimann 2004; McKeith et al. 2004; Zaccai et al.
2005; Farrer 2006; Meeus et al. 2012; Walker L et al. 2015; Barker und Williams-Gray 2016).

1.4  Alpha-Synuclein

1.4.1 Lokalisation und Struktur

Das Protein Alpha-Synuclein (SNCA) wird in seiner physiologischen Konformation in hoher
Konzentration weitverbreitet in priasynaptischen Nervenendigungen vorwiegend im Bereich
des ZNS exprimiert. In der Prisynapse besteht ein Gleichgewicht zwischen einer mit
synaptischen Vesikeln assoziierten membrangebundenen und einer freien, zytosolischen
Form (Buchman et al. 1998; Galvin et al.2001; Giasson et al. 2001a; Li et al. 2002; Mori et al.
2002b; Surgucheva et al. 2000).

Das fiir das Protein SNCA codierende Gen ist auf Chromosom 4q21 lokalisiert (Chen et al.
1995; Shibasaki et al. 1995; Spillantini et al. 1995; Lavedan et al. 1998a).

SNCA besteht aus 140 Aminosduren. Die Primirstruktur wird in drei Dominen eingeteilt.
Aminosauren 1 — 60 bilden den N-terminalen Abschnitt. Er besteht aus einer wiederholten
Sequenz von elf Aminosduren, mit der jeweiligen Konsensus-Sequenz KTKEGV. Die
resultierende  Sekundirstruktur ist eine amphipathische alpha-Helix, die mit
Phospholipmembranen interagiert. Aminosauren 61 — 95 bilden die zentrale, hydrophobe
Domine. Dieser Abschnitt besitzt die sog. Non-amyloid-beta component (NAC)-Region, die auch
in AD-Plaques vorkommt. Dieser Abschnitt ist essentiell um amyloidartige beta-Faltblatt-
Fibrillen zu formieren und ist damit in die Proteinaggregation involviert. Die Aminosduren
96 — 140 bilden den C-terminalen Abschnitt. Der Abschnitt zeigt keine Tendenz eine
bestimmte Sekundirstruktur zu bilden. Er vermittelt Protein-Protein-Wechselwirkungen
(Maroteaux et al. 1988; Maroteaux und Scheller 1991; Tobe et al. 1992; Nakajo et al. 1993;
Shibayama-Imazu et al. 1993; Uéda et al 1993; Jakes et al. 1994; George et al. 1995; Iwai et
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al. 1995a; 1995b; Weinreb et al. 1996; Ji et al. 1997; Buchman et al. 1998; Conway et al. 1998;
Davidson et al. 1998; Lavedan et al. 1998b; Clayton und George 1998; 1999; Jo et al. 2000;
Giasson et al. 2001; George et al. 2002; Mori et al. 2002; Du et al. 2003; Jao et al. 2004; von
Bohlen und Halbach 2004; Bisaglia et al. 2006; Breydo et al. 2012; Fauvet et al. 2012).

1.4.2 Funktion

Die physiologische Funktion des synaptischen Proteins ist bis heute nicht vollstindig geklart.
Man geht davon aus, dass SNCA in die nachfolgenden physiologischen Prozesse involviert
ist: Synaptische Plastizitit, Genese und Aufrechterhaltung des synaptischen Vesikel-Pools,
Vesikel-Recycling, Axonaler Transport synaptischer Vesikel, Fusion und Dissoziation des
SNARE-Komplexes, Beeinflussung des Dopaminmetabolismus, Neuroregeneration geschi-
digter Axone (George et al. 1995; Jenco et al. 1998; Abeliovich et al. 2000; Liscovitch et al.
2000; Murphy et al. 2000; Lee et al. 2001; Sharon et al. 2001; Cabin et al. 2002; Daekyun et
al. 2002; Lotharius und Brundin 2002a; 2002b; Perez et al. 2002; Xu et al. 2002; Di Rosa et
al. 2003; Martinez et al. 2003; Wersinger et al. 2003; Wersinger und Sidhu 2003; Chandra et
al. 2004; Liu et al. 2004; Sidhu et al. 2004; Yu et al. 2004; Burré et al. 2010; Scott und Roy
2012).

1.4.3 Genetische Varianten des SNCA-Gens

Genetische Analysen in Fillen familidrer PD fiihrten zur Entdeckung von Punktmutationen
sowie Multiplikationen des SNCA-Locus mit autosomal-dominantem FErbgang, einer
gesteigerten Aggregationstendenz, einer assoziierten LLB-Pathologie sowie einem klinischen
Phinotyp entsprechend eines early-onset Parkinsonism. Die Punktmutationen 4537, A30P
sowie E46K gehen mit einer verinderten Sekundirstruktur sowie gesteigerten
Aggregationstendenz  einher. Eine Uberexpression im Rahmen von SNCA-
Duplikation/Triplikation scheint positiv mit der potentiell schidigenden Wirkung bzw. der
Schwere des Phinotyps zu korrelieren. Die Uberexpression der genetischen Wildtyp(wt)-
Variante ist ausreichend, um eine Pathologie auszulosen. Die 45371~ und E46K-Mutation
sowie die SINCA-Triplikation zeigen altersabhingig eine vollstindige Penetranz. Sie zeigen
klinischen sowie histopathologischen ein Phinotyp-Spektrum, das von der PD tber die PDD
bis zur DLB reicht. Die .430P-Mutation sowie SNCA-Duplikation weisen eine unvoll-
stindige Penetranz auf. Letztere sind nur selten mit einer Demenz assoziiert, zeigen mildere
Formen einer PD-Symptomatik und die histopathologischen Verdnderungen scheinen auf
den Hirnstamm begrenzt. Ferner wird die SNCA-Expression von genetischen Variationen
des Promotors beeinflusst (Iwai et al. 1995b; Jensen et al. 1995; Weinreb et al. 1996;
Polymeropoulos et al. 1997; Kriiger et al. 1998; Li J et al. 2001; Perrin et al. 2001; Singleton
et al. 2003; Chartier-Hatlin et al. 2004; Chiba-Falek und Nussbaum 2001; Farrer et al. 2001;
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2004; Hamilton 2004; Zarranz et al. 2004; Greenbaum et al. 2005; Chu und Kordower 2007;
Angot et al. 2010; Cookson 2010; Meeus et al. 2012).

1.4.4 SNCA-Aggregation und -Zelltoxizitit

Unter physiologischen Bedingungen liegt ein Gleichgewicht zwischen einer instabilen
monomeren Konformation sowie einem SNCA-Tetramer vor. Das SNCA-Monomer hat
eine starke Tendenz zur Fehlfaltung und Aggregation. Die Aggregationsneigung des stabilen
Oligomers ist nicht oder nur gering ausgeprigt. Die Destabilisierung der tetrameren
Proteinkonformation sowie eine erhéhte SNCA-Expression bedingen eine Verschiebung des
Gleichgewichts von der physiologischen monomeren zu einer fehlgefalteten monomeren
Form. Die fehlgefalteten Monomere bilden kleine Oligomere (sog. Protofibrillen) mit
charakteristischer beta-Faltblatt-Struktur. Von diesem Kern ausgehend lagern sich
Oligomere longitudinal aneinander und ergeben letztlich unlésliche fibrillire Strukturen, die
sich u. a. in Form von LB ablagern (nucleation-dependent polymerization) (Wetzel 1996; Goldberg
und Lansbury 2000; Uversky 2001a; 2001b; 2003; 2007; Trojanowski und Lee 2003; Uversky
und Fink 2004; Fink 20006; Luk et al. 2009; Nonaka et al. 2010; Bartels et al. 2011; Wang et
al. 2011).

Die Basis des potentiell von SNCA-Aggregaten ausgehenden toxischen Effekts und der
konsekutiven Neurodegeneration wird mit den folgenden pathologisch-assoziierten
Prozessen in Verbindung gebracht: Beeintrichtigung des synaptischen Vesikeltransports und
der Neurotransmitterfreisetzung, Dysfunktion des Mitochondriums, des
endoplamasmatischen Retikulums, des Ubiquitin-Proteasom-Systems sowie der Lysosom-
abhingigen Proteindegradation, Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, erhchte
Membranpermeabilitit infolge einer potentiell porenbildenen Funktion fehlgefalteter
SNCA-Oligomere (i et al. 1997; Stefanis et al. 2001; Tanaka et al. 2001; Petrucelli et al. 2002;
Volles und Lansbury 2002; Snyder et al. 2003; Zhu et al. 2003; Cuervo et al. 2004; Lindersson
et al. 2004; Pountney et al. 2004; Smith et al. 2005; Cooper et al. 2000; Zaltieri et al. 2015).

Welche Mechanismen der initialen SNCA-Fehlfaltung zugrunde liegen sind bis heute
weitestgehend ungeklart. Neben genetischen Variationen wird der Einfluss diverser

posttranslationaler Modifikationen, Metalle und Pestizide diskutier.

1.5  Welche Rolle spielen Lewy-Koérper fiir Neurodegeneration und
Neuroprotektion?
Man geht heute davon aus, dass die Formation nicht-fibrillirer SNCA-Mikroaggregate

(Oligomere und Protofibrillen) im Bereich prisynaptischer Nervenendigungen toxisch wirkt.

Diese Proteinablagerungen werden vermutlich entlang von Axonen retrograd in Richtung
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Zellsoma transportiert und in weniger schidliche Strukturen dberfiihrt, indem die
proteotoxische Oberfliche im Vergleich zu kleineren Aggregaten reduziert wird. Es
entstehen zuerst LN und spiter grof3ere Proteinaggregate in Form von LB im Zellsoma. Die
Formation fibrillirer SNCA-Aggregate stellt vermutlich einen zytoprotektiven Mechanismus
dar, die es der Zelle ermdglicht noch eine Zeit mit Einschlusskorperchen zu leben bevor die
Funktion frihzeitig zugrunde geht (Newell et al. 1999; Kopito 2000; Ding et al. 2002; Lashuel
et al. 2002; Marui et al. 2002; McNaught et al. 2002; Katsuse et al. 2003; Kramer und Schulz-
Schaeffer 2007; Jellinger 2012; Schulz-Schaeffer 2015; Sekigawa et al. 2015)

Neben LB und LN wurden im Rahmen von mit SNCA-Aggregation-assoziierten
neurodegenerativen Erkrankungen weitere das Neuropil durchziehende Ablagerungen
beschrieben. Zahlreiche feine faseridhnliche Strukturen (Lewy-Threads) sowie feine
punktférmige Ablagerungen (Lewy-Dots) reprasentieren wahrscheinlich von der Pathologie
betroffene Axone, Dendriten und prasynaptische Nervenendigungen, die in Relation zum
Nachweis von LB und LN besser mit der klinischen Symptomatik korrelieren. LB treten
vermutlich erst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung auf. Sie sind typisch fiir die
assoziierten Erkrankungen und histopathologisch relevant, lass die Schwere der klinischen
Symptomatik und die Dauer der Erkrankung aber nicht abschitzen (Kosaka 1978;
Wakabayashi et al. 1998a; 2013; Braak et al. 2000; Gémez-Tortosa et al. 2000; Katsuse et al.
2003; Saito et al. 2003; Zaja-Milatovic et al. 2005; 2006; Kramer und Schulz-Schaeffer 2007;
Beach et al. 2008; Alafuzoff et al. 2008; 2009; Leverenz et al. 2008; Jellinger 2009; Kanazawa
et al. 2012; Schulz-Schaeffer 2012; 2015; Kovacs et al. 2014; Sekigawa et al. 2015).

Der Nachweis von LB im Bereich von Pradilektionsstellen gelingt in iiberlebenden Zellen.
Vermutlich haben dabei nur bestimmte Neuronen-Populationen die Fihigkeit SNCA-
Mikroaggregate im Rahmen eines Detoxifikations-Prozesses in eine weniger schidliche
Form zu Uberfthren (Schulz-Schaeffer 2012; 2015).

Der sporadische Nachweis einer schwach ausgeprigten LB-Pathologie ohne auffallige
neurologische Symptomatik (Incidental Lewy-Body Disease, i.LBD) im Gehirn des ilteren
Menschen gilt als mogliche physiologische oder priklinische Manifestation. Der Nachweis
von LB und LN ist zumindest in einem gewissen Umfang nicht notwendigerweise
pathologisch assoziiert (Arawaka et al. 1998; Lippa et al. 1998; Gelb et al. 1999; Lippa et al.
1999; Spillantini et al. 1999; Hamilton 2000; Saito et al. 2004; Wong et al. 2004; Suzuki et al.
2007; DelleDonne et al. 2008; Dickson et al. 2008; Caviness et al. 2011; Wrede 2011; Paisan-
Ruiz et al. 2012; Winder-Rhodes et al. 2012).
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1.6  Kann sich die alpha-Synuclein-Pathologie von Zelle zu Zelle

ausbreiten?

Die Vorstellung, dass sich die SNCA-Pathologie in einer chronologisch vorbestimmten
Sequenz sukzessive auf weite Teile des Nervensystems ausbreitet, fihrte zu der Fragestellung
ob und auf welche Weise das fehlgefaltete Protein in der Lage ist sich auf benachbarte Zellen
bzw. Strukturen auszubreiten und dort ebenfalls eine Fehlfaltung und Aggregation

homologer Proteine auszulosen.

Prion-Erkrankungen zeichnen sich durch eine nicht virale Ausbreitung der pathologischen
Proteinkonformation innerhalb des Organismus sowie interindividuell und artiibergreifend
aus. Induziert durch ein vermutlich multifaktorielles Geschehen (Stochastik, Zeit, genetische
Pridisposition, potentielle exogene Risikofaktoren) lagern sich fehlgefaltete Monomere zu
Oligomeren  zusammen  (pathological  seed), die die Anlagerungen und den
Konformationswechsel der physiologischen Isoform induzieren. Der Zerfall des
wachsenden Proteinaggregats fithrt zur Entstehung weiterer Oligomere.  Fibrillire
Strukturen stellen den Endpunkt des Aggregationsprozesses dar (Prusiner 1982; Riek et al.
1996; Aguzzi 2009; Aguzzi und Rajendran 2009; Angot und Brundin 2009; Olanow und
Prusiner 2009; Wille et al. 2009; Angot et al. 2010; Frost und Diamond 2010; Goedert 2010,
2015).

Studienergebnisse deuten darauf hin, dass sich die SNCA-Pathologie Prion-dhnlich
ausgehend von einem Fokus intraindividuell von Zelle zu Zelle ausbreiten kann (sog. Seeding-
¢ffect) vermutlich ohne eine infektiose Komponente aufzuweisen. So konnten eine Zell-zu-
Zell Ausbreitung analog einer graf-to-host- und  host-to-graft-transmission sowie eine Prion-
ahnliche Pathologie nach Inokulation mit SNCA-Fibrillen reproduziert werden (Freed et al.
2001; Kordower et al. 2008a; 2008b; Li et al. 2008; Olanow und Prusiner 2009; Angot et al.
2010; Visanji et al. 2013; Beekes et al. 2014; Kovacs et al. 2014).

1.7  SNCA-transgene Mausmodelle

Genetisch modifizierte Tiermodelle fir mit SNCA-Aggregation-assoziierte Erkrankungen
basieren vorwiegend auf den Hypothesen, dass SINCA-Missense-Mutationen (u. a. 4537,
A30P, E46K) sowie SNCA-Uberexpression die intrinsische Neigung Amyloid-Fibrillen zu
bilden erhohen. Basierend auf der Annahme, dass die klinische Ubereinstimmung der
familidren und der sporadischen Form der mit SNCA-Aggregation-assoziierten
Erkrankungen auf gemeinsamen pathophysiologischen Mechanismen beruht, generierte man

diverse genetisch modifizierte Modellorganismen.
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SNCA-knockout Miuse erméglichten Riickschlisse auf die physiologische Funktion des
Proteins (Abeliovich et al. 2000; Cabin et al. 2002; Dauer et al. 2002; Schliiter et al. 2013).
Der Einsatz verschiedener Promotoren sollte die SNCA-Expression/Uberexpression in
zum Teil selektiven Neuronen-Populationen erméglichen, die typischerweise bei humanen
assoziierten FErkrankungen pathologische Verinderungen aufweisen. Verwendung fanden
neben dem Prion-Protein (PrP)-Promotor u. a. das sog. P1 artifizielle Chromosom (PAC),
das die SNCA-Expression unter der Kontrolle des ,,eigenen” SNCA-Promotors méglich
machte. Das PAC enthilt das gesamt humane SINCA-Gen einschlieBlich einer Upstream-
Sequenz, die alle bekannten SINCA-Promotor-Elemente abdeckt (Touchman et al. 2001;
Giasson et al. 2002; Lee et al. 2002; Gispert et al. 2003; Kahle et al. 2008; Emmer et al. 2011).

Neben den oben genannten SNCA-transgenen Mausmodellen existieren eine Vielzahl
weiterer Modellorganismen, die u. a. auf dem Einsatz diverser weiterer Promotoren, der
Expression einer weiteren mit einem PARK-Locus assoziierten Einzelgenmutation (LRRK?Z,
PARKIN, PINK, DJ-1), der Modifikation spezieller Transkriptionsfaktoren (Nur-1, Pitx3)
und der Exposition ggii. Neurotoxinen (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) oder
Pestiziden (Paraquat, Maneb, Rotenone) beruhen.

Gemeinsames Ziel experimenteller Modellorganismen war die Moglichkeit der Beschreibung
von Orten der Primirmanifestation pathologischer Verinderungen, spezifischer pathogener
Ereignisse und deren phinotypische Folgen, eines potentiellen Ausbreitungsmusters sowie

moglicher exogener Einflisse zu Lebzeiten.

Die Einfachheit der experimentellen Tiermodelle resultiert in einer Limitation hinsichtlich
der Abbildung der Komplexitit relevanter neurodegenerativer Prozesse. Gemeinsames
Merkmal aller transgenen Mausmodelle war die altersabhingige somatodendritische
Akkumulation von SNCA-Aggregaten. Im Allgemeinen bestand eine positive Korrelation
zwischen hohen SNCA-Expressionsleveln und der Schwere histopathologischer
Verinderungen und eine negative Korrelation zwischen hohen SNCA-Expressionsleveln
und dem Zeitpunkt der Erstmanifestation. Jedes der genannten Modelle konnte einzelne
Aspekte humaner assoziierter Erkrankungen rekapitulieren (mogliche Stadien des
Krankheitsprozesses, subpathologische Verinderungen, degenerativer Verinderungen
typischerweise involvierter Neuronen-Populationen, charakteristische Proteinablagerungen,
weitestgehend mit der humanen Erkrankung ibereinstimmende phinotypische
Verinderungen). Einige Modelle zeigten aus fibrillirem Amyloid bestehende kompakte,
runde somatodendritische LB-dhnliche Einschlisse. Dennoch konnte das gesamte Spektrum
pathologischer Verinderungen in keinem Modell vereint werden (Giasson 2002; Fernagut
und Chesselet 2004; Springer und Kahle 2006; Buchman und Ninkina 2008; Chesselt 2008;
Dawson et al. 2010; Duty und Jenner 2011; Emmer et al 2011).

Keines der Modelle gilt als spezifisch fiir die PD oder DLB.
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1.8  Zielsetzung der Arbeit

Die PD und die DLB tberschneiden sich auf genetischer, pathophysiologischer sowie
phinotypischer Ebene. Unterschiede sind vornehmlich hinsichtlich der jeweiligen regionalen
Verteilung spezifischer histopathologischer Verinderungen (insbesondere SNCA-Ablage-

rungen) sowie dem zeitlichen Verlauf phanotypischer Verinderungen festzustellen.

Fir die PD wurde ein chronologisch und topographisch vorbestimmtes Ausbreitungsmuster
der SNCA-Pathologie in kaudorostraler Richtung beschrieben (sog. Dual-hit-Hypothese).
Die Ubertragung eines entsprechenden Ausbreitungsweges auf die DLB ist nicht etabliert.

Ob es sich bei der DLLB um eine eigenstindige Entitit oder eine Sonderform der PD handelt

wird kontrovers diskutiert.

Experimentelle Tiermodelle fiir mit SNCA-Aggregation-assoziierte Erkrankungen konnten
lediglich spezifische Aspekte nicht aber das gesamte Spektrum pathologischer sowie phino-

typischer Verinderungen in einem Modell rekapitulieren.
Keines der Modelle gilt als spezifisch fiir die PD oder DLB.

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine detaillierte Beschreibung der SNCA-Aggregations-
pathologie im ZNS einer Auswahl verschiedener transgener Mausmodelle, die die SINCA-
Punktmutation 4537 sowie das humane wildtyp SNCA (SNCAw?) mithilfe des Finsatzes
eines P1 artifiziellen Chromosoms (PAC) unter Kontrolle des SNCA-Promotors
exprimieren (Namen der Mauslinie: dbl-PAC-Tg-SNCA A53T (A53T), PAC-Tg-SNCA
wildtyp (SNCAwt). Das murine ZNS-Gewebe wurde im Alter von 1 — 24 Monaten zu diesem
Zweck mit der Paraffin-embedded-tissue(PET)-blot-Methode auf das Vorkommen von
bereits feinsten SNCA-Aggregaten hin untersucht. Verifiziert wurden die Ergebnisse mit

herkdmmlichen immunhistochemischen Firbungen.

Die Ergebnisse der untersuchten Tierlinien wurden mit einer in der Literatur bereits gut
charakterisierten genetisch modifizierten Mauslinie verglichen, die die SNCA-Punktmutation
A53T unter der Kontrolle des PrP-Promotors exprimiert (PrP-Tg-A53T (M83)).

Herausgearbeitet wurden Gemeinsamkeiten und Unterschiede der eingesetzten
Mausmodelle hinsichtlich des Zeitpunkts und Orts der Primirmanifestation einer
spezifischen SNCA-Pathologie sowie die Ausbreitung entlang einer moglichen

topographisch und chronologisch vorbestimmten Sequenz.

Basierend auf den Ergebnissen wurde u. a. der nosologische Zusammenhang der PD und
DLB sowie die Spezifitit der eingesetzten Mauslinien fir die PD einerseits sowie die DLB

andererseits diskutiert.
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2 Material und Methoden

Das murine ZNS-Gewebe von jeweils drei Tieren der SINCA-transgenen Mauslinien A453T
sowie SNCAwt im Alter von 1, 2, 3, 6, 10, 13, 18 und 24 Monaten wurde aufgearbeitet und
mithilfe der PET-blot-Methode auf das Vorkommen bereits feinster, Proteinase-K(PK)-
resistenter SNCA-Ablagerungen hin untersucht.

Entsprechend der Lebensphasen einer Maus wurden vier Ubergeordnete Altersgruppen
definiert (Flurkey et al. 2007; siche Tabelle 1).

Immunhistochemische Farbungen wurden zur Verifizierung der Ergebnisse hinzugezogen.

Zudem wurden das ZNS-Gewebe eines 11 Monate alten Tieres der SINCA-transgenen
Mauslinie PrP-Tg-A453T(M83) iibereinstimmend aufgearbeitet und gefarbt.

Das ZNS-Gewebe einer SNCA-knockout Linie (SNCA -/-) von Tieren im Alter von 1 — 24

Monaten fungierte als Negativkontrolle.

Das Cortexgewebe eines an der DLB erkrankten Patienten wurde als Positivkontrolle

mitgefihrt.

Tabelle 1: Definierte Altersgruppen entsprechend der Lebensphasen der Maus

Bezeichnung der Altersgruppe Alter in Monate
Junge und adolszente Tiere 1-2
Erwachsene Tiere 3-6
Tiere mittleren Alters 10-15
Alte Tiere 18- 24

Legende zu Tabelle 16: Definition der Altersgruppen an den von Flurkey et al. 2007 definierten Lebensphasen.

2.1  Aufarbeitung des murinen ZNS-Gewebes

Tiere im Alter von 1 — 24 Monaten wurden mithilfe einer Uberdosis des
Injektionsnarkotikum Chloralhydrat (49 % in destilliertem Wasser; 0,3 ml/Maus), welches
Atemdepression und schlieBlich Atemstillstand bedingt, geopfert. Nach Uberpriifung einer
vollstindigen Narkose und gegebener Schmerzfreiheit wurde der Brustkorb der Tiere
eroffnet. Der linke Ventrikel wurde mit einer Kaniile punktiert und Ringer-Standard-Losung
infundiert. Aus dem eréffneten rechten Vorhof konnte das ausgewaschene Blut abflieBen.

Es wurde so lange perfundiert bis das Gewebe aufgrund der Blutarmut blass erschien.

Die Vorfixation erfolgte mittels Infusion von Paraformaldehyd (PFA) in den linken
Ventrikel.
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Nach Entfernung der Haut wurde der Kopf vom Rumpf getrennt, die Nackenmuskulatur
entfernt sowie die Sagittalnahte des Schidels er6ffnet, um die Zuginglichkeit von PFA zum
ZNS im Rahmen der Postfixation sicherzustellen. Das Gewebe wurde fur 24 h in PFA

nachfixiert.

Im Anschluss wurden von jedem Tier sechs bis sieben vergleichbare etwa 2 mm dicke
Schnittebenen in der Frontalebene angefertigt. Bei PD- und DLB-Patientin regelhaft von
pathologisch-assoziierten Veranderungen betroffenen Strukturen sollten abgebildet werden.
Um weitestgehend einheitliche Schnittebenen anzufertigen orientiert sich die Schnittfihrung

an den definierten zentralnervésen Strukturen (sieche Tabelle 2).

Tabelle 2: Ebenen der koronalen Schnittfihrung

Nummerierung der Schnittebenen | Zentralnervose Orientierungsstrukturen

Eins Auf Hohe des Bulbus olfactorius

Zwel Auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius

Drei Vor dem Chiasma opticum

Vier Auf Hohe des Hypophysenstiels

Funf Vor der Vierhiigelplatte

Sechs Auf Hohe der Vierhiigelplatte

Sieben Auf Hohe des Kleinhirn-Flocculus/-Paraflocculus
Acht Auf Hohe der Medulla oblongata

Nach dem Zuschnitt wurde das Gewebe fiur 24 h gewiassert, um Formalin-Prizipitate zu
vermeiden. Es folgte eine Entwisserung des Gewebes tiber eine aufsteigende Alkoholreihe.
Die Exposition gegentiber Isopropanol in den Konzentrationen 50 %, 70 %, zweimal 90 %o,

zweimal 100 % betrug jeweils 5 h, gegentiber zweimal Xylol jeweils 3 h.

Das Gewebe wurde anschlieBend in Paraffin (Paraplast Plus) eingebettet. Beim Ausgief3en
war zu beachten, dass die in der Kassette untenliegende Seite des Gewebeblocks spiter die
Anschnittfliche bildet.

2.2 Anfertigen von Paraffinschnitten

Mithilfe des Mikrotoms wurden 1 — 2 pm dicke histologische Schnittpriparate angefertigt
und auf der Wasseroberfliche einer Glasschale mit kaltem Aqua bidest. ausgebreitet. Die

Gewebeschnitte wurden anschlieBend auf einem Glasobjekttriger eingefangen und von
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einem kalten in ein warmes Wasserbad (55 °C, Aqua bidest) transferiert. Auf der Oberfliche
des warmen Wassers entfaltet sich das Paraplast und streckt den Gewebeschnitt. Die
gestreckten Schnitte wurden auf Glasobjekttriger aufgezogen. Dieser wurde hochkant
gestellt, damit das Wasser ablaufen konnte. Der Rest wurde mit Filterpapier abgesaugt. Um
die Objekttriger abschmelzen zu lassen wurden sie tber Nacht stehend bei 60 °C im

Wirmeschrank gelagert.

Fir die PET-blot-Methode wird das Gewebe auf eine Nitrozellulosemembran aufgezogen.
Unter Zuhilfenahme eines Glasobjekttragers wurde der Schnitt auf der vorher angefeuchtete
Membranoberfliche aufgefangen. Die weiteren Schritte erfolgten entsprechend dem oben
genannten Protokoll. Schlussendlich wurden die Objekttrager mit den anhaftenden
Membranen auf einer Wirmeplatte getrocknet, durch Trennpapiere jeweils voneinander

separiert, gestapelt und zwischen beschwerten Glasplatten fiir mindestens 30 min im
Wirmeschrank bei 55 °C getrocknet.

2.3 PET-blot-Methode

Die Basis der Untersuchung des murinen ZNS-Gewebes bildete die PET-blot-Methode
unter Verwendung des monoklonalen anti SNCA-human Primirantikérpers 10D2. Die
PET-blot-Methode ermoglichte einen sehr sensitiven Nachweis bereits feinster SNCA-
Mikroaggregate bei gleichzeitig zufriedenstellend erhaltener Anatomie. Ein der Firbung
vorgeschalteter PK-Verdau des nicht aggregierten SNCA erméglichte einen spezifischen
Nachweis der pathologisch-assoziierten Proteinform. PK-resistente Ablagerungen wurden
als dunkelviolette bis dunkelbraune Strukturen sichtbar. Zur Verifizierung der Ergebnisse
wurden einzelne erginzende Firbungen mit dem anti SNCA-human Primirantikérper

LB509 angefertigt.

Zur Vorbereitung der Firbung wurden die Membranen zwischen Glasobjekttrigern in
Histoschaukeln gelagert und nacheinander erst in drei Becken mit Xylol fiir jeweils 10 min
und anschlieBend fiir 5 min in einem gleichteiligen Gemisch aus Xylol und Isopropanol
(Isoxylol) entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Membranen fiir jeweils 5 min in zweimal
100 %, einmal 90 %, einmal 70 %, einmal 50 % und einmal 25 % Isopropanol rehydriert.
Die Membranen wurden darauffolgend fiir 5 min in ein Becken mit phosphatgepufferter
Salzlésung mit 0,1% Tween 20 (PBST) eingestellt und zwischen Papierhandtichern kurz
angetrocknet. AbschlieBend wurden die Membranen zwischen Streifen der Papierhandtiicher

an beiden Enden eingeklemmt und zwischen Glasplatten weiter getrocknet.

Der Verdau der Membranen erfolgte auf einer mit Verdaupuffer und PK getrinkten
Zellulose—einlage in einer geschlossenen Kunststoffbox unter mehrmaligen Schwenken fiir
8 — 12 h bei 55— 60 °C im Wirmeschrank. Die PK-Stamml6sung (50 mg PK/ml) wurde
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hierzu mit dem PK-Verdaupuffer in einem Verhiltnis von 1:200 verdinnt (250 pg/ml). Pro
Box wurden etwa 13 ml der PK-Losung benotigt um die Membranen vollstindig zu
bedecken.

Nach dem Verdauschritt wurden die Membranen in einer Box ohne Einlage dreimal 5 min
in Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween 20 (ITBST) gewaschen. AnschlieBen wurden die
Membranen fir 15 min in Guanidiniumthiocyanat (4 mol) inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschschritt fur dreimal 5 min in TBST. Die Membranen wurden nun mit Brackets auf dem
Boden einer leeren Box befestigt und fiir 45 min in 0,2 % Caseinblock auf dem Tischschittler
inkubiert. Nach Abgielen des Caseinblocks wurden die Membranen fir 90 min mit dem
verdinnten Primarantikérper inkubiert. Der Antikérper 10D2 in 0,2 % Caseinblock wurde
1:5000 mit TBST verdinnt. Der Antikorper LB509 in 0,2 % Caseinblock wurde 1:2000 mit
TBST verdunnt. Pro Box wurden etwa 10 ml Antikorperlosung benotigt. AnschlieBend
wurden die Membranen fir 10 min in TBST gewaschen. Der an alkalische Phosphatase
gekoppelte Sekundirantikérper (Ziegenantikérper anti-Maus) in 0,2 % Caseinblock wurde
ebenfalls 1:1000 mit TBST verdinnt und fur 60 min auf die Membranen auf dem
Tischschiittler gegeben. AnschlieBend wurden die Membranen erneut fiir 10 min in TBST
und zweimal fir wenige Minuten in Natrium-Tris-Magnesium (NTM) gewaschen. Nach
AbgieBen des NTM Puffer wurden die Brackets entfernt und etwa 20 ml der
lichtempfindlichen Farblosung fir 10 min (aufgrund der hohen Antigenitit der murinen
Gewebes in Relation zu humanem Gewebe deutlich kiirzere Firbedauer) auf die Schnitte
gegeben. Nach visueller Kontrolle eines adiquaten Farbsignals werden die Membranen fiir
30 min auf dem Tischschiittler in Aqua bidest gewaschen. AnschlieBend werden die
Membranen zwischen mit Glasplatten beschwerten Papierhandtiichern getrocknet. Die
Aufbewahrung erfolgt lichtgeschiitzt in Diahtllen (Schulz-Schaetfer et al. 2000; Wrede 2001)

2.4 Immunhistochemie

Das ZNS-Gewebe eciner Auswahl von Tieren wurde mithilfe einer im Verdauschritt
modifizierten konventionellen Immunhistochemie gefirbt. Aufgrund des ausgesprochen
destruktiven Effekts des PK-Verdaus auf auf Glasobjekttriger aufgezogene Gewebeschnitte
wurde die PK-Konzentration sowie die Expositionsdauer in Relation zur PET-blot-Methode
reduziert. Neben distinkten PK-resistenten SNCA-Ablagerungen resultierte (unabhingig
vom eingesetzten Primdrantikérper) eine diffuse Firbung, die am ehesten auf die nicht
restlos verdaute Form des physiologischen Proteins zurtickgefithrt und daher als

unspezifisch gewertet wurde.

Die Glasobjekttriger wurden zunichst tiber eine absteigende Alkoholreihe entparaffiniert.

Die Expositionsdauer gegeniiber dreimal Xylol betrug 5 min, gegentiber einmal Isoxylol
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1 min, gegeniiber Isopropanol in den Konzentrationen 100 %, 90 %, 70 % und 50 % jeweils
2 min. AnschlieBend wurden die Glasobjekttriger zweimal griindlich mit Aqua bidest
gespult. Der anschlieBende PK-Verdau erfolgt fiir 20 min bei 37 °C im Wirmschrank. Die
PK-Stammlésung (50 mg/ml) wurde zuvor in einem Verhiltnis von 1:1000 mit der
Pufferlésung verdinnt (10 pg/ml) und auf 37 °C vorgewirmt. AnschlieBend wurden die
Objekttriger dreimal fiir 5 min in Tris-gepufferter Salzlosung (TBS) gewaschen und in 3 %
H,O, (30 % H>O; verdinnt mit TBS in einem Verhiltnis 1:10) fir 10 min auf dem
Tischschiittler inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Spulschritt fir 5 min in TBS sowie ein
Proteinblock in 0,2 % Casein fir 20 min auf dem Tischschittler. Nach einem weiteren
Sptilschritt in TBST fiir wenigen Minuten erfolgte die Inkubation des Gewebes fiir 90 min
bei Raumtemperatur in 100 pl einer verdinnten Losung des Primérantikorpers (10D2 wurde
mit TBS im Verhaltnis 1:500 verdinnt, LB509 in einem Verhaltnis 1:200). AnschlieBend
wurde die Gewebsschnitte erneut dreimal fiir einige Minuten in TBS und einmal in TBST
gewaschen. 125 pl des in TBST verdinnten biotinylierten Sekundirantikérpers wurden auf
die Schnitte pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 60 min. Darauffolgend wurden das
Gewebe fir 60 min bei Raumtemperatur in 100 pl einer mit TBS im Verhiltnis 1:1000
verdinnten an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelte ExtrAvidin®-Losung inkubiert.
Nach dreimaligem Sptlen fiir 5 min in TBS erfolgte die 7-miniitige Farbreaktion mit
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Chromogen. Das Farbergebnis wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert. Bei gegebenem pink-rotem, kriftigen Farbsignal der SNCA-Aggregate wurden
die Objekttrager kurz in TBS gespiilt und die Farbreaktion anschlieBend in Aqua bidest
gestoppt. Der Schnitt wurde nun fur 2 — 3 s in Mayers Himalaun gegengefirbt, zweimal in
Aqua bidest und fur etwa 10 min unter Leitungswasser gespilt. Das Eindeckeln der Schnitte
erfolgte mit Aquatex.

2.5 Hiamatoxylin-Eosin-Farbung

Mithilfe der Himatoxylin-Eosin(HE)-Firbungen wurden erginzend morphologische Uber-

sichtsfiarbungen erstellt.

Die auf Glasobjekttriger aufgezogenen Gewebeschnitte wurden iber eine absteigende
Alkoholreihe entparaffiniert. Die Expositionsdauer gegentiber dreimal Xylol betrug jeweils
10 min, gegeniiber Isoxylol 1 min sowie gegeniiber Isopropanol in den Konzentrationen
zweimal 100 %, einmal 90%, einmal 70% und einmal 50% jeweils 10 min. Nach einem
Sptilschritt in Aqua bidest wurden die Schnitte fir 5 min in Mayers Himalaun gefirbt.
AnschlieBend wurden die Schnitte kurz in Aqua bidest gespilt, in 1 % HCI-Alhokol
differenziert und fir 10 min unter Leitungswasser gebldut. Nach 5-minttigem Firben der
Schnitte mit 1 % Eosin in 70 % Isopropanol wurden die Glasobjekttriger in Aqua bidest

gespult und iber einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Die Expositionsdauer



Material und Methoden 22

gegentiber Isopropanol in den Konzentrationen einmal 50 %, 70 %, 90 % und dreimal 100%
betrug dabei jeweils 2 min, gegentiber Isoxylol 2min und gegentiber Xylol 2 min.

AnschlieBend wurden die Schnitte mit Depex eingedeckelt.

2.6 LFB-PAS-Firbung

Eine Kombination der Luxol-Fast-Blue (LFB)- und der Periodic acid-Schiff (PAS)-Firbung
wurde hinzugezogen um in Einzelfillen erginzend zur HE-Firbung die anatomische

Orientierung im Gewebsschnitt zu optimieren.

1 pm dicke Schnitte von in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem murinen ZNS-
Gewebe wurden auf Glasobjekttriger aufgezogenen und tiber eine absteigende Alkoholreihe
entparaffiniert. Die Expositionsdauer gegentber dreimal Xylol betrug jeweils 10 min,
gegeniiber einmal Isoxylol 1 min, gegentiber zweimal Isopropanol 100 % 10 min und
gegeniiber Isopropanol 90 % 10 min. Die Gewebsschnitte wurden fiir etwa 12 h bei 60 °C
mit der LFB-Losung gefirbt und anschliefend in 90 % Isopropanol gestellt. Unter visueller
Kontrolle wurden die Schnitte nacheinander in 0,05 % Lithiumcarbonat, 70 % Isopropanol
und Aqua bidest differenziert und anschlieBend zweimal griindlich in Aqua bidest gespiilt.
Nachfolgend erfolgte die 5-miniitige Firbung des Gewebes mit 1 % Perjodsdure. Nach
grundlichem Spiilen fiir 5 min unter Leitungswasser sowie zweimal griindlich in Aqua bidest
wurde das Gewebe bei Raumtemperatur fiir 20 min mit Schiffs-Reagenz gefirbt und erneut
fir 5 min unter Leitungswasser gewaschen. In einem vierten Firbeschritt wurden die
Gewebeschnitte fiir 2 min bei Raumtemperatur mit Mayers Himalaun gefirbt, anschlieBend
erneut einmal kurz in Aqua bidest gesptlt und nach einer kurzen Differenzierung in 1% HCI-
Alkohol fir 5—10 min unter Leitungswasser gebliut. Die Gewebsschnitte wurden
abschlieBend tber eine aufsteigende Alkoholreihe entwissert. Die Expositionsdauer
gegentiber Isopropanol in den Konzentrationen 50 %, 70 %, 90 % und dreimal 100 % betrug
jeweils 2 min, gegentber Isoxylol 1 min und gegeniiber dreimal Xylol jeweils 4 min. Das

Gewebe wurde mit Depex eingedeckelt.
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2.7 SNCA-transgene Mauslinien
Tabelle 3: Stammdaten der SNCA-transgenen Mauslinie dbl-PAC-Tg-SNCA A53T

Abkiirzung A53T

Name/Genetischer dbl-PAC-Tg-SNCA A53T; SNCA -/-

Hintergrund

Weiterfithrende Doppelt transgene, homozygote, lebensfihige und fruchtbare

Informationen Miuse, deren Genom neben einem SNCA-knockout Allel zwei
unabhingig voneinander inserierte Transgene enthalt, die fiir das
humane, mutierte A53T-SNCA kodieren.
Die Expressionen des endogenen, murinen SNCA wird durch die
insgesamt vier Insertionen des humanen SNCA-A53T unter der
Kontrolle des humanen SNCA-Promotors (PAC)) ersetzt.
Die RNA-Level im Gehirn sind in Relation zum endogenen,
murinen SNCA zehnfach gesteigert.
Proteinlevel zeigen dagegen eine gesteigerte Expression um den
Faktor 1 bis 1,5.
Im Colon ist sowohl die SNCA-A53T RNA-Expression als auch
die Proteinexpression um das 80-fache gesteigert.

Stammdaten Tg (SNCA*A53T) 1Nbm, FVB;129s6-Snca™ ™™
Tg/SNCA*A53T)2Nbm/]

Hersteller The Jackson Laboratory, Main, USA

Lagernummer im N° 010799

Herstellerverzeichnis

Relevante Cabin et al. 2002, Kuo et al. 2010

Publikationen

Quellenangabe im The Jackson Laboratory

Literaturverzeichnis
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Tabelle 4: Stammdaten der SNCA-transgenen Mauslinie PAC-Tg-SNCAwt

Abkiirzung SNCAwt

Name/Genetischer PAC-Tg-SNCA wildtyp; SNCA -/ -

Hintergrund

Weiterfuhrende Lebensfihige, fruchtbare Miuse, deren Genom ein SNCA-

Informationen knockout Allel sowie ein Transgen beinhaltet, dass fur das humane
Wildtyp (wt)-SNCA kodiert.
Zwei Insertionen (homozygot) des humanen PAC-Tg-SNCAwr
ersetzen die Expression der murinen SNCA.
Die Expression der SNCAwt-RNA ist im Gehirn der Tiere in
Relation zu den RNA-Leveln des endogenen, murinen SNCA
50-fach gesteigert.
Proteinlevel sind um den Faktor 1 bis 1,5 erhoht.
Im Colon ist sowohl die RNA- als auch die Proteinexpression des
humanen SNCAwt 100-fach gesteigert.

Stammdaten FVB; 12986-Snca™ ™™ Tg (SNCA) 1Nbm/]

Hersteller The Jackson Laboratory, Main, USA

Lagernummer im N°: 010799

Herstellerverzeichnis

Relevante Cabin et al. 2002, Gispert et al. 2003

Publikationen

Quellenangabe im The Jackson Laboratory

Literaturverzeichnis
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Tabelle 5: Stammdaten der SNCA-transgenen Mauslinie SNCA -/- (homozygot null)

Abkiirzung SNCA -/-

Name/Genetischer Homozygot null (knockout)

Hintergrund

Weiterfuhrende Homozygot-null Miuse sind lebensfihig, fruchtbar, haben eine

Informationen normale GréBe und zeigen keine wesentlichen Abnormalititen.
Kein Gen-Produkt (weder mRNA noch Protein) kann im Gehirn
der Tiere detektiert werden.

Stammdaten B6; 129X1-Snca™"*"/]

Hersteller The Jackson Laboratory, Main, USA

Lagernummer im N° 003692

Herstellerverzeichnis

Relevante Abeliovich et al. 2000

Publikationen

Quellenangabe im
Literaturverzeichnis

The Jackson Laboratory
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Tabelle 6: Stammdaten der SNCA-transgene Mauslinie M&3

Abkiirzung ME3

Name/Genetischer PrP murin-Tg-A453T (M83)

Hintergrund

Weiterfiihrende Lebensfihige, fruchtbare, homozygote Miuse, deren Genom ein

Informationen Transgen beinhaltet, welches unter der Kontrolle des murinen
PrP-Promotors fiir die humane A53T-Mutation kodiert.
Die relativen Expressionslevel des humanen Proteins sind in
Relation zum endogenen SNCA im Cortex cerebri etwa 4,6-fach,
im Riickenmark dagegen etwa 28-fach erhoht. Die Unterschiede
der relativen Uberexpression ist am ehesten auf, in Relation zum
Cortex, niedrigere Expressionslevel des endogenen SNCA im
Ruckenmark  zurtckzufiihren. Die  absoluten  SNCA-
Expressionslevel entsprechen sich dagegen im Bereich des Cortex
cerebelli, Cerebellum und Riuckenmark.

Stammdaten B6; C3-Tg (Prnp-SNCA*A53T)83Vle/]

Hersteller The Jackson Laboratory, Main, USA

Lagernummer im N° 004479

Herstellerverzeichnis

Relevante Giasson et al. 2002

Publikationen

Quellenangabe im
Literaturverzeichnis

Das untersuchte Tier im Alter von 340 Tagen (ca. elf Monaten)
wurde uns freundlicherweise von Marion Joncic (Robert-Koch-

Institut Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Primire Bezugsquelle war ,,The Jackson Laboratory®, Main, USA.
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2.8  Humanes Cortexgewebe eines DLB-Patienten

Als humane Positiv-Kontrolle wurde ein Gewebeblock aus dem Isocortex eines an der DILB

erkrankten, 70-Jahrigen, mannlichen, 2012 verstorbenen Patienten mitgeférbt.

Fur weiterfuhrende Informationen siehe Tabelle 7.

Tabelle 7: Humane Positiv-Kontrolle (DLB)

Brain-Net N° BN 481

Demenz-Stadium in der CERAD-Testbatterie C

(Zur CERAD-Testbatterie siche Satzger et al. 2001)

ZNS-Pathologie entsprechend der von Braak et al. 2002 definierten 4
Stadien

ZNS-Pathologie entsprechend den von Mc Keith et al. 1996, 1999, 2000 |  Kortikales
definierten Stadien LB-Stadium
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2.9 Substanzen

Tabelle 8: Substanzen

Substanz Hersteller
Aquatex Merck, Darmstadt, Deutschland (D)
Brij 35 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Roche, Mannheim (D)

(BCIP)

Caseinblock Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
Collagenase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
Depex Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg (D)

Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt (D)

Eosin G

Merck, Darmstadt (D)

Ethanol

Carl Roth GmbH&Co.KG, Katlsruhe (D)

ExtrAvidin®-Peroxidase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Hiémalaun nach Mayer

Merck, Darmstadt (D)

I-Block

Tropic Inc., Bedford (USA)

Isopropanol

Chemie Vertrieb Hannover, Hannover (D)

Lithiumcarbonat

Merck, Darmstadt (D)

Luxol-Fast-Blue-Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Magnesiumchlorid

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg (D)

Naphthol-AS-Biphosphat

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg (D)

Natriumchlorid Merck, Darmstadt (D)
Natriumnitrit Merck, Darmstadt (D)
Neufuchsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Nitroblautetrazoliumchlorid

(NBT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt (D)

Paraplast Plus

McCormick Scientific, St. Louis (USA)

Perjodsdure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Phosphatgepufferte

Kochsalzlosung

AppliChem GmbH, Darmstadt (D)
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Substanz

Hersteller

Proteinase-K

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Salzsaure

Merck, Darmstadt (D)

Schiff Reagenz

Carl Roth GmbH&Co.KG, Katlsruhe (D)

TrisHCI

Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe (D)

Tween 20

Carl Roth GmbH&Co.KG, Katlsruhe (D)

Wasserstoffperoxid 30%

AppliChem, Darmstadt (D)

Xylol

Baker, Deventer, Niederlande
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210 Geriate

Tabelle 9: Gerite

Bezeichnung Hersteller Modell
Analysenwaagen | Sartorius, Gottingen (D) A2008

AusgieBstation | Thermo Scientific, Waltham (USA) Shandon Histocentre 2
Einbettautomat | Thermo Scientific, Waltham (USA) Shandon Citadel 2000
Gefrierschrank | Liebherr, Kirchdorf a.d. Iller (D) Premium

Kihlplatte Medite GmbH, Burgdorf (D) COP 30

Kihlschrank Liebherr, Kirchdorf an der Iller (D) Premium

Laptop Apple, Cupertine (USA) MacBookPro
Mikroskop 1 Olympus, Tokyo, Japan BX41

Mikroskop 2 Olympus, Tokyo, Japan BX51 mit Fotoeinheit
Mikrotom Leica Microsystems, Wetzlar (D) SN2000R
Mikrowelle Bauknecht, Schorndorf (D) 750 Watt
Prazisionswaage | Sartorius, Go6ttingen (D)
Schiittler Heidolph Instruments GmbH&Co. KG, Reax top
Schwalbach (D)
Schwenktisch Heidolph Instruments GmbH&Co. KG, Duomax 1030
Schwalbach (D)
Wirmeplatte Thermo Scientific, Waltham (USA) 3120061
Wirmeschrank | Heraeus, Hanau (D) Kelvitron
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2.11 Materialien
Tabelle 10: Materialien
Bezeichnung Hersteller Modell
Deckglischen G-Menzel, Braunschweig (D)
Filterpapier GE Healthcare, Buckinghamshire 5191/2
(UK)
Mikrotomklingen Feather Razor, Osaka, Japan A35
Nitrozellulosemembran | BioRad Laboratories, Hercules (USA) | 0,45um PorengroBe
Objekttriger G. Menzel, Braunschweig (D) Superfost
Objekttriger Waldemar Khnittel Glasbearbeitungs- Objekttriger
GmbH, Bielefeld (D) geschnitten
Zelluloseeinlagen Temca, Pélzig (D) Profix vispo 066 533
2.12 Programme

Bezeichnung Entwickler Version Angabe im
Literaturverzeichnis
Grafikprogramm: Adobe Inc., Delaware Version: 9
Adobe Photoshop (USA)
Elements
Referenz-Atlas: Allen Institute for Brain Version: 2 | Allen Institute for
Mouse Brain, Science, Washington (USA) | (2011) Brain Science
Coronal Atlas, P65
Literaturverwaltungs- | Roy Rosenzweig-Zentrum Version
programm: Zotero fir Geschichte und neue 5.0.48
Medien, Fairfax County
(USA)
Textsoftware: Microsoft, Redmond (USA) | Version
Microsoft® Word 16.36

fur Mac
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213 Antikérper

Tabelle 12: Primérantikérper 10D2

Bezeichnung/Klon 10D2
Antigen Alpha Synuklein

Molekulare Struktur Monoklonal
Antikorperklassifikation Primarantikérper

Spezies Maus

Hersteller AJ Roboscreen GmbH, Leipzig (D)
Bestellnummer N° 0102004701, 1012004703

Verwendete Verdiinnung

PET blot: 1:5000 (verdiinnt in TBST)

Immunhistochemie: 1:500 (verdiinnt in TBS)

Tabelle 13: Primérantikorper LB509

Bezeichnung/Klon LB509
Antigen o-Synuklein

Molekulare Struktur Monoklonal
Antikérperklassifikation Primirantikérper

Spezies Maus

Hersteller Convance, Princeton (USA)
Bestellnummer N° SIG-39725

Verwendete Verdiinnung

PET blot: 1:2000 (verdiinnt in TBST)

Immunhistochemie: 1:200 (verdinnt in TBS)

Der Einsatz der anti-SNCA-human Primiérantikérper 10D2 sowie LB509 ergab sowohl bei

Verwendung der PET-blot-Methode als auch im Rahmen immunhistochemischer

Firbungen ein im Wesentlichen tbereinstimmendes Ergebnis. Bei Verwendung des

Antikérpers LB509  resultierte lediglich neben spezifischen PK-resistenten SNCA-

Ablagerungen ein diffuses Farbsignal, das am ehesten auf unspezifische Ablagerungen des

Antikorpers zuriickgefihrt wurde.
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Tabelle 14: Sekundirantikérper Anti-Maus, AP-konjugiert

Bezeichnung/Klon Anti-Maus, AP-konjugiert
Antigen Anti-Maus (Primarantikérper)
Molekulare Struktur Polyklonal

Antikorperklassifikation Sekundirantikorper

Spezies Ziege

Hersteller Dako, Glostrup, Danemark
Bestellnummer N° D 0486

Verwendete Verdiinnung

PET blot: 1:1000 (verdiinnt in TBST)

Enzym-Konjugation

Alkalische Phosphatase (AP)-konjugiert

Tabelle 15: Sekundirantikérper Anti-Maus, Biotin-konjugiert

Bezeichnung/Klon Anti-Maus, Biotin-konjugiert
Antigen Anti-Maus (Primérantikorper)

Molekulare Struktur Polyklonal

Antikorperklassifikation Sekundirantikérper

Spezies Schaf

Hersteller GE Healthcare, Chalfont St.Giles (UK)
Bestellnummer N° RPN1001-2ML

Verwendete Verdiinnung

Immunhistochemie: 1:200 (verdinnt in TBST;
Vorverdinnt 1:2 in Glycerin, dann 1:1000 in
TBST)

Enzym-Konjugation

Biotin-konjugiert
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2.14 Losungen

Tabelle 16: Losungen

Lésung (mit Angabe von
Stoffmengenkonzentration
in Mol oder %)

Zusammensetzung / Bemerkungen

Acetatpuffer 0,1 mol/1

5,75 ml Eisessig mit 1000 ml Aqua dest. mischen (=
Losung A),

13,61 g Natriumactetat-Trihydrat in 1000 ml Aqua dest.
l6sen (= Losung B),

300 ml Lésung A und 700 ml Lésung B mischen,
pH 5,2 einstellen

AEC-Chromogen

(Stammlosung)

2 g 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEG) in 500 ml
Dimethylformamid (DMF) 16sen, dunkel verwahren

AEC-Chromogen

4 ml AEC-Chromogen (Stammlésung) mit 56 ml
Acetatpuffer 0,1 mol/l, pH 5,2 mischen,

(Gebrauchslosung)
Gemisch zweifach filtrieren, Zugabe von 20 pl HO» 30 %
CaCl, 3 mol/1 44,1 g Calciumchlorid Dihydrat (CaCl,2H,O) in 100 ml
Aqua bidest. 16sen
Caseinblock 0,2 % 2 g I-Block mit 1000 ml Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS) mischen und bei 50 °C unter Rihren l6sen
(ca. 30 min.), abkithlen lassen, 1 ml Tween 20 zugeben
Eosin 1 % Eosin in 70 % Isopropanol 16sen, rithren und

anschlieBend filtrieren

Guanidiniumthiocyanat
4 mol/1

472,64 ¢ Guanidiniumthiocyanat in 1000 ml Aqua bidest.
bei 50 °C l6sen

HCI-Alkohol 1 %

1750 ml Isopropanol mit 750 ml Aqua dest. und
25 ml HCI 25% mischen

Magnesiumchlorid
(MgCly) 1 mol/1

20,33g Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl, 6H,O) in
100ml Aqua bidest. I6sen

Natriumchlorid
(NaCl) 5 mol/1

29,22 ¢ NaCl in 100 ml Aqua bidest. 16sen
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L&sung (mit Angabe von
Stoffmengenkonzentration
in Mol oder %)

Zusammensetzung / Bemerkungen

Natrium-Tris-

10 ml TrisHCI pH 9,5 mit 2 ml 5 mol/1 NaCl und

Magnesium(NTM) 5ml MgCl, 1 mol/l mischen, mit 100 ml Aqua dest.
(Pufferlésung) auffillen
Paraformaldehyd 4 % 40 g Paraformaldehyd in 500ml Aqua bidest. I6sen, unter

Rihren auf 60-65 °C erhitzen, Klirung mit NaOH
1mol/1, 100 ml 10xPBS zugeben und mit 800 ml Aqua
bidest. auffillen, mit HCI oder NaOH pH 7,3 einstellen,
mit 1000 ml Aqua bidest. auffiillen

Perjodsaure 1 %

10 g Perjodsdure mit 1000 ml Aqua dest. mischen

PET-blot-Firbel6sung

45 pl Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT, 75 mg/ml) in
70% Isopropanol mit

33 ul Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) und
10ml Natrium-Tris-Magnesium (NTM) mischen

Phosphatgepufferte
Salzlosung (PBS) 1x

9,6 ¢ PBS in 1000 ml Aqua bidest. 16sen

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS) 10x

96 g PBS in 1000 ml Aqua bidest. 16sen

Phosphatgepufferte
Salzlosung + Tween 20

(PBST)

PBS 1x mit 0,5 ml Tween 20 mischen

Proteinase-K(PK)-Losung

Zu 15 ml PK-Verdaupuffer 65 pl PK zugeben

Proteinase-K(PK)-
Verdaupuffer

5 ml TrisHCI pH 7,8 mit 10 ml NaCl 5 mol/l mischen,
1,5 ml Brij 30 % zugeben, 8,33 g CaCl, 3 mol/l zugeben,
25 ml MgCl, 1 mol/1 zugeben, mit 500 ml Aqua bidest.

auffillen
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Lésung (mit Angabe von

Stoffmengenkonzentration

Zusammensetzung / Bemerkungen

Kochsalzlosung +
Tween 20 (TBST)

in Mol oder %)

Tris-gepufferte 60,5 g Tris mit 85 g NaCl mischen, 1000ml Aqua bidest.

Kochsalzlésung (TBS) Zugeben, mit HCI 30 % oder NaOH auf den gewtinscht
pH einstellen (= Stamml6sung),
100 ml Stamml&sung mit 900 ml Aqua bidest. auffillen
(= Gebrauchslosung)

Tris-gepufferte 100 ml TrisHCL 1 mol/1, pH 7,8 mit 200 ml NaCl

mischen, 5 ml Tween 20 zugeben, mit 1000 ml Aqua
bidest. Auffillen (= Stammlésung),

100 ml Stamml6sung mit 900 ml Aqua bidest. auffiillen
(= Gebrauchslosung)
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2.15 Beschreibung der semiquantitativen Messskala der SNCA-
Pathologie

2.15.1 Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des
GroBhirns

Die Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte unter Zuhilfenahme einer zu diesem
Zweck entwickelten semiquantitativen Messskala. In Zusammenschau des Gesamtspektrums
zu beobachtender histopathologischer Verinderungen im Bereich der grauen Substanz und

weillen Substanz des Grol3- und Kleinhirns wurden Stadien definiert.

Abbildung 1.1 — 1.5 zeigt die Gesamtheit zu beobachtender Ablagerungen PK-resistenter
SNCA-Aggregate im Bereich der grauen Substanz des GroBhirns exemplarisch

veranschaulicht anhand der Hippocampus-Region.
Abbildung 1.1 zeigt keinerlei PK-resistente SNCA-Ablagerungen.

Abbildung 1.2 zeigt eine schwach ausgeprigte Pathologie auf, die sich in Form feinster
Mikroaggregate manifestiert. Es resultiert einer in der Intensitit sehr schwache, diffuse,
homogene Firbung von blasser hell-violetter Tonung. Die Firbung hebt sich von den
umgebenden, nicht betroffenen Strukturen diskret ab. Distinkte Ablagerungen sind nicht zu

beobachten.

Abbildung 1.3 zeigt eine millig ausgepragte Pathologie in Form sehr feiner, bei
entsprechender Vergroflerung gerade als distinkte Strukturen auszumachende, dicht
gelagerter Ablagerungen von blasser hell-violetter bis braun-grauer Ténung. Es resultiert eine
homogene, feingranulire Firbung von malBiger Intensitit unter Erhalt einer diffusen

Hintergrundkomponente.

Abbildung 1.4 zeigt eine stark ausgeprigte Pathologie in Form feiner, sphirischer
erscheinender, dicht gelagerter PK-resistenter Ablagerungen, die ein granulires Muster von

dunkelvioletter bis brauner Tonung ergeben.

Abbildung 1.5 zeigt eine stark ausgeprigte Pathologie basierend auf dicht gelagerten,
sphirisch erscheinenden PK-resistenter Ablagerungen. Ein resultierendes grobgranulires

Muster von intensiv dunkelvioletter bis braun-schwarzer Ténung.
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Abbildung 1.1 Abbildung 1.2

Abbildung 1.3 Abbildung 1.4

Abbildung 1.5

Abbildung 1.1 —1.5: Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des GroBhirns

exemplarisch veranschaulicht anhand der Hippocampus-Region
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Abbildung 1.1 — 1.5 zeigt die Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des GrofB3hirns

exemplarisch veranschaulicht anhand der Hippocampus Region.

Die Pfeilspitze markiert jeweils ein Areal, anhand dessen der Ausprigungsgrad PK-resistenter SNCA-

Ablagerungen visualisiert wird.

Die Pfeilspitze in Abbildung 1.1 markiert das Stratum moleculare des Gyrus dentatus. Es ist zeigen sich keine

PK-resistenten SNCA-Ablagerungen.

Die Pfeilspitze in Abbildung 1.2 markiert Stratum granulosum des Gyrus dentatus. Es zeigt sich eine schwach

ausgeprigte Pathologie.

Die Pfeilspitze in Abbildung 1.3 markiert das Stratum radiatum des Cornu ammonis. Das betreffende Areal ist

von einer miBig ausgeprigten Pathologie betroffen.

Die Pfeilspitze in Abbildung 1.4 markiert das Stratum radiatum des Cornu ammonis. Es zeigt sich eine stark

ausgeprigte Pathologie.

Die Pfeilspitze in Abbildung 1.5 markiert ein Areal, in dem das Stratum moleculare des Gyrus dentatus an das

Stratum granulosum des Gyrus dentatus grenzt. Es zeigt sich eine sehr stark ausgeprigte Pathologie.
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2.15.2 Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des

Kleinhirns

Im Bereich der weilen Substanz des Kleinhirns resultiert ein von der grauen Substanz des
GroBhirns abweichendes Farbemuster. Eine in Relation weniger stark ausgepragte Grof3en-
progredienz der Proteinablagerungen ergibt eine deutlich homogenere, feinere Struktur der
Farbung. Bei entsprechender Vergrof3erung sind in fortgeschrittenen Stadien feine, distinkte,
sphirisch erscheinende Ablagerungen zu erkennen, die ein feingranulidres Muster ergeben.
Die Toénung sowie die Farbintensitit stimmen mit den fiir die graue Substanz des GroBhirns

definierten Stadien uberein.

Abbildung 2.1 — 2.5 zeigt die Gesamtheit zu beobachtender Ablagerungen PK-resistenter
SNCA-Aggregate im Bereich der grauen Substanz des Kleinhirns exemplarisch

veranschaulicht anhand des Stratum moleculare der Uwvula cerebelli.
Abbildung 2.1 zeigt keinerlei PK-resistente SNCA-Ablagerungen ersichtlich.

Abbildung 2.2 zeigt eine schwach ausgeprigte Pathologie in Form feinster Mikroaggregate.
Es resultiert eine in der Intensitit sehr schwache, diffuse, homogene Firbung von blass-
violetter bzw. braun-grauer Ténung. Die Uvula hebt sich durch eine entsprechende Firbung

geringfiigig von der Umgebung ab.
Abbildung 2.3 zeigt eine mafBig ausgepragte Pathologie in Form feiner Mikroaggregate, die

bei entsprechender Vergrof3erung geradeso zu erahnen sind. Es resultiert eine schwache hell-

violette bis braun-graue T6nung von zunehmender Farbintensitit.

Abbildung 2.4 zeigt eine stark ausgeprigte Pathologie in Form feiner SNCA-Ablagerungen,
die als distinkte Strukturen zu erkennen sind. Es resultiert ein feingranulires, homogenes

Muster von dunkelvioletter bis brauner Ténung.

Abbildung 2.5 zeigt eine sehr stark ausgeprigte Pathologie in Form feiner, dicht gelagerter,
sphirisch-erscheinender SNCA-Aggregate. Es resultiert ein etwas groberes, homogenes

Muster von intensiv dunkelvioletter bis braun-schwarzer Tonung,.
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Abbildung 2.1 — 2.5: Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des Kleinhirns exemplarisch
veranschaulicht anhand des Stratum moleculare der Uvula cerebelli.
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Abbildung 2.1 — 2.5 zeigt die Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der grauen Substanz des Kleinhirns
exemplarisch veranschaulicht anhand des Stratum moleculare des Uvula cerebelli (jeweils markiert mit der

Pfeilspitze).

Abbildung 2.1 zeigt keinerlei SNCA-positive, PK-resistente Ablagerungen.
Abbildung 2.2 zeigt eine schwach ausgeprigte Pathologie.

Abbildung 2.3 zeigt eine mifllig ausgeprigte Pathologie.

Abbildung 2.4 zeigt eine stark ausgeprigte Pathologie.

Abbildung 2.5 zeigt eine sehr stark ausgeprigte Pathologie.

2.15.3 Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der weillen Substanz des
Grof3hirns

Betroffene Strukturen der weilen Substanz des GroBhirns zeigen ebenfalls mit fortge-
schrittenem Alter der Tiere PK-resistente SNCA-Ablagerungen. Die sich im Bereich der
weillen Substanz manifestierende Pathologie weist allerdings Unterschiede gegentiber der
grauen auf. Bereits im Rahmen der Primirmanifestation sind bei entsprechender
VergroBerung eindeutig sphirische Strukturen zu erkennen. Die Aggregatgrole korreliert
positiv mit dem Alter der Tiere. Die Ablagerungen sind aber weniger dicht gelagert, sodass
ein inhomogeneres Muster resultiert. Der Progress der SNCA-Pathologie in einem

betreffenden Areal ist vornehmlich durch die Zunahme der Aggregatdichte gekennzeichnet.
Im Bereich der weillen Substanz des GrofBhirns konnen drei Stadien differenziert werden.

Die weille Substanz des Kleinhirns zeigte zu keinem Zeitpunkt PK-resistente SNCA-

Ablagerungen.
Abbildung 3.1 — 3.5 zeigt die Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der weilen Substanz

exemplarisch veranschaulicht anhand der Fimbrien des medialen Vorderhirnbtindels.
Abbildung 3.1 zeigt keinerlei PK-resistente SNCA-Ablagerungen.

Abbildung 3.2 zeigt die Primirmanifestation PK-resistenter SNCA-Ablagerungen im Bereich
der weillen Substanz. Mikroaggregate, die in Relation zur grauen Substanz gréber erscheinen,
ergeben eine grobgranulire aber weniger dichte Farbung von dunkelvioletter bis brauner

Tonung.

Abbildung 3.3 zeigt eine malig ausgeprigte Pathologie in Form von SNCA-Aggregaten
zunehmender GréBe und Dichte, die ein grobgranulires Muster von dunkel- bis schwarz-

violetter Tonung ergeben.
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Abbildung 3.1 — 3.3: Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der weilen Substanz des GroBhirns veranschaulicht

anhand der Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels.

Abbildung 3.1 — 3.3 zeigen die Stadien der SNCA-Pathologie im Bereich der weilen Substanz des GrofBhirns

exemplarisch veranschauchlicht anhand der Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels

Die Pfeilspitzen markieren die Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels, anhand derer der Ausprigungsgrad

SNCA-positiver und PK-resistenter Ablagerungen visualisiert wird.
Abbildung 3.1 zeigt keinerlei SNCA-positiven und PK-resistenten Ablagerungen.
Abbildung 3.2 zeigt eine schwach ausgeprigte Pathologie.

Abbildung 3.3 zeigt eine mafig ausgeprigte Pathologie.
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2.16 Grundlagen der graphischen Auswertung

Die Ergebnisse der Linien 4537 und SNCAw? wurden mithilfe reprasentative Grafiken der
vier definierten Altersgruppe visualisiert. Die Grafiken wurden dabei so gewahlt, dass sie
einerseits moglichst viele der regelmifig bei der PD und DLB von pathologisch-assoziierten
Verinderungen betroffenen Strukturen abbilden. Andererseits sollte eine gréf3tmogliche
Deckungsgleichheit zu den koronalen Schnittebenen gegeben sein, an denen sich die
Schnittfihrung im Rahmen der Gewebeaufarbeitung des murinen ZNS-Gewebe orientierte
(sieche Tabelle 2).

Von allen Tieren einer Altersgruppe wurde der durchschnittliche Ausprigungsgrad der
SNCA-Pathologie im Bereich eines definierten anatomischen Areals ermittelt und
farbkodiert abgebildet.

Im Rahmen der praktischen Auswertung konnte nicht gewihrleistet werden, dass die
Schnittfihrung bei jedem Einzelnen der untersuchten Tiere auf der exakt gleichen koronalen
Ebene verlduft. So waren ausgewihlte Strukturen nur vereinzelt abgebildet. Die
Beschreibung einer moglicher SNCA-Aggregationspathologie in diesen unregelmal3ig
abgebildeten Arealen wurde aufgrund mangelnder Aussagekraft vernachlissigt. Gleiches gilt
fiir solche Bereiche, die unter Zuhilfenahme der oben genannten Methoden nicht zweifelsfrei

von der Umgebung zu differenzieren waren.

Die Zuordnung PK-resistenter Ablagerungen zu neuroanatomischen Arealen erfolgte unter
der Zuhilfenahme eines digitalen, hochauflésenden anatomischen Referenzatlas (Allen
Mouse Brain Atlas (2011). Der Referenzaltas bildet insgesamt 132 koronale Schnittebenen
im Abstand von jeweils 100pum ab. Die Erstellung der Grafiken orientierte sich dabei an den
Atlasebenebenen N° 12, 44, 68, 83, 95, 109 und 129. Die Verwendung erfolgte mit
freundlicher Genehmigung des Allen Institute for Brain Science.
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3  Ergebnisse

3.1 Auswertung der Mauslinie PAC-Tg-A53T

3.1.1 Junge und adoleszente Tiere

Die ersten PK-resistenten, SNCA-positiven Proteinablagerungen manifestierten sich ab

einem Alter von einem Monat multifokal in ausgewihlten Strukturen der grauen Substanz.

Die Hippocampus-Region zeigte im Bereich des Stratum multiforme des Gryus dentatus
sowie im Bereich des Stratum lucidum des Cornu ammonis regelmillig eine schwach

ausgepragte Pathologie.

Im Bereich des Nucleus spinalis nervi trigmini manifestierten sich regelmaflig schwach bis
miflig ausgepriagte SNCA-Ablagerungen in einem schmalen bandférmigen Areal, das am
chesten der Zone synaptischer Verbindung zwischen dem Nucleus und dem Tractus spinalis

Nervi trigemini entsprach.

Das Myelon war bei jungen und adoleszenten Tieren auf einer zusitzlichen Schnittebene
regelmifBig abgebildet. Bei einem Tier im Alter von einem Monat manifestierte sich einmalig
in einem umschriebenen Areal, welches am ehesten der Substantia gelatinosa zugeordnet

werden konnte, eine mafBig-ausgepragte Pathologie.

Daneben zeigten die Uvula cerebelli sowie der Flocculus/Paraflocculus cerebelli regelmalBig
eine durchschnittlich schwach ausgeprigte Pathologie. Flocculus und Paraflocculus waren
nicht immer eindeutig voneinander zu differenzieren, zeigten aber ein weitestgehend
tbereinstimmendes Farbemuster und wurden daher nicht gesondert voneinander betrachtet.
Der Nodulus cerebelli war lediglich bei einem Tier im Alter von einem Monat auf den
Schnittebenen abgebildet und in diesem Fall ebenfalls von einer schwach ausgeprigten
Pathologie betroffen. Von PK-resistenten SNCA-Ablagerungen involvierte Strukturen des
Kleinhirns zeigten ein charakteristisches Farbemuster, das dem dreischichten Aufbau der
Kleinhirnrinde am ehesten wie folgt zugeordnet werden konnte: Das Stratum moleculare
zeigte ein auf feinsten Granula basierendes, diffuses Ablagerungsmuster von blass-violetter

Farbe. Dagegen war das Stratum granulosum sowie das Stratum purkinjense nicht betroffen.

Bei zwei Monate alten Tieren war sowohl hinsichtlich des Grades der Pathologie betroffener
Strukturen als auch der weiteren topographischen Expansion eine geringe Progression der

Ergebnisse zu beobachten.

Im Bereich der Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius manifestierte sich bei einem Tier

im Alter von zwei Monaten erstmalig eine schwach ausgeprigte Pathologie. Vereinzelte,
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eindeutig als distinkte Strukturen zu erkennende sphiroide Ablagerung von intensiver braun-

bis schwarz-violetter Farbe kennzeichneten das betreffende Areal.

Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmiflig auf den Schnittebene
abgebildet und konnten daher nicht bewertet werden: Stratum glomerulosum des
accessorischen Bulbus olfactorius, mediales und dorsales Pallidum, Nucleus ventromedialis

hypothalami, pontines Grau, Nodulus cerebelli.

Tiefer gelegene Rindenschichten/Strukturen der kortikalen Subplatte konnten nicht
zweifelsfrei von umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurden daher nicht

gesondert betrachtet.

Die ibrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weillen Substanz zeigten keine
Auffalligkeiten.

Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 17.
Abbildung 4.1 — 4.8 zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse.

Abbildung 5.1 — 5.8 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 17: Tabellarische Einzelauswertung — A537, junge und adoleszente Tiere

Fallnummer 4 5 6 7
Alter in Monaten 1 1 1 2
Geschlecht w W w W m

Anatomische Struktur @

Bulbus olfactorius - - - -

Glomeruli olfactorii - - - -

Nucleus olfactorius anterior - / - -
Bulbus olfactorius accessorius / / / -
Stratum glomerulosum / / / /

Area piriformis - - _ -

Taenia tecta - / - /

Olfaktorischer Cortex - - _ -

Isocortex - - - _

Hippocampus-Region - - - _

Gyrus dentatus + + + +
Cornu ammonis + + + +
Retrohippocampale Region - - - -

Dorsales Striatum/Caudoputamen - - - -

Ventrales Striatum - - - _

Lateral-septaler Komplex (Striatum) - / - -

Ventrales Pallidum - - _ R

Mediales Pallidum - - - -
Dorsales Pallidum / / / /
Kaudales Pallidum / / / /
Amygdala / - / -
Thalamus - - - -
Hypothalamus - - - -

Corpus mamillare hypothalami - - - -

Nucleus ventromedialis hypothalami / / / /

Mesencephalon - - _ -
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Fallnummer 6 7 8
Alter in Monaten 1 2 2
Geschlecht W W m
Anatomische Struktur @
Substantia nigra - / -
Nucleus interpeduncularis - - /
Nucleus tegmentalis ventralis - / /
Pons - - -
Pontines Grau / / /
Medulla oblongata - - -
Nucleus dorsalis nervi vagi / - - .
Nucleus tractus solitarii
Nucleus spinalis nervi trigemini ++ + ++
Myelon - / -
Substantia gelatinosa ++ / -
Cerebellum - - -
Nodulus / / +
Uvula _ ++ /
Flocculus/Paraflocculus + + +
Cingulum , - -
Fimbrien / - -
Commissura antetior nervi olfactorii - - -
Capsula interna / - -

Tractus mamillothalamicus
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Die in der Tabelle verwendeten Zeichen sind wie folgt zu interpretieren:

Tabelle 18: Legende zur tabellarischen Einzelauswertung

- Nicht vorhanden
+ Schwach ausgeprigt
++ MiBig ausgeprigt
+++ Stark ausgeprigt

++++ Sehr stark ausgeprigt

/ Struktur ist nicht auf den Schnittebenen abgebildet
%) Durchschnittlicher Auspriagungsgrad PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen
[] Die Struktur ist nicht oder nur unregelmafBig (in weniger als einem Drittel der Fille) auf den

Schnittebenen abgebildet und konnte daher nicht valide bewertet werden.

Eingeriickte anatomische Strukturen in der ersten Spalte zeigen die Zugehorigkeit zur Zeile dariiber an.

w weiblich

m mannlich
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Abbildung 4.1 @
P,

Abbildung 4.2

Abbildung 4.3 Abbildung 4.4

Abbildung 4.1 — 4.8: Graphische Auswertung — 4537, junge und adoleszente Tiere
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Abbildung 4.5 Abbildung 4.6

Abbildung 4.7 Abbildung 4.8

Abbildung 4.1 — 4.8: Graphische Auswertung — 4537, junge und adoleszente Tiere
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Abbildung 4.1 — 4.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen junger und adoleszenter Tiere im Alter von
1 — 2 Monaten der Mauslinie .453T. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen.

Abbildung 4.1: Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen markieren den Nervus

olfactorius.

Abbildung 4.2: Schnittebene auf Héhe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen markieren den Nervus

olfactorius.
Abbildung 4.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 4.4: Schnittebene auf Héhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum multiforme
des Gyrus dentatus der Hippocampus-Region. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu

ammonis der Hippocampus-Region.
Abbildung 4.5: Schnittebene vor der Vierhiigelplatte.
Abbildung 4.6: Schnitteben auf Héhe von der Vierhiigelplatte.

Abbildung 4.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 4.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

moleculare der Uvula cerebelli. Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus spinalis nervi trigemini.
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In der graphischen Auswertung verwendete Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge:

av Alveus

BO Bulbus olfactorius

BOa Bulbus olfactorius accessorius
CB Cerebellum

cbFT cerebellirer Fasertrakt

cc Corpus callosum

ci Capsula interna

CP Caudoputamen/dorsales Striatum
Fi Fimbrien (mediales Vorderhirnbiindel)
FL Flocculus cerebelli

fxs Fornixsystem

HPR Hippocampus-Region

1PN Nucleus interpenduncularis
HY Hypothalamus

1SO Isocortex

kSPL kortikale Subplatte

LSK lateral-septaler Komplex (Striatum)
MES Mesencephalon

nll Nervus opticus

n.III Nervus oculomotorius

n.V Nervus trigeminus

n.VIIT Nervus vestibulocochlearis

n.X Nervus vagus

Nucl.N.V Nucleus spinalis nervi trigemini
NuclN.X Nucleus dorsalis nervi vagi
Nucl.O.a Nucleus olfactorius antetior
OlfC olfaktorischer Cortex

P Pons

PALd dorsales Pallidum

PALm mediales Pallidum

PFL Paraflocculus cerebelli

PG Pontines Grau

PIR Area piriformis

PYR Tractus pyramidalis

rHPR retrohippocampale Region
sAMY Striatum-dhnliches Kerngebiet der Amygdala
SN Substantia nigra

Si Substantia innominate

STRv ventrales Striatum

SUB Subiculum

TH Thalamus

Uvu Uwula cerebelli

Strukturen der weilen Substanz wurden im Rahmen der graphischen Auswertung in kursiver Schrift abgekurzt.
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Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen

Graue Substanz — keine PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen nachweisbar

Graue Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung

nachweisbar

Graue Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in mafBiger Ausprigung

nachweisbar

Graue Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in starker Ausprigung

nachweisbar

Graue Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in sehr starker Ausprigung

nachweisbar

Weille Substanz — keine PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen nachweisbar

Weille Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung

nachweisbar

Weile Substanz — PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in mafBiger Ausprigung

nachweisbar

Liquor

nicht bewertete Areale
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Abbildung 5.1 Abbildung 5.2

Abbildung 5.3 Abbildung 5.4

Abbildung 5.5 Abbildung 5.6

Abbildung 5.1 — 5.6: Exemplarische Fotoausschnitte — 4537, junge und adoleszente Tiere
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Abbildung 5.1 — 5.6 zeigt Fotoausschnitte der jungen und adoleszenten Tiere der Linie 4537, die die Ergebnisse

exemplarisch visualisieren.

Abbildung 5.1 zeigt den Bulbus olfactorius eines zwei Monate alten Tieres (Fallnummer 8) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitzen a und b markieren die Glomeruli olfactorii. Sie
zeigen PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung. Mal3stab 1:40.

Abbildung 5.2 zeigt die Hippocampus-Region eines zwei Monate alten Tieres (Fallnummer 8) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum lucidum des
Cornu ammonis. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum multiforme des Gyrus dentatus. Beide Areale zeigen

PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung. Mal3stab 1:25.

Abbildung 5.3 zeigte die Hippocampus-Region eines zwei Monate alten Tieren (Fallnummer 8) unter
Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum lucidum des
Cornu ammonis. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum multiforme des Gyrus dentatus. Beide Areale zeigen
PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung. Die die umliegenden Strukturen
involvierende, diffuse, rétliche Firbung konnte unter Verwendung der PET-blot-Methode nicht reproduziert

werden und wurde daher als unspezifisch gewertet. Maf3stab 1:25.

Abbildung 5.4 zeigt das Myelon eines ein Monat alten Tieres (Fallnummer 6) unter Verwendung der PET-blot-
Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert Anteile des Nucleus spinalis nervi trigemini. Die
Pfeilspitze b markiert die Substantia gelatinosa des Hinterhorn des Riickenmarks. Beide Areale zeigen PK-

resistente, SNCA-positive Ablagerungen in miBiger Ausprigung. Mal3stab 1:7.

Abbildung 5.5 zeigt die Medulla oblongata eines zwei Monate alten Tieren (Fallnummer 8) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert Anteile des Nucleus spinalis nervi
trigemini. Der Nucleus zeigt PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in miBiger Ausprigung. Malstab
1:12,5.

Abbildung 5.6 zeigt Anteile des Nucleus spinalis nervi trigemini unter Verwendung von Immunhistochemie
(Antikorper 10D2). Es zeigen sich in pink-rot Farbung distinkte, sphirische erscheinende PK-resistente SNCA-
Ablagerungen. Mal3stab 1:80.
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3.1.2 Erwachsene Tiere

Von jungen und adoleszenten zu drei Monaten alten Tieren kam es zu einer umfangreichen
Progression der mutmalllich pathologisch-assoziierten Veranderungen, einerseits
gekennzeichnet durch eine zunehmende Grofle und Dichte der SNCA-Aggregate und
andererseits durch eine topographische Expansion auf Strukturen der grauen Substanz von
GroB3- und Kleinhirn. Im Bereich der weillen Substanz manifestierte sich erstmalig eine
SNCA-Pathologie. Eine mdgliche Expansionsrichtung entlang neuroanatomischer

Strukturen war nicht zu beobachten.

Die Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius zeigten bei Tieren im Alter von drei Monaten
keinerlei PK-resistente SNCA-Ablagerungen. Das Stratum granulosum des Bulbus war in
einem Fall erstmalig von einer schwach ausgeprigten Pathologie involviert. Die duf3ere und
innere plexiforme Schicht sowie die Schicht der Mitralzellen waren nicht zweifelsfrei

voneinander zu differenzieren. Sie zeigten keine spezifische Farbung.

Im Bereich des Nervus olfactorius waren feine, dunkelviolette bis braune irregulire,
faserahnliche Strukturen abzugrenzen, die in ihrer Morphologie nicht mit den im tbrigen
ZNS zu beobachtenden SNCA-Ablagerungen tbereinstimmten. FEine entsprechende
Firbung konnte im gesamtem ZNS im Bereich unmittelbar randbildender Strukturen
beobachtet werden und wurde auf unspezifische Ablagerungen, am ehesten bedingt durch

den Fixationsprozess, zurtiickgefihrt.

Der medialie, dorsale, laterale sowie posteroventrale Anteil des Nucleus olfactorius anterior
zeigte durchschnittlich eine schwach ausgepragte Pathologie. Der externe Anteil des Kerns
konnte nicht eindeutig von den Umgebungsstrukturen abgegrenzt werden, zeigte aber am
chesten ein mit den Gbrigen Anteilen tbereinstimmendes Ergebnis. Die als Lamina eins des

Kerngebiets war nicht betroffen.

Der Isocortex war bei drei Monaten alten Tieren unregelmifBig eine schwach bis maximal
miflig ausgeprigte Pathologie involviert. Unterschiede im Auspragungsgrad betroffener
Schichten ergaben ein charakteristisches Muster, welches dem sechsschichtigen Aufbau am
ehesten wie folgt zugeordnet werden konnte: In einem Grof3teil des Isocortex (motorische,
sensorische, visuelle und auditive Rindenareale) zeigten die Laminae vier und sechs eine
schwach bis miBig ausgeprigte SNCA-Aggregation. Die Laminae eins bis drei sowie die
Lamina fiinf waren dagegen nicht betroffen. Mediale Cortexabschnitte (Gyrus cinguli, pra-
und infralimbischer und retrospinaler Cortex sowie solche Rindenareale mit Assoziation zu
Orbita) zeigten, ausgenommen der Laminae vier, ein entsprechendes Muster. Die
topographische Beziehung temporaler Rindenareale (Inselrinde, peri-/ectorhinaler Cortex)

zur angrenzenden Area piriformis und retrohippocampalen Region war nicht eindeutig



Ergebnisse 58

festzulegen. In den betreffenden Isocortexabschnitten war die Schichtung in Relation

deutlich schwicher ausgeprigt.

Die Hippocampus-Region zeigte regelmifig eine maximal stark ausgeprigte SNCA-
Pathologie mit charakteristischer Schichtung. Ausgewihlte Schichten hoben sich durch eine
in Relation fortgeschrittene Firbung deutlich von den umgebenden hippocampalen
Strukturen ab, darunter das Stratum multiforme des Gyrus dentatus sowie ein schmales
bandférmiges Areal am chesten im Bereich synaptischer Verbindungen zwischen dem
Stratum moleculare einerseits und dem Stratum granulosum des Gyrus dentatus andererseits.
Ein entsprechend intensives Farbverhalten zeigte das Stratum lucidum des Cornu ammonis.
Nicht von pathologisch-assoziierten Verinderungen involviert waren das Stratum
granulosum des Gyrus dentatus, das Stratum pyramidale des Cornu ammnonis und das

Stratum lacunosum-moleculare des Cornu ammonis.

Die retrohipocampale Region zeigte durchschnittlich eine schwach ausgeprigte Pathologie.

Eine charakteristische Schichtung war nicht zu beobachten.

Im Bereich des Caudoputamens war einmalig eine schwach ausgeprigte Pathologie

festzustellen.

Das dorsale Pallidum war unregelmifBig auf den Schnittebenen abgebildet und zeigte in

einem Fall eine SNCA-Aggregation von schwacher Ausprigung.

Bis auf zwei umschriebene Areale, die am ehesten dem Epithalamus sowie dem Nucleus
reticularis thalami entsprachen, zeigten die Gbrigen Thalamuskerne regelmal3ig eine maf3ig
ausgepragte Firbung. Die Nuclei mediani thalami sowie die Nuclei intralaminares schienen
in Relation etwas schwicher betroffen. Im Bereich der ventralen Gruppe des dorsalen
Thalamus war ein inhomogenes Farbverhalten zu beobachten. Die anterior-laterale sowie die
mediale Kerngruppe zeigten eine mit der medialen sowie anterioren Gruppe weitestgehend
tbereinstimmende Firbung. Ventrale Kerngebiete erschienen, auch in Abhingigkeit von der
Schnittebene, in einigen Fillen deutlich schwicher betroffen. Eine eindeutige Abgrenzung
einzelner Thalamus-Kerne war nicht moglich. Die ventrale Gruppe wurde daher im Rahmen

der graphischen Auswertung einheitlich behandelt.

Im Bereich des Nucleus spinalis nervi trigemini manifestierten sich, tibereinstimmend mit
den Ergebnissen der jungen und adoleszenten Tiere, regelmiBig PK-resistente SNCA-
Ablagerungen von schwacher bis miBiger Ausprigung in einem schmalen, longitudinalen

und unmittelbar an den Tractus spinalis nervi trigemini angrenzendem Areal.

Der Nodulus cerebelli sowie der Flocculus/Paraflocculus cerebelli waren nur unregelmiBig
auf den Schnittebenen abgebildet, zeigten in diesen Fillen aber erstmalig eine schwach
ausgepriagte SNCA-Pathologie mit charakteristischer Schichtung. Das Stratum moleculare

hob sich durch eine homogene, schwach ausgeprigte, hellviolette bis griauliche Firbung vom
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Stratum granulosum sowie vom Stratum purkinjense ab, die ihrerseits nicht betroffen waren.

Die uibrigen cerebelliren Strukturen zeigten keine pathologisch-assoziierten Verinderungen.

Im Bereich der Fimbrien des medialen Vorderhirnbtindels waren erstmalig PK-resistente,

distinkte, spharisch erscheinende SNCA-Ablagerungen von geringer Dichte auszumachen.

Sechs Monate alten Tieren zeigten weiterhin eine signifikante Zunahme der SNCA-

Pathologie, sodass drei und sechs Monate alte Tiere gesonderte beschrieben wurden.

Im Bereich der Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius war nun regelmifig eine grob-
granulire SNCA-Aggregation von insgesamt miliger Ausprigung zu beobachten, die sich

deutlich von den unmittelbar umgebenden Strukturen abhob.

Im Bereich der Area piriformis entwickelte sich erstmalig eine schwach ausgeprigte Farbung
mit charakteristischer Schichtung, die dem dreischichten Aufbau des Rindenareals aber nicht

zweifelsfrei zugeordnet werden konnte.

Die Taenia tecta war nur bei einem Tier im Alter von sechs Monaten auf den Schnittebenen
abgebildet und zeigte in diesem Fall eine maBig ausgeprigte Pathologie. Auch aufgrund der
Tatsache, dass nur ein kleinster Anteil des Rindenareals angeschnitten war, konnte keine

charakteristische Schichtung beschrieben werden.

Der Isocortex zeigte eine weitestgehend mit jiingeren Tieren tbereinstimmende charakte-
ristische Schichtung von regelmillig maBiger Ausprigung. Neben den Laminae vier und

sechs zeigten allerdings auch die Laminae eins und fiinf eine PK-resistente Firbung.

Im Bereich des olfaktorischen Cortex hoben sich am chesten die Laminae eins und/oder
zwei durch eine schwach bis milig ausgeprigte SNCA-Pathologie von den restlichen
Schichten ab.

Das ventrale Striatum sowie der lateral-septale Komplex des Striatums waren jeweils nur bei
einem Tier im Alter von sechs Monaten auf den Schnittebenen abgebildet und zeigten in

beiden Fillen eine maBig ausgeprigte SNCA-Aggregation.

Das striatum-dhnliche Kerngebiet der Amygdala war bei zwei von drei Tieren erstmalig von

einer schwach ausgeprigten Pathologie betroffen.

Die Substantia nigra zeigte nun regelmilig eine schwach ausgeprigte SNCA-Aggregation
vornehmlich im Bereich der Pars compacta. In fortgeschrittenen Stadien schien die Pars

reticularis ebenfalls von einer entsprechenden Pathologie involviert.

Im Bereich der Uvula cerebelli zeigte das Stratum moleculare eine schwach ausgeprigte
Farbung. Es resultierte ein den jungen und adoleszenten Tieren entsprechendes Farbemuster

des cerebelliren Cortex in dem betreffenden Areal.
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Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmiflig auf den Schnittebene
abgebildet und konnten daher nicht bewertet werden: Bulbus olfactorius accessorius,

kaudales Pallidum, Nucleus interpeduncularis hypothalami, pontines Grau, Myelon.

Tiefer gelegene Rindenschichten (kortikale Subplatte) konnten nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurden daher nicht gesondert

betrachtet.

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weillen Substanz zeigten keine

Auffilligkeiten.
Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 19.
Abbildung 6.1 — 6.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.

Abbildung 7.1 — 7.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 19: Tabellarische Einzelauswertung — A537, erwachsene Tiere

Fallnummer 10 11 12 224 225 226
Alter in Monaten 3 3 3 6 6 6
Geschlecht W W m W W m
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius + - - ++ + S+
Glomeruli olfactorii - - . - ++ ++
Noucleus olfactorius anterior + - + ++ / /
Bulbus olfactorius accessorius / / - / / /
Stratum glomerulosum / / / / / /
Area piriformis - - - / + +
Taenia tecta / / - / ++ /
Olfaktorischer Cortex - - - / ++ +
Isocortex + - ++ ++ ++ ++
Hippocampus-Region + + ++ + ++ ++
Gyrus dentatus ++ ++ +++ ++ +++ +++
Cornu ammonis ++ ++ +++ ++ F++ |
Retrohippocampale Region - + + + ++ ++
Dorsales Striatum/Caudoputamen - - + + + +
Ventrales Striatum - - / / ++ /
Lateral-septaler Komplex (Striatum) / - / ++ / /
Ventrales Pallidum / - / / - /
Mediales Pallidum / - / / - /
Dorsales Pallidum - / + / / +
Kaudales Pallidum / / - / / /
Amygdala - . - + _ T
Thalamus ++ - ++ ++ ++ ++
Hypothalamus - - - - - -
Corpus mamillare hypothalami - - - / / /
Nucleus ventromedialis - / - / / R
hypothalami




Ergebnisse 62
Fallnummer 10 11 12 224 225 226
Alter in Monaten 3 3 3 6 6 6
Geschlecht W W m W W m
Anatomische Struktur @

Mesencephalon - - - - - -
Substantia nigra - / / + + +
Nucleus interpedunculatis - / / / / /
Nucleus tegmentalis ventralis - - - / / /

Pons - - - - - -
Pontines Grau / / / / / /

Medulla oblongata - - - - - -
Nucleus dorsalis nervi vagi / / / - - - -
Nucleus tractus solitarii
Nucleus spinalis nervi trigemini + + ++ / / /

Myelon / / / / / /
Substantia gelatinosa / / / / / /

Cerebellum - - - . - -
Nodulus / / + / / /
Uvula - / / / + +
Flocculus/Paraflocculus / + / - - -

Cingulum - - . - _ -

Fimbrien - - ++ . - -

Commissura antetior netrvi olfactorii - - - - / /

Capsula interna - - / / / /

Tractus mamillothalamicus - - / - - -

Legende zu Tabelle 19: Siche Legende zur tabellarischen Einzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 6.1

Abbildung 6.2

Abbildung 6.3

Abbildung 6.4

Abbildung 6.1 — 6.8: Graphische Auswertung — 4537, erwachsene Tiere
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Abbildung 6.5 Abbildung 6.6
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Abbildung 6.7 Abbildung 6.8

Abbildung 6.1 — 6.8: Graphische Auswertung — 4537, erwachsene Tiere (Teil 2)
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Legende zu Abbildung 6.1 — 6.6:

Abbildung 6.1 — 6.6 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 erwachsener Tiere im Alter von
3 — 6 Monaten der human-transgenen Mauslinie .453T. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-
resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siehe Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 6.1: Schnittebene auf Hohe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. De Pfeilspitze b markiert die duBere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen

c markieren den Nervus olfactorius.

Abbildung 6.2: Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

glomerulosum des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze b markiert den Nervus olfactorius.
Abbildung 6.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 6.4: Schnittebene auf Héhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum multiforme
des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis (Hippocampus-
Region). Die Pfeilspitze ¢ markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze d markiert den Nucleus reticularis

hypothalami.

Abbildung 6.5: Schnittebene vor der Vierhiigelplatte.

Abbildung 6.6: Schnitteben auf Hohe der Vierhtigelplatte.

Abbildung 6.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 6.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

moleculare der Uvula (Vermis cerebelli). Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus spinalis nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 7.1 Abbildung 7.2

Abbildung 7.3 Abbildung 7.4

Abbildung 7.5 Abbildung 7.6

Abbildung 7.1 — 7.6: Exemplarische Fotoausschnitte — 4537, erwachsene Tiere
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Abbildung 7.1 — 7.6 zeigt Fotoausschnitte erwachsener Tiere (3 — 6 Monate) der SNCA-transgenen Linie 4537,

die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 7.1 zeigt den Bulbus olfactorius eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 226) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert ein Glomerulom des Stratum
glomerulosum. Sie zeigen distinkte, sphirische PK-resistente SNCA-Aggregate von dunkelvioletter Farbe in

miBiger Ausprigung. Mal3stab 1:120.

Abbildung 7.2 zeigt den Bulbus olfactorius sowie den Nucleus olfactorius anterior eines sechs Monate alten
Tieres (Fallnummer 224) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a
markiert das Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum granulosum
des Bulbus olfactorius. Der Bulbus olfactorius zeigt in seiner Gesamtheit PK-resistente, SNCA-positive
Ablagerungen in schwacher Ausprigung. Die Ablagerungen im Bereich der Glomeruli olfactorii wurden als
mafig ausgeprigt beschrieben. Die Pfeilspitze ¢ markiert den Nucleus olfactorius anterior (abgebildet ist der

mediale, laterale, dorsale und posteroventrale Anteil). MaB3stab 1:12,5.

Abbildung 7.3 zeigt den Isocortex eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 226) unter Verwendung der
PET-blot-Methode (Antikorper 10D2). Die Pfeilspitze markiert das Corpus callosum. Mit den entsprechenden
Zahlen markiert sind die Laminae 1 — 6 des Isocortex. Der Isocortex zeigt in seiner Gesamtheit PK-resistente,

SNCA-positive Ablagerungen in mafliger Ausprigung. Maf3stab 1:25.

Abbildung 7.4 zeigt u. a. die Hippocampus-Region sowie das Mesencephalon eines sechs Monate alten Tieres
(Fallnummer 226) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert die
Hippocampus-Region. Sie ist in ihrer Gesamtheit von PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen in
mafiger Ausprigung betroffen. Die Pfeilspitze b markiert die anteriore Gruppe des dorsalen Thalamus. Das
betreffende Areal zeigt PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in mafBiger Auspragung. Mal3stab 1:20.

Abbildung 7.5 zeigt u. a. die Hippocampus-Region, Anteile des Thalamus sowie das Mesencephalon eines sechs
Monate alten Tieres (Fallnummer 226) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die
Pfeilspitze a markiert die Hippocampus-Region. Sie zeigt PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in
maBiger Ausprigung. Die Pfeilspitze b markiert die Corpora geniculata mediale und laterale des Thalamus
(Metathalamus). Sie zeigen PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in mafiger Ausprigung. Die
Pfeilspitze ¢ markiert die Substantia nigra. Sie zeigt PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher

Ausprigung. Mal3stab 1:10.

Abbildung 7.6 zeigt u. a. das Cerebellum eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 226) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert das Stratum moleculare der Uvula der
Vermis cerebelli. Es zeigen sich PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher Ausprigung.
Maf3stab 1:7.



Ergebnisse 68

3.1.3 Tiere mittleren Alters

Ausgehend von erwachsenen Tieren im Alter von 3 — 6 Monaten zu Tieren mittleren Alters
im Alter 10 — 15 Monaten kam es zu einer weniger stark ausgeprigten aber dennoch weiteren
Progression der SNCA-Pathologie. Zu beobachten war neben einer weiteren
topographischen Expansion insbesondere die gesteigerte Dichte und Grofle der
Proteinaggregate. Tiere im Alter von 10 — 15 Monaten zeigten weitestgehend

tbereinstimmende Ergebnis und wurden daher nicht differenziert voneinander beschrieben.

Die nachfolgenden Strukturen zeigte in Relation zu den Ergebnissen der jiingeren Tiere die

folgenden Besonderheiten.

Das Stratum granulosum sowie das Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius zeigten
regelmafig eine schwach bis maximal stark ausgeprigte Pathologie. Daneben entwickelte
sich in Fillen fortgeschrittener Pathologie auch im Bereich der dufleren plexiformen Schicht
eine weniger stark ausgeprigt PK-resistente Firbung. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der erwachsenen Tiere konnten die Schicht den Mitralzellen sowie die innere
plexiforme Schicht nicht sicher voneinander differenziert werden. Die Glomeruli olfactorii
waren bei einzelnen Tieren auf den Schnittebenen abgebildet. Dicht gelagerte und grobste
Granula von dunkel- bis schwarz-violetter Farbe hoben sich in diesen Fillen deutlich von

der Umgebung des Bulbus ab.

Der Bulbus olfactorius accessorius war nur bei einem Tier im Alter von 13 Monaten auf den
Schnittebenen abgebildet. Das Stratum glomerulosum zeigt in diesem Fall PK-resistente und

SNCA-positive Ablagerungen von starker Ausprigung.

Neben den Laminae vier und sechs des Isocortex zeigte nun auch die Lamina eins eine
charakteristische Farbung. Die Lamina funf war in Relation etwas schwicher betroffen. Die
Laminae zwei und drei waren nicht betroffen. Im Bereich medialer Cortexabschnitte (Gyrus
cinguli, prilimbischer, infralimbischer und retrospinaler Cortex, Rindenareale mit
Assoziation zur Orbita) zeigte sich ein entsprechendes Firbemuster (die Laminae vier
entfillt). Im Bereich temporaler Rindenareale (Inselrinde, peti-/ectorhinaler Cortex) am
Ubergang zur Area piriformis bzw. der retrohippocampalen Region war die Schichtung

Ubereinstimmend mit jingeren Tieren nahezu aufgehoben.

Das dorsale Striatum/Caudoputamen sowie der lateral-septale Komplex des Striatums
zeigten einen deutlichen Progress der SNCA-Aggregation von nun maximal starker,
durchschnittlich miBiger Auspragung. Bei einem Tier im Alter von zehn Monaten hob sich
sowohl im Bereich des dorsalen Striatums/Caudoputamens als auch im Bereich des lateral-
septalen Komplexes (am chesten caudodorsaler Anteil) erstmalig ein an den lateralen
Ventrikel angrenzendes Areal durch deutlich grobere, dicht gelagerte Proteinaggregate von

intensiver Farbe deutlich ab.
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Im Bereich des kaudalen Pallidums war ab einem Alter von 13 Monaten erstmalig eine

schwache hell-violett bis braun-griuliche, diffuse Farbung zu beobachten.

Das Corpus mamillare hypothalami war ab einem Alter von 13 Monaten ebenfalls erstmalig

von einer schwachen Firbung involviert.

Das Myelon war lediglich bei einem Tier im Alter von zehn Monaten auf einer
weiteren/neunten Schnittebene abgebildet. In diesem Fall zeigte ein Areal, das am ehesten
der Substantia gelatinosa zugeordnet werden konnte, eine schwach ausgeprigte SNCA-

Aggregation.

AusschlieBlich im Bereich des Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli
ergaben dicht gelagerte, feine SNCA-Ablagerungen eine schwach ausgepragte Farbung. Das

Stratum granulosum sowie das Stratum purkinjense waren nicht betroffen.

Im Bereich der Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels manifestierte sich regelmal3ig eine
schwach bis miBig ausgeprigte SNCA-Pathologie. Das Cingulum zeigte PK-resistente

Proteinablagerungen von maximal maBliger Ausprigung.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten bei Tieren im Altern von 6 — 15 Monaten
keine relevante Progression der SNCA-Pathologie: Taenia tecta, olfaktorischer Cortex,
retrohippocampale Region, striatum-dhnliche Kerngebiete der Amygdala, Substantia nigra,

Nucleus spinalis Nervi trigemini, Uvula cerebelli.

Bei einzelner Betrachtung der Tiere mittleren Alters konnte in Relation zu jingeren Tieren
ein gering ausgeprigter Progress der Firbung im Bereich der nachfolgenden Strukturen
beobachtet werden: Nucleus olfactorius anterior, Area piriformis, Hippocampus-Region,
Thalamus, ventrales Striatum, dorsales Pallidum/Globus pallidus. Der gemittelte
Ausprigungsgrad der Pathologie stimmte allerdings mit erwachsenen Tieren im Alter von

sechs Monaten uberein.

Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmiflig auf den Schnittebene
abgebildet und konnten daher nicht bewertet werden: Stratum glomerulosum des

accessorischen Bulbus, mediales Pallidum, Nucleus tegmentalis ventralis, pontines Grau,
Nodulus cerebelli, Myelon.

Tiefer gelegene Rindenschichten (kortikale Subplatte) konnten nicht zweifelsfrei von umlie-

genden Rindenarealen differenziert werden und wurden daher nicht gesondert betrachtet.

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weilen Substanz zeigten keine

pathologisch-assoziierten Verinderungen.
Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 20.

Abbildung 8.1 — 8.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarsteﬂung der Ergebnisse.
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Abbildung 9.1 — 9.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 20: Tabellarische Einzelauswertung — A537T, Tiere mittleren Alters

Fallnummer 13 14 15 16 17 18 22 23 24
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15 15
Geschlecht w m m m m m m m m
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius - / + +++ ++ / / / /
Glomeruli olfactorii / / R e = / / /
+
Nucleus olfactorius + ++ ++ / +++ + + + /
anterior
Bulbus olfactorius - / - / - / / / /
accessorius
Stratum / / / / +++ / / / /
glomerulosum
Area piriformis + ++ + + / + + + +
Taenia tecta / + / / / + + ++ ++
Olfaktorischer Cortex ++ + ++ + + ++ + ++ ++
Isocortex | At | A | A | |+ ++ | | At
Hippocampus-Region ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Gyrus dentatus el [ e I e I R I I o B e
+
Cornu ammonis T T = o o I e B e e e e e e e
+
Retrohippocampale + ++ + + T e I I e
Region
Dorsales +1 ++ | | A | A |+ 4+ | A |
Striatum/Caudoputamen
Ventrales Striatum - + + ++4+ | +++ + + + +++
Lateral-septaler Komplex ++1 ++ ++ +++ | +++ / / / +++
(Striatum)
Ventrales Pallidum - - - - / / / / -

! In einem unmittelbar an das Ventrikelsystem angrenzenden Areal des dotsalen Striatums/Caudoputamens
einerseits sowie lateral-septalen Komplexes des Striatums andererseits waren PK-resistente, SNCA-positive
Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung festzustellen.
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Fallnummer 13 14 15 16 17 18 22 23
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15
Geschlecht w m m m m m m m
Anatomische Struktur @
Mediales Pallidum / / - - / / / /
Dorsales Pallidum / / / + + / ++ ++
Kaudales Pallidum - - / / + + / +
Amygdala / + + + + + + +
Thalamus | A | | A | |+ ++ | ++
Hypothalamus - - - - - - - -
Corpus mamillare - - - - - ++ - -
hypotahalami
Nucleus / / / - - / - -
ventromedialis
hypothalami
Mesencephalon - - - - - - _ _
Substantia nigra + + + / + + / /
Nucleus / / - / - - / /
interpeduncularis
Nucleus tegmentalis - / / - / / / /
ventralis
Pons - - - - - - - -
Pontines Grau - / / / / / / /
Medulla oblongata - - - - - - - R
Nucleus dorsalis - - / - - - - -
netvi vagi / Nucleus
tractus solitarii
Nucleus spinalis / + + - + + / /
nervi trigemini
Myelon - / / / / / / /
Substantia gelatinosa + / / / / / / /

Cerebellum
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Fallnummer 13 14 15 16 17 18 22 23 24
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15 15
Geschlecht w m m m m m m m m

Anatomische Struktur @

Nodulus / / / / / / / / /
Uvula ++ + / + / + + + /
Flocculus / + + - / + + + - /
Paraflocculus
Cingulum - + | | - + ++ +
Fimbrien ++ - ++ ++ - - + ++ +

Comissura antetior nervi - - - - - - - - _

olfactorii

Capsula interna - - - - / - - / /

Tractus / / / - - - - . -

mamillothalamicus

Legende zu Tabelle 20: Siche Legende zur tabellarischen Finzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 8.1

Abbildung 8.2

Abbildung 8.3 Abbildung 8.4

Abbildung 8.1 — 8.8: Graphische Auswertung — A53T, Tiere mittleren Alters
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Abbildung 8.5 Abbildung 8.6

Abbildung 8.7 Abbildung 8.8

Abbildung 8.1 — 8.8: Graphische Auswertung — 4537, Tiere mittleren Alters
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Abbildung 8.1 — 8.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 von Tieren mittleren Alters im Alter von
10 — 15 Monaten der human-transgenen Mauslinie /A453T. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-
resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 8.1: Schnittebene auf Hohe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b markiert die dullere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen

c markieren den Nervus olfactorius.

Abbildung 8.2: Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

glomerulosum des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen b markieren den Nervus olfactorius.
Abbildung 8.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 8.4: Schnittebene auf Héhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum multiforme
des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis (Hippocampus-
Region). Die Pfeilspitze ¢ markiert das Cingulum des medialen Vorderhirnbiindels. Die Pfeilspitze d markiert

den Epithalamus. Die Pfeilspitze e markiert den Nucleus reticularis hypothalami.
Abbildung 8.5: Schnittebene vor der Vierhiigelplatte.
Abbildung 8.6: Schnitteben auf Hoéhe von der Vierhtigelplatte.

Abbildung 8.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 8.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

moleculare der Uvula (Vermis cerebelli). Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus spinalis nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 9.1 Abbildung 9.2

Abbildung 9.3 Abbildung 9.4

500 pm P

Abbildung 9.5 Abbildung 9.6

Abbildung 9.1 — 9.6.: Exemplarische Fotoausschnitte — 4537, Tiere mittleren Alters
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Abbildung 9.1 — 9.6 zeigt Fotoausschnitte der Tiere mittleren Alters der SNCA-transgenen Linie A53T, die die

Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 9.1 zeigt den Bulbus olfactorius eines 13 Monate alten Tieres (Fallnummer 16) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Ausgewihlte Schichten des Bulbus olfactorius sind wie folgt
markiert: a — Stratum glomerulosum, b — dulere plexiforme Schicht, ¢ — Stratum granulosum. Der Bulbus
olfactorius zeigt in seiner Gesamtheit eine starke Ausprigung PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen.
MaBstab 1:12.5.

Abbildung 9.2 zeigt den Bulbus olfactorius sowie den Nucleus olfactorius anterior eines 13 Monate alten Tieres
(Fallnummer 17) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert den
Nucleus olfactorius anterior. Der Nucleus zeigt PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in starker
Ausprigung. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum granulosum des Bulbus olfactorius. Pfeilspitze ¢ markiert
das Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius. Der Bulbus olfactorius zeigt in seiner Gesamtheit PK-
resistente, SNCA-positive Ablagerungen in mafiger Ausprigung. Das Stratum glomerulosum gesondert

betrachtet zeigt eine stark ausgeprigte SNCA-Pathologie. MaB3stab 1:20.

Abbildung 9.3 zeigt einen Ausschnitt der Schnittebene vor dem Chiasma opticum eines 13 Monate alten Tieren
(Fallnummer 17) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Der Isocortex. (ISO), das
Caudoputamen (CP) sowie der lateral-septale Komplex des Striatums (LSK) zeigen PK-resistente, SNCA-
positive Ablagerungen in starker Ausprigung. Das Corpus callosum (cc) ist nicht betroffen. Die Pfeilspitze a
markiert die anteriore Kommissur des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze b markiert das Cingulum (cing). Beide

Strukturen sind von einer mafBig ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen.

Abbildung 9.4 zeigt den Thalamus eines 13 Monate alten Kindes (Fallnummer 17) unter Verwendung der PET-
blot-Methode (Antikérper 10D2). Ausgewihlt Gruppen der Thalamus-Kerne sind wie folgt markiert: a —
mediale Kerngruppe des dorsalen Thalamus, b — ventrale Gruppe des dorsalen Thalamus, ¢ — anteriore Gruppe
des dorsalen Thalamus, d — Mittellinien-Gruppe des dorsalen Thalamus, e —Nucleus reticularis thalami, f —
Epithalamus. Der Thalamus zeigte in seiner Gesamtheit PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in starker
Ausprigung. Das Pallidum (PAL) zeigte eine schwach ausgeprigte SNCA-Pathologie. Der Hypothalamus (HY)
zeigt keine PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen. Mafistab gerundet 1:10.

Abbildung 9.5 zeigt Teile des Mesencephalons sowie der Hippocampus-Region eines 13 Monate alten Tieres
(Fallnummer 17) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert die
Substantia nigra. Maf3stab 1:16.

Abbildung 9.6 zeigt den Isocortex eines 13 Monate alten Tieres (Fallnummer 17) unter Verwendung der PET-
blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Zahlen 1 — 6 markieren die Schichten des Isocortex. Malistab 1:20.
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3.1.4 Alte Tiere

Alter Tiere (18 — 24 Monaten) zeigte eine weitere, aber schwacher ausgeprigte Progression
der SNCA-Pathologie im Bereich von bereits bei jingeren Tieren involvierten Arealen.
Zudem konnte eine weitere topographische Expansion der SNCA-Aggregation beobachten

werden.

Im Vergleich mit den Tieren mittleren Alters im Alter zeigten alte Tiere die folgenden
Auffilligkeiten:

Im Bereich der Hippocampus-Region zeigten das das Stratum multiforme des Gyrus
dentatus sowie des Stratum lucidum des Cornu ammonis erstmalig PK-resistente, SNCA-

positive Ablagerungen von sehr starker Ausprigung.

Sowohl das dorsale Striatum/Caudoputamen als auch der lateral-septale Komplex zeigten
ebenfalls erstmalig eine sehr stark ausgeprigte SNCA-Pathologie. Unmittelbar an das
Ventrikelsystem angrenzende Areale beider Strukturen hoben sich durch eine besonders

intensive dunkelviolette Firbung deutlich vom restlichen Striatum ab.

Im Bereich des striatum-dhnlichen Kerngebiets der Amygdala waren vereinzelt PK-

resistente, SNCA-positive Ablagerungen von miBliger Auspriagung zu beobachten.

Das Corpus mamillare hypothalami war erstmalig von einer miflig ausgeprigten Firbung
involviert. Zudem zeigte ein Bereich des ventromedialen Hypothalamus, der am ehesten dem
Nucleus ventromedialis hypothalami zugeordnet werden konnte, erstmalig eine schwach

ausgepragte SNCA-Aggregation.

Im Bereich der Substantia nigra war erstmalig eine maximal stark ausgeprigte SNCA-

Pathologie zu beobachten.

Das pontine Grau zeigte erstmalig eine hell-violette bis graue, diffus imponierend Firbung

von schwacher Intensitit.

Ausgewahlte Strukturen der Substantia alba zeigten in Relation einen deutlichen Progress der
SNCA-Aggregation. Die Fimbrien des Fornixsystems waren erstmalig stark betroffen. Die
Capsula interna zeigte bei Tieren im Alter von 21 Monaten erstmalig eine maf3ig ausgeprigte
SNCA-Pathologie (wobei die Grenzen zum angrenzenden Pallidum nicht eindeutig

festgelegt werden konnten).

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten ein mit den Tieren mittleren Alters
tbereinstimmendes Ergebnis: Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius, Nucleus
olfactorius anterior, Area piriformis, Isocortex, olfaktorische Cortex, retrohippocampale
Region, ventrales Striatum, dorsales Pallidum/Globus pallidus, kaudales Pallidum, Thalamus,
Corpus mamillare hypothalami, Nucleus spinalis Nervi trigemini, Uvula, Vermis cerebelli,

Flocullus/Paraflocculus, Cingulum.
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Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmifBig auf den Schnittebene
abgebildet und wurden daher nicht bewertet: Nucleus interpeduncularis, Nucleus tegmentalis

ventralis, Myelon.

Tiefer gelegene Rindenschichten (kortikale Subplatte) konnten nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurden daher nicht gesondert

betrachtet.

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weillen Substanz zeigten keine
Auffilligkeiten.

Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 21.
Abbildung 10.1 — 10.8 eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.
Abbildung 11.1 — 11.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 12.1 — 12.6 zeigt eine Ubersichtsdarstellung des Musters PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen im murinen ZNS-Gewebe bei Tieren der Linie A53T im Alter von
10 — 24 Monaten.
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Tabelle 21: Tabellarische Einzelauswertung — A537, alte Tiere

Fallnummer 20 21 37 38 39 41 47 49 50
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24 24
Geschlecht W W W W W w W W W
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius ++ - / / / ++ ++ ++ +
Glomeruli olfactorii +++ / / / / +++ | +++ / /
+
Nucleus olfactotius ++ - ++ / ++ / ++ / ++
anterior
Bulbus olfactorius - / / / / / / _ /
accessorius
Stratum / / / / / / / / /
glomerulosum
Area piriformis ++ - + + ++ + ++ ++ +
Taenia tecta / / ++ / ++ / / ++ /
Olfaktorischer Cortex ++ - + + ++ + ++ 4 +
Isocortex F++ | - + + | | | A |
Hippocampus-Region ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Gyrus dentatus +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++
+ +
Cotrnu ammonis FA+ | At | | A | A | | A | |
+ +
Retrohippocampale ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ ++
Region
Dorsales ++ | +2 + e e e B e T s
Striatum/Caudoputamen 2 2 2
Ventrales Striatum ++ + + ++ / + +++ | ++ ++
Lateral-septaler Komplex ++ +2 + / / +42 | 4+ / 442
(Striatum) +2
Ventrales Pallidum - - - - - . - - _

2 In cinem unmittelbar an das Ventrikelsystem angtenzenden Areal des dorsalen Striatums/Caudoputamens
einerseits sowie lateral-septalen Komplexes des Striatums andererseits waren PK-resistente, SNCA-positive
Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung festzustellen.
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Fallnummer 20 21 37 38 39 41 47 49
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24
Geschlecht w w w w w w W w
Anatomische Struktur @
Mediales Pallidum / - - / / - - /
Dorsales Pallidum ++ / / + ++ ++ / /
Kaudales Pallidum + / / / / / + /
Amygdala + - + - + + ++ ++
Thalamus +++ |+ | | A | A | +
Hypothalamus - - - - - - - -
Corpus mamillare / + + - - - +++ +
hypotahalami
Nucleus - / / + - + / /
ventromedialis
hypothalami
Mesencephalon - - - - - - _ _
Substantia nigra ++ / / ++ / ++ +++ +
Nucleus / / - - / / / /
interpeduncularis
Nucleus tegmentalis / - / / - / / /
ventralis
Pons - - - - - - - -
Pontines Grau / / / / / - + +
Medulla oblongata - - - - - - - -
Nucleus dorsalis - - - / - / - -
netvi vagi / Nucleus
tractus solitarii
Nucleus spinalis / / / + / + / +
nervi trigemini
Myelon / / / / / - / /
Substantia gelatinosa / / / / / + / /

Cerebellum
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Fallnummer 20 21 37 38 39 41 47 49 50
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24 24
Geschlecht w W W W w w W w W

Anatomische Struktur @

Nodulus / / / / / / / / /
Uvula ++ - + + / + / - .
Flocculus / + / - + _ + / + _
Paraflocculus
Cingulum ++ - ++ - + - + - -
Fimbrien - - ++ | | - - .

Comissura antetior nervi - - - - - - - - _

olfactorii

Capsula interna / - - ++ ++ / - - R
Tractus - - / / - - / / -
mamillothalamicus

Legende zu Tabelle 21: Siche Legende zur tabellarischen Einzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 10.1

Abbildung 10.3

Abbildung 10.1 — 10.8: Graphische Auswertung — 4537, alte Tiere

Abbildung 10.2

Abbildung 10.4



Ergebnisse 85

Abbildung 10.5

Abbildung 10.7 Abbildung 10.8

Abbildung 10.1 — 10.8: Graphische Auswertung — 4537, alte Tiere (Teil 2)
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Abbildung 10.1 — 10.8 zeigt die reprasentativen Schnittebenen 1 — 8 alter Tiere (18 — 24 Monate) der SNCA-
transgenen Mauslinie .453T. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-resistenter, SNCA-positiver
Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 10.1: Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b die duflere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen c

markieren den Nervus olfactorius.

Abbildung 10.2: Schnittebene auf Héhe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

glomerulosum des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze b markiert den Nervus olfactorius.
Abbildung 10.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 10.4: Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
multiforme des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis
(Hippocampus-Region). Die Pfeilspitze ¢ markiert das Cingulum des medialen Vorderhirnbiindels. Die

Pfeilspitze d markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze e markiert den Nucleus reticularis hypothalami.

Abbildung 10.5: Schnittebene vor der Vierhtgelplatte. Die Pfeilspitze markiert das Corpus mamillare
hypothalami.

Abbildung 10.6: Schnittebene auf Héhe der Vierhtgelplatte.

Abbildung 10.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 10.8: Schnittebene auf Hohe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

moleculare der Uvula cerebelli. Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus spinalis nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 11.1 Abbildung 11.2

Abbildung 11.3 Abbildung 11.4

Abbildung 11.5 Abbildung 11.6

Abbildung 11.1 — 11.6: Exemplarische Fotoausschnitte — 4537, alte Tiere
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Abbildung 11.1 — 11.6 zeigt Fotoausschnitte alter Tiere (18 — 24 Monate) der SNCA-transgenen Linie 4537,

die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 11.1 zeigt die Hippocampus-Region eines 24 Monate alten Tieres (Fallnummer 47) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum multiforme des
Gyrus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis. Die Hippocampus-Region
zeigt in ihrer Gesamtheit PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in miBliger Ausprigung. Die oben
genannten Schichten der Hippocampus-Region zeigen eine sehr stark ausgeprigte SNCA-Pathologie. Maf3stab
1:20.

Abbildung 11.2 zeigt den Bulbus olfactorius eines 24 Monate alten Tieres (Fallnummer 47) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitzen markieren Glomeruli olfactorii. Beide Glomeruli
zeigen PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in sehr starker Auspriagung. MaB3stab 1:50.

Abbildung 11.3 zeigt einen Ausschnitt der Schnittebene vor dem Chiasma opticum eines 24 Monate alten Tieres
(Fallnummer 47) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert
einen Teil des dorsalen Striatums/Caudoputamens, der unmittelbar an das Ventrikelsystem angrenzt. Die
Pfeilspitze b markiert einen Teil des lateral-septalen Komplexes des Striatums, der unmittelbar an das
Ventrikelsystem angrenzt. Beide Areale heben sich durch eine maximal sehr stark ausgeprigte Pathologie
hervor. Die Pfeilspitze ¢ markiert das Cingulum des medialen Vorderhirnbtndels, das eine schwach

ausgepragte SNCA-Aggregation zeigt. Mal3stab 1:12,5.

Abbildung 11.4 zeigt einen Ausschnitt der Schnittebene vor dem Chiasma opticum eines 24 Monate alten Tieres
(Fallnummer 47) unter Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Siehe vergleichend
Abbildung 12.3. Maf3stab 1:12,5.

Abbildung 11.5 zeigt Teile des Mesencephalons sowie der Hippocampus-Region eines 24 Monate alten Tieres
(Fallnummer 47) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert die
Hippocampus-Region. Das Stratum multiforme des Gyrus dentatus und das Stratum lucidum des Cornu
ammonis zeigen PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von sehr starker Ausprigung. Die Pfeilspitze b

markiert die Substantia nigra, die von einer stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen ist. 1:16.

Abbildung 11.5 zeigt Teile des Mesencephalons sowie der Hippocampus-Region 24 Monate alten Tieres
(Fallnummer 47) unter Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Siche vergleichend
Abbildung 12.5. MafB3stab 1:16.
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Abbildung 12.1 — 12.6: Ubersichtsdarstellung — Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im
murinen ZNS-Gewebe bei Tieren der Linie A53T im Alter von 10 — 24 Monaten.
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Abbildung 12.1 — 12.6 zeigt das Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im murinen ZNS-
Gewebe bei Tieren mittleren Alters sowie alten Tieren (10 — 24 Monate) der SNCA-transgenen Linie .453T.
Gefirbt wurden sechs definierte koronale Schnittebenen mit der PET-blot-Methode unter Verwendung des
Antikérpers 10D2. Die Abbildungen zeigen eine reprisentative Ubersicht des zu beobachtenden
Ablagerungsmusters in fortgeschrittenen Stadien. Da es von Tieren mittleren Alters zu alten Tieren zu einer
nicht relevanten Progression der SNCA-Pathologie kommt, ist das dargestellte Ablagerungsmuster als

maximale Ausprigung PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen zu verstehen. Maf3stab 1:10.

Zu den in der Abbildung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende zu Abbildung
41 -48.

Abbildung 12.1 zeigt die Schnittebene auf Hohe des Bulbus olfactorius eines 13 Monate alten Tieres

(Fallnummer 17).

Abbildung 12.2 zeigt die Schnittebene vor dem Chiasma opticum eines 13 Monate alten Tieres

(Fallnummer 17).

Abbildung 12.3 zeigt die Schnittebene auf Hohe des Hypophysenstiels eines 13 Monate alten Tieres

(Fallnummer 17).

Abbildung 12.4 zeigt die Schnittebene auf Hohe der Vierhiigelplatte eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 38).

Abbildung 12.5 zeigt die Schnittebene hinter dem Flocculus/Pataflocculus cerebelli eines 24 Monate alten

Tieres (Fallnummer 47).

Abbildung 12.6 zeigt die Schnittebene auf Hoéhe der Medulla oblongata eines 24 Monate alten Tieres
(Fallnummer 49).
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3.2 Auswertung der Mauslinie PAC-Tg-SNCAwt

3.2.1 Junge und adoleszente Tiere

Junge und adoleszente Tiere im Alter von 1 — 2 Monaten zeigten bereits frith eine
topographisch verbreitete und zum Teil fortgeschrittene Pathologie in einem Grof3teil der

grauen sowie ausgewihlten Strukturen der weillen Substanz.

Der Bulbus olfactorius war in seiner Gesamtheit von einer mafig ausgepragten SNCA-
Pathologie betroffen. Die Glomeruli olfactorii hoben sich bereits frith durch grobe, dicht
gelagerte Proteinaggregate von dunkel- bis schwarz-violetter Farbe ab. Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen der Linie A53T lieBen sich die Schicht der Mitralzellen, die innere
plexiforme Schicht sowie die dul3ere plexiforme Schicht mithilfe der angewandten Methodik
nicht eindeutig voneinander differenzieren. Die drei Schichten zeigten eine in Relation zum
Stratum granulosum sowie Stratum glomerulosum schwicher ausgeprigte Firbung. Im
Unterschied zu den Tieren der Linie 4537 kennzeichneten einzelne, distinkte, sphirische

Ablagerungen die Schicht der Mitralzellen sowie die innere und duflere plexiforme Schicht.

Im Bereich randstindiger Strukturen (einschlieBlich Nervus olfactorius) wurden, tiberein-
stimmend mit den Tieren der Linie A537T, irregulire SNCA-positive Strukturen sowohl mit
der PET-blot-Methode als und im Rahmen immunhistochemischer Firbungen wiederholt

dargestellt und als unspezifisch bewertet.

Das Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius accessorius war nur vereinzelt auf den
Schnittebenen abgebildet, hob sich in diesen Fallen aber durch eine fortgeschrittene
Pathologie in Form dicht gelagerter, grober, dunkelvioletter Granula deutlich von der

Umgebung ab.

Im Bereich medialer, dorsaler, lateraler sowie posteroventraler Anteile des Nucleus
olfactorius anterior war eine SNCA-Pathologie von starker Ausprigung zu beobachten. Der
externe Anteil des Kerns konnte nicht eindeutig differenziert werden. Es bestand jedoch kein
Hinweis auf ein von den iibrigen Anteilen abweichendes Ergebnis. Die Lamina eins zeigte in
einem schmalen, longitudinalen, bandférmigen und unmittelbar an den Tractus olfactorius

lateralis angrenzendem Areal SNCA-Aggregate von starker Auspragung.

Die Area piriformis zeigte eine PK-resistente Firbung von miBiger Intensitit. Es resultierte
ein mehrschichtiges, spezifisches Muster, das dem dreischichtigen Aufbau des Rindenareals

nicht zweifelsfrei zugeordnet werden.

Anteile der Taenia tecta waren lediglich bei zwei Monate alten Tieren regelmif3ig auf den
Schnittebenen abgebildet und zeigte in diesen Fillen eine méBig bis stark ausgeprigte SNCA-
Pathologie.
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Oberflichliche Schichten (am ehesten Laminae eins und zwei) hoben sich durch eine

fortgeschrittene Farbung von maximal maf3iger Intensitit hervor.

Der Isocortex war in seiner Gesamtheit von einer durchschnittlich maf3ig ausgeprigten
SNCA-Aggregation betroffen. Es resultierte ein charakteristisches Farbemuster, das dem
sechsschichtigen Aufbau am ehesten wie folgt zugeordnet werden konnte. Im Bereich des
motorischen, sensorischen, visuellen sowie auditiven Cortex zeigten die Laminae vier und
sechs in Relation zu Lamina funf eine intensivere Farbung. Die Laminae eins bis drei waren
nicht betroffen. Im Bereich medialer Cortex-Abschnitte (Gyrus cinguli, prilimbischer, infra-
limbischer und retrospinaler Cortex, Rindenareale mit Assoziation zur Orbita) hoben sich
die Llaminae eins und sechs durch eine in Relation fortgeschrittene Pathologie hervor (die
Lamina vier entfillt). Die Laminae zwei und drei waren nicht betroffen. Im Bereich
temporaler Rindenareale (Inselrinde, peri-/ectorhinaler Cortex) am Ubergang zur Area
piriformis bzw. der retrohippocampalen Region wurde keine charakteristische Farbung der

Schichten beobachtet.

Im Bereich der Hippocampus-Region waren das Stratum moleculare des Gyrus dentatus
sowie das Stratum radiatum und das Stratum oriens des Cornu ammonis durchschnittlich
von PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen von miBiger Ausprigung betroffen.
Das Stratum granulosum des Gyrus dentatus sowie das Stratum pyramidale und Stratum
lacunosum-moleculare des Cornus ammonis waren nicht betroffen. Ausgewihlte
hippocampale Substrukturen hoben sich regelmal3ig durch dicht gelagerte, besonders grobe
Ablagerungen von intensiver dunkel- bis schwarz-violetter Farbe deutlich ab. Dazu gehorten
im Bereich des Gyrus dentatus neben dem Stratum multiforme ein schmales bandférmiges
Areal am ehesten im Bereich synaptischer Verbindungen zwischen dem Stratum moleculare
und dem Stratum granulosum. Das Stratum moleculare war im GroBteil nicht betroffen. Das

Ammonshorn zeigte ein entsprechendes Firbemuster in einem Bereich des Stratum lucidum.

Die retrohippocampale Region war von einer durchschnittlich miBig ausgeprigten SNCA-

Pathologie betroffen.

Der lateral-septale Komplex hob sich durch eine in Relation intensivere Firbung deutlich
von den restlichen striatalen Strukturen ab (dorsales Striatum/Caudoputamen, ventrales
Striatum), die eine Farbung von durchschnittlich maBiger Intensitit aufwiesen. Das striatum-

dhnliche Kerngebiet der Amygdala war ebenfalls miig betroffen.
Das dorsale und kaudale Pallidum zeigte eine schwach ausgeprigte SNCA-Ablagerung.

Die Thalamuskerngebiete (ausgenommen zweier Areale, die am ehesten Epithalamus sowie
dem Nucleus reticularis thalami zugeordnet werden konnten) waren bereits frith von einer
maximal stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. Die Nuclei mediani thalami sowie

die Nuclei intralaminares waren in Relation schwicher betroffen.
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Der ventromediale Hypothalamus (Corpus mamillare hypothalami, Nucleus ventromedialis

hypothalami) zeigte durchschnittlich eine SNCA-Pathologie von schwacher Ausprigung.

Die Substantia nigra war lediglich bei zwei Monate alten Tieren auf den Schnittebenen
abgebildet und zeigte in diesen Fillen eine schwach ausgeprigte Pathologie. Die Pars

compacta konnte von der Pars reticularis nicht sicher differenziert werden.

Ein Areal der Fossa interpeduncularis mesencephali, die dem Nucleus interpeduncularis
zugeordnet wurde, war lediglich bei einem zwei Monate alten Tier abgebildet und war in

diesem Fall von einer schwach ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen.

Das pontine Grau war ebenfalls nur vereinzelt abgebildet. Bei einem Tier im Alter von zwei

Monaten war eine PK-resistente Farbung von schwacher Intensitit zu beobachten.

Ein schmales, longitudinales, unmittelbar an den Tractus spinalis nervi trigemini
angrenzendes Areal des Nucleus spinalis nervi trigemini zeigte, Ubereinstimmend mit den

Tieren der Linie 4537, eine schwach bis mif3ig ausgepragte SNCA-Pathologie.

Im Unterschied zur Mauslinie A537T zeigte der GroBteil des Cortex cerebelli ein charak-
teristisches Muster, das dem dreischichtigen Aufbau des Cortex cerebelli am chesten wie
folgt zugeordnet werden. Das Stratum moleculare zeigte eine feingranulire, diffus-
imponierende, hell-violette bis hellgraue Firbung von schwacher Intensitit. Das Stratum
granulosum sowie das Stratum purkinjense waren nicht betroffen. Der Flocculus,
Paraflocculus sowie Nodulus cerebelli hoben sich allerdings durch eine in Relation

fortgeschrittene SNCA-Pathologie von den tbrigen cerebelliren Strukturen ab.

Neben dem Cingulum und den Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels zeigte die
Comissura antetior nervi olfactorii bei Tieren der Linie SNCAw# einzelne, feine, als distinkte

Strukturen gerade so zu erkennende SNCA-Aggregate von schwacher Intensitit.

Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmifig auf den Schnittebene
abgebildet und konnten daher nicht bewertet werden: Nucleus interpeduncularis, Myelon

inklusive Substantia gelatinosa, Uvula cerebelli, Tractus mamillothalamicus.

Tiefer gelegene Rindenschichten/die kortikale Subplatte konnten nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurden daher nicht gesondert

betrachtet.

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weilen Substanz zeigten keine

Auffilligkeiten.
Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 22.

Abbildung 13.1 — 13.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.

Abbildung 14.1 — 14.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 22: Tabellarische Einzelauswertung — SNCAwz, junge und adoleszente Tiere

Fallnummer 75 76 77 81 82 83
Alter in Monaten 1 1 1 2 2 2
Geschlecht W W m W W m
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius ++ ++ +++ / / /
Glomeruli olfactorii +++ +++ ++++ / / /
Nucleus olfactorius anterior +++ +++ / 4+ ++ ++
Bulbus olfactorius accessorius - - / / / /
Stratum glomerulosum +++ +4++ / / / /
Area piriformis + ++ / ++ ++ ++
Taenia tecta / / / ++ +++ ++
Olfaktorischer Cortex + + / ++ ++ 4+
Isocortex ++ +++ ++ ++ ++ ++
Hippocampus-Region ++ ++ ++ ++ ++ +++
Gyrus dentatus +++ ++++ +++ +++ +++ ++++
Cornu ammonis +++ F++ +++ +++ +++ ++++
Retrohippocampale Region ++ +++ ++ ++ ++ +4++
Dorsales + ++ ++ ++ ++ ++
Striatum/Caudoputamen
Ventrales Striatum + ++ / ++ ++ 44
Lateral-septaler Komplex +++ +++ / +++ +4+ 44+
(Striatum)
Ventrales Pallidum - - / - . .
Mediales Pallidum - / / / / -
Dorsales Pallidum / + + / - /
Kaudales Pallidum + ++ / + + +
Amygdala / ++ + ++ ++ ++
Thalamus ++ ++++ +++ ++ ++ +++

Hypothalamus
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Fallnummer 75 76 77 81 82
Alter in Monaten 1 1 1 2 2
Geschlecht w w m w W

Anatomische Struktur @

Corpus mamillare - + / + -
hypothalami
Nucleus ventromedialis / + + / -
hypothalami

Mesencephalon - - - - _
Substantia nigra / / / + +
Nucleus / / / / /
interpeduncularis
Nucleus tegmentalis +++ +++ / / /
ventralis

Pons - - - - _
Pontines Grau / / / - /

Medulla oblongata - - - _ -

Nucleus dorsalis nervi - - - _ -

vagi / Nucleus tractus

solitarii
Nucleus spinalis nervi - ++ ++ + /
trigemini
Myelon / / - / /
Substantia gelatinosa / / / / /
Cerebellum + + ++ ++ -
Nodulus / / / +++ /
Uvula / ++ / / /
Flocculus / Paraflocculus + ++ ++ / ++
Cingulum - + + + +
Fimbtien + + + + +
Commissura antetior netvi - + - + /

olfactorii
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Fallnummer 75 76 77 81 82 83

Alter in Monaten 1 1 1 2 2 2
Geschlecht W W m W W m
Anatomische Struktur @

Capsula interna / - - - / - -
Tractus mammillothalamicus / / / - / / [

Legende zu Tabelle 21: Sieche Legende zur tabellarischen Finzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 13.1

Abbildung 13.3 Abbildung 13.4

Abbildung 13.1 — 13.8: Graphische Auswertung — SNCAw#, junge und adoleszente Tiere
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Abbildung 13.5 Abbildung 13.6

Abbildung 13.7 Abbildung 13.8

Abbildung 13.1 — 13.8: Graphische Auswertung — SINCAws, junge und adoleszente Tiere (Teil 2)
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Abbildung 13.1 — 13.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 junger und adoleszenter Tiere der human-
transgenen Mauslinie SINCAwr. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 13.1: Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b die dufere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze ¢ markiert

den Nervus olfactorius.

Abbildung 13.2: Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze b markiert die Lamina eins des Nucleus olfactorius

anterior.
Abbildung 13.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 13.4: Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
multiforme des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis
(Hippocampus-Region). Die Pfeilspitze ¢ markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze d markiert den Nucleus
reticularis hypothalami. Die Pfeilspitze e markiert den Nucleus ventromedialis hypothalami. Die Pfeilspitze f

markiert das Cingulum des medialen Vorderhirnbiindels.

Abbildung 13.5: Schnittebene vor der Vierhtgelplatte. Die Pfeilspitze markiert das Corpus mamillare
hypothalami.

Abbildung 13.6: Schnitteben auf Hohe von der Vierhiigelplatte.

Abbildung 13.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 13.8: Schnittebene auf Hohe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum

moleculare des Cortex cerebelli. Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus spinalis nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 14.3 Abbildung 14.4
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Abbildung 14.5 Abbildung 14.6

Abbildung 14.1 — 14.6: Exemplarische Fotoausschnitte — SINCAw#, junge und adoleszente Tiere
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Abbildung 14.1 — 14.6 zeigt Fotoausschnitte junger und adoleszenter Tiere der Linie SNCAwz, die die

Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 14.1 zeigt den Bulbus olfactorius, den Bulbus olfactorius accessorius sowie den Nucleus olfactorius
anterior eines Tieres im Alter von einem Monat (Fallnummer 75) unter Verwendung der PET-blot-Methode
(Antikorper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum glomerulosum des Bulbus olfactorius accessorius.
Die Pfeilspitze b markiert den Nervus olfactorius. Die Pfeilspitze ¢ markiert das Stratum glomerulosum des
Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze d markiert die Mitralzellschicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze e
markiert den Nucleus olfactorius anterior. Die Glomeruli olfactorii zeigen grobe, dunkelviolette SNCA-
Aggregate. Der Nucleus olfactorius anterior ist von einer stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen.
MaBstab 1:16.

Abbildung 14.2 zeigt den lateral-septalen Komplex (markiert mit Pfeilspitze a) sowie den dorsalen Anteil
(Caudoputamen; markiert mit Pfeilspitze b) des Striatums eines Tieres im Alter von einem Monat (Fallnummer
76) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Der lateral-septale Komplex ist
durchschnittlich stark, das Caudoputamen miBig betroffen MaBstab 1:20.

Abbildung 14.3 zeigt die Hippocampus-Region (markiert mit Pfeilspitze a), Teile des Thalamus (markiert mit
Pfeilspitze a) sowie die Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels (markiert mit Pfeilspitze b) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Ausgewihlte Areale der Hippocampus-Region sind
von einer sehr stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. Der Thalamus zeigt mutmallich pathologisch-
assozilerte Verinderungen von ebenfalls sehr starker Ausprigung. Die Fimbrien des medialen
Vorderhirnbiindels zeigen grobere SNCA-Aggregate von geringer Dichte und insgesamt schwacher
Ausprigung. Mal3stab 1:16.

Abbildung 14.4 zeigt den Cortex cerebelli eines Tieres im Alter von einem Monat (Fallnummer 76) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert markiert das Stratum
moleculare. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum granulosum. Die Pfeilpsitze ¢ markiert den Arbor vitae. Der
Cortex cerebelli zeigt in seiner Gesamtheit PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen in schwacher

Ausprigung. Die Uvula cerebelli (UVU) zeigt eine Farbung miBiger Intensitit. MaBstab 1:25.

Abbildung 14.5 die Medulla oblongata sowie das Myelon eines Tieres im Alter von einem Monat (Fallnummer
77) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikrper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert den Nucleus
spinalis nervi trigemini. Es zeigen sich PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von mifliger Ausprigung.
Pfeilspitze b markiert das Myelon. MafB3stab 1:25.

Abbildung 14.6 zeigt einen Ausschnitt der Medulla oblongata eines zwei Monate alten Tieres (Fallnummer 81)
unter Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert den Nucleus spinalis
nervi trigemini, der in einem Areal angrenzend an den Tractus spinalis nervi trigemini von einer schwach

ausgepragten SNCA-Pathologie involviert ist. Maf3stab 1:50.
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3.2.2 Erwachsene Tiere

Von jungen und adoleszenten zu erwachsenen Tieren im Alter von drei Monaten war
lediglich ein geringer Progress der SNCA-Pathologie im Bereich von bereits bei jiingeren
Tieren involvierten Strukturen zu beobachten. Eine weitere topographische Expansion war
nicht festzustellen. Eine Auswahl neuroanatomischer Strukturen zeigte im Vergleich zu

jungen und adoleszenten Tieren die folgenden Besonderheiten:

Im Bereich des Isocortex resultierte bei durchschnittlich maiBig ausgepriagter SNCA-
Aggregation ein charakteristisches Ablagerungsmuster, das dem sechsschichtigen Aufbau am
chesten wie folgt zugeordnet werden konnte. Im Bereich motorischer, sensorischer, visueller
sowie auditiver Areale hoben sich neben den LLaminae vier und sechs auch die Laminae eins
und fiinf durch eine intensive Farbung ab. Die Laminae zwei und drei waren nicht betroffen.
Im Bereich medialer sowie temporaler Cortexabschnitte resultierte ein mit jingeren Tieren

Ubereinstimmendes Ablagerungsmuster von mafliger Intensitat.

Im Bereich des Cortex cerebelli hoben sich die Uvula, der Flocculus, der Paraflocculus sowie
der Nodulus cerebelli durch eine in Relation fortgeschrittene Pathologie deutlich hervor. Im
restlichen Cortex ergab eine durchschnittlich schwach ausgeprigte PK-resistente SNCA-
Aggregation ein mit jungen und adoleszenten Tieren Ubereinstimmende dreischichtige

Farbung.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten ein hinsichtlich des Ausprigungsgrades PK-
resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen mit jungen und adoleszenten Tieren
weitestgehend ibereinstimmendes Ergebnis: Bulbus olfactorius, Bulbus olfactorius
accessorius, Nucleus olfactorius anterior, Area piriformis, olfaktorischer Cortex, ventrales
Striatum, dorsales Pallidum/Globus pallidus, kaudales Pallidum, striatum-dhniches
Kerngebiet der Amygdala, Thalamus, Hypothalamus; Substantia nigra, pontines Grau,

Nucleus spinalis nervi trigemini.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten einen leichten Progress der SNCA-
Pathologie  bei sonst Ubereinstimmenden  Ergebnissen:  Hippocampus-Region,
retrohippocampale Region, dorsales Striatum/Caudoputamen, lateral-septaler Komplex des

Striatums, Nucleus interpeduncularis mesencephali.
Strukturen der wei3en Substanz waren bei Tieren im Alter von drei Monaten nicht betroffen.

Da sechs Monate alte Tiere ein weiteres Fortschreiten der SNCA-Pathologie zeigten, wurden
sie differenziert von Tieren im Alter von drei Monaten betrachtet. Eine topographische

Expansion auf zuvor nicht involvierte Areale war dagegen nicht zu beobachten.

Im Bereich des Bulbus olfactorius zeigten das Stratum granulosum sowie das Stratum

glomerulosum eine durchschnittlich stark ausgeprigte Firbung. Die duflere plexiforme
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Schicht war in Relation schwicher betroffen. Im Bereich der Glomeruli olfactorii waren
regelmafBig grobste, dunkel- bis schwarz-violette, dicht gelagerte SNCA-Aggregate

festzustellen.

Im Bereich des Gyrus dentatus waren das Stratum multiforme sowie ein schmales Areal im
Bereich des Stratum moleculare unmittelbar angrenzend an das Stratum granulosum durch
grobe, dunkel- bis schwarz-violette, dicht gelagerte SNCA-Aggregate gekennzeichnet.
Ebenso zeigte das Stratum ludicum des Cornu ammonis eine sehr stark ausgeprigte

Pathologie.

Striatale Strukturen waren durchschnittlich von einer stark ausgeprigten SNCA-Aggregation
betroffen. Vereinzelt hoben sich im Bereich des lateral-septalen Komplexes solche Bereiche

ab, die an das Ventrikelsystem grenzten.

Die Thalamuskerne zeigten ein mit jungen und adoleszenten Tieren tibereinstimmendes
Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen bei im Einzelnen leicht

fortgeschrittener SNCA-Aggregation.

Die Substantia nigra und des Nucleus interpeduncularis zeigten erstmalig pathologisch-

assozilerte Verinderungen von maximal starker Ausprigung.

Der Flocculus, Paraflocculus, Nodulus sowie die Uvula cerebelli hoben sich durch eine im
Vergleich fortgeschrittene Pathologie deutlich vom insgesamt schwach betroffenen

restlichen cerebelliren Cortex ab.

Die Fimbrien sowie das Cingulum des medialen Vorderhirnbiindels zeigten zahlreiche grobe,

intensiv dunkel- bis schwarz-violett gefirbte SNCA-Aggregate.

Die Area piriformis, der olfaktorische Cortex, der Isocortex, die retrohippocampale Region
und das dorsale Pallidum zeigten in Relation zu jingeren Tieren einen Progress der PK-

resistenten Proteinablagerungen.

Der Bulbus olfactorius accessorius, das striatum-ihnliche Kerngebiete der Amygdala, der
Hypothalamus, das kaudale Pallidum, das pontine Grau sowie der Nucleus spinalis nervi

trigemini zeigten im Vergleich zu jingeren Tieren keine fortschreitende Pathologie.

Die folgenden Strukturen waren nicht oder nur unregelmiflig auf den Schnittebene
abgebildet und konnten daher nicht bewertet werden: Taenia tecta, Nucleus tegmentalis

ventralis, Substantia gelatinosa (Myelon).

Tiefer gelegene Rindenschichten/die kortikale Subplatte konnte nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurde daher nicht gesondert

betrachtet.
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Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weilen Substanz zeigten keine

Auffalligkeiten.
Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 23.
Abbildung 15.1 — 15.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.

Abbildung 16.1 — 16.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 23: Tabellarische Einzelauswertung — SNCAwt, erwachsene Tiere

Fallnummer 88 89 90 93 94 95
Alter in Monaten 3 3 3 6 6 6
Geschlecht m m m W - m
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius ++ ++ ++ +++ +++ +++
Glomeruli olfactorii / +++ / ++++ / +++
Nucleus olfactorius anterior +++ +++ +++ +++ +++ +++
Bulbus olfactorius accessorius - - - / / ,
Stratum glomerulosum +++ +++ +++ / / +++
Area piriformis ++ ++ ++ +++ +++ +++
Taenia tecta / / / / / /
Olfaktorischer Cortex ++ ++ ++ +4++ +4+ +++
Isocortex ++ ++ +++ +++ +++ +++
Hippocampus-Region ++ +++ +++ +++ +++ +++
Gyrus dentatus +++ ++++ ++++ ++++ ++4++ ++4++
Cornu ammonis +++ FHt+ |t | | A | bt
Retrohippocampale Region ++ +++ +++ +++ +++ +++
Dorsales + ++ +++ +++ ++43 +++
Striatum/Caudoputamen
Ventrales Striatum / + / +++ +++ +++
Lateral-septaler Komplex +++ ++++ ++++ / ++43 ++++
(Striatum)
Ventrales Pallidum / - - - - -
Mediales Pallidum - - - . - -
Dorsales Pallidum / + + ++ / ++
Kaudales Pallidum + / + + + 4+
Amygdala ++ + + ++ ++ ++
Thalamus +++ +++ +++ +++ +++ +++

3 In einem unmittelbar an das Ventrikelsystem angrenzenden Areal des dotsalen Striatums/Caudoputamens
einerseits sowie lateral-septalen Komplexes des Striatums andererseits waren PK-resistente, SNCA-positive

Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung festzustellen.
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Fallnummer 88 89 90 93 94 95
Alter in Monaten 3 3 3 6 6 6
Geschlecht m m m W W m
Anatomische Struktur @

Hypothalamus - - - - . -
Corpus mamillare hypothalami - - + + + +
Nucleus ventromedialis / + / + / +
hypothalamis

Mesencephalon - - - - - R
Substantia nigra + / + +++ ++ 4+
Nucleus interpeduncularis / / - / +++ ++
Nucleus tegmentalis ventralis / / / / / /

Pons - - - - - -
Pontines Grau / / / / / +

Medulla oblongata - - - - - B,
Nucleus dorsalis nervi vagi / - / - . / -
Nucleus tractus solitarii
Nucleus spinalis nervi trigemini / + + / + -

Myelon / / / / / /
Substantia gelatinosa / / / / / /

Cerebellum + + - ++ +++ +
Nodulus +++ / +++ / / /
Uvula +++ / / ++++ |+ +++
Flocculus/Paraflocculus + ++ - + +++ /

Cingulum - - - ++ ++ ++

Fimbrien - / / 14 ++ ++

Commissura anterior nervi olfactorii - - - - - B,

Capsula interna - - - / - B,

Tractus mamillothalamicus / - - - - -

Legende zu Tabelle 23: Siche Legende zur tabellarischen Einzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 15.1

Abbildung 15.3 Abbildung 15.4

Abbildung 15.1 — 15.8: Graphische Auswertung — SNCAw#, erwachsene Tiere
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Abbildung 15.5 Abbildung 15.6

Abbildung 15.7 Abbildung 15.8

Abbildung 15.1 — 15.8: Graphische Auswertung — SNCAwt, erwachsene Tiere (Teil 2)
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Abbildung 15.1 — 15.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 erwachsener Tiere (3 — 6 Monate) der
human-transgenen Mauslinie SINCAwz. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.6.

Abbildung 15.1: Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b markiert die dullere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen

c markieren den Nervus olfactorius.

Abbildung 15.2: Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b markiert die Lamina eins des Nucleus olfactorius anterior. Die Pfeilspitzen ¢

markieren den Nervus olfactorius.
Abbildung 15.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 15.4: Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
multiforme des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis. Die
Pfeilspitze ¢ markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze d markiert den Nucleus reticularis hypothalami. Die
Pfeilspitze e markiert den Nucleus ventromedialis hypothalami. Die Pfeilspitze f markiert das Cingulum des

medialen Vorderhirnbundels.

Abbildung 15.5: Schnittebene vor der Vierhiigelplatte. Die Pfeilspitze a markiert den Nucleus interpeduncularis

mesencephali. Die Pfeilspitze b markiert das Corpus mamillare hypothalami.
Abbildung 15.6: Schnitteben auf Héhe von der Vierhiigelplatte.

Abbildung 15.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 15.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze markiert den Nucleus spinalis

nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 16.5 Abbildung 16.6

Abbildung 16.1 — 16.6: Exemplarische Fotoausschnitte — SINCAw#, erwachsene Tiere
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Abbildung 16.1 — 16.6 zeigt Fotoausschnitte erwachsener Tiere der Linie SNCAwz, die die Ergebnisse

exemplarisch visualisieren.

Abbildung 16.1 zeigt die charakteristische Farbung des sechsschichtigen Aufbaus des Isocortex eines sechs
Monate alten Tieres (Fallnummer 95) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die
Laminae 1 — 6 sind mit den entsprechenden Ziffern markiert. Der Isocortex zeigte PK-resistente, SNCA-
positive Ablagerungen von starker Ausprigung. Die Pfeilspitze a markiert das Corpus callosum. Die Pfeilspitze
b markiert das dotsale Striatum/Caudoputamen. MaB3stab 1:25.

Abbildung 16.2 zeigt den Thalamus eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 95) unter Verwendung der
PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die nachfolgenden Thalamuskerngebiete sind wie folgt markiert:
a — mediale Gruppe des dorsalen Thalamus, b — anteriore Gruppe des dorsalen Thalamus, ¢ — intralaminare
Gruppe des dorsalen Thalamus, d — ventrale Gruppe des dorsalen Thalamus, e — mediane Gruppe des dorsalen
Thalamus, f — Epithalamus, g — Nucleus reticularis hypothalami, h — Capsula interna. Der Thalamus in seiner
Gesamtheit zeigte PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von durchschnittlich starker Ausprigung. Die

Pfeilspitze markiert den Tractus mamillothalamicus. MaB3stab 1:12,5.

Abbildung 16.3 die Hippocampus-Region eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 95) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert die Fimbrien des medialen
Vorderhirnbiindels. Es zeigten sich PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von mafBiger Ausprigung. Die
Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis. Die Pfeilspitze ¢ markiert das Stratum
multiforme des Gyrus dentatus. Die Pfeilspitze d markiert ein schmales, bandférmiges Areal im Bereich des
Stratum moleculare angrenzend an das Stratum granulosum des Gyrus dentatus. Die Hippocampus-Region

zeigte eine sehr stark ausgepragte SNCA-Pathologie. MafB3stab 1:25.

Abbildung 16.4 zeigt Teile des Mesencephalons, des Thalamus, der Hippocampus-Region sowie des Isocortex
eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 93) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikdrper
10D2). Die Pfeilspitze a markiert den Thalamus. Die Pfeilspitze b markiert die Substantia nigra. Die Substantia
nigra war von einer stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. MaB3stab: 1:12,5.

Abbildung 16.5 zeigt den Cortex cerebelli eines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 94) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum moleculare. Die Pfeilspitze b
markiert das Stratum granulosum. Der Cortex cerebelli zeigte eine spezifische Firbung von schwacher
Ausprigung. Im Bereich der Uvula cerebelli (markiert mit UVU) watren durchschnittlich von einer stark
ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. MaB3stab 1:10.

Abbildung 16.6 zeigt die Hippocampus-Region ecines sechs Monate alten Tieres (Fallnummer 93) unter
Verwendung von Immunhistochemie (Antik6rper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum lucidum des
Cornu ammonis. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum multiforme des Gyrus dentatus. Die Pfeilspitze ¢
markiert ein schmales, bandférmiges Areal im Bereich des Stratum moleculare angrenzend an das Stratum
granulosum des Gyrus dentatus. Die Hippocampus-Region zeigte eine maximal sehr stark ausgeprigte Firbung
einzelner Schichten. Mal3stab 1:25.
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3.2.3 Tiere mittleren Alters

Von erwachsenen Tieren im Alter von sechs Monaten zu Tieren mittleren Alters
(10 — 15 Monate) war eine schwache Progression der SNCA-Pathologie in Form einer
Zunahme der Aggregatgrofie und -dichte in bereits zuvor involvierten Arealen einerseits

sowie einer weiteren topographischen Expansion andererseits der zu beobachten.

Die Taenia tecta war nur unregelmifBig auf den Schnittebene abgebildet. In diesen Fillen

zeigten sich allerdings eine mafBig bis stark ausgepriagte PK-resistente SNCA-Aggregation.

Im Bereich des Stratum moleculare und des Stratum multiforme des Gryus dentatus sowie
im Bereich des Stratum lucidum des Cornu ammonis manifestierte sich die maximale

Ausprigung der bei Zusammenschau aller Tiere zu beobachtenden SNCA-Pathologie.

Das dorsale Striatum/Caudoputamen und der lateral-septale Komplex des Striatums waren
durchschnittlich von einer stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen wobeti sich erneut
solche Areale in Form einer in Relation fortgeschrittenen Pathologie deutlich abhoben, die

unmittelbar an den lateralen Ventrikel angrenzten.

Das kaudale Pallidum war lediglich bei einem Tier im Alter von zehn Monaten auf den

Schnittebenen abgebildet und zeigte in diesem Fall eine midBige ausgeprigte Firbung.
Die Substantia nigra zeigte vereinzelt eine sehr stark ausgepragte SNCA-Aggregation.

Der Nucleus interpeduncularis mesencephali war durch durchschnittlich von einer stark
ausgepragten Pathologie betroffen, wobei die Ergebnisse im Finzelnen nur unwesentlich von

denen der erwachsenen Tiere abwichen.

Ein weiteres umschriebenes Areal im Bereich des Mesencephalons, das am ehesten dem
Nucleus tegmentalis ventralis mesencephali zugeordnet werden konnte, war lediglich bei
einem Tier im Alter von 13 Monaten auf den Schnittebenen abgebildet. In diesem Fall waren
PK-resistente SNCA-Ablagerungen mafBiger Ausprigung zu beobachten. Da der Kern bei
keinem der erwachsenen Tiere abgebildet war, war nur ein Vergleich mit den Ergebnissen
der jungen und adoleszenten Tiere mdéglich. Diese zeigten im Bereich der Nucleus in zwei

Fallen eine stark ausgeprigte SNCA-Pathologie.

Im Bereich des pontinen Graus waren mutmafllich pathologisch-assoziierte Verinderungen
von maliger Ausprigung zu beobachten. Da das pontine Grau bei erwachsenen Tieren nur

in einem Fall abgebildet war, war eine vergleichende Betrachtung nicht méglich.

Im Bereich der Fossa rhomboidea zeigte ein umschriebenes Areal in unmittelbarer Nihe
zum zentralen Liquorkanal regelmifig eine schwach bis miBlig ausgeprigte Firbung. Die
Firbung involvierte am ehesten den Nucleus tractus solitarii und/oder den motorischen
Hirnnervenkern des Nervus vagus. Eine exakte Differenzierung beider Kerngebiete

voneinander und vom umliegenden Gewebe war nicht zweifelsfrei méglich.
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Im Bereich des Cortex cerebelli hoben sich die Uvula, der Nodulus sowie der
Flocculus/Paraflocculus cerebelli in Form einer dunkelvioletten, dichten, freingranuliren
Farbung deutlich vom den restlichen cerebelliren Strukturen ab. Es resultierte eine
charakteristische Farbung des dreischichten cerebelliren Cortex, die mit den Ergebnissen der

jungeren Tiere tibereinstimmte.

Im Bereich des medialen Vorderhirnbiindels zeigten die Fimbrien erstmalig grobgranulire

Firbung von maximal sehr starker Ausprigung.

Im Bereich der Capsula interna war bei einem Tier im Alter von 13 Monaten erstmalig eine
schwach ausgeprigte SNCA-Aggregation zu beobachten, wobei auch hier eine sichere

Differenzierung vom angrenzenden dorsalen Pallidum nicht sicher méglich war.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten ein hinsichtlich des Ausprigungsgrades PK-
resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen mit erwachsenen Tiere (3 —6 Monate)
weitestgehend ibereinstimmendes Ergebnis: Bulbus olfactorius, Bulbus olfactorius
accessorius, Nucleus olfactorius anterior, Area piriformis, Isocortex, retrohippocampale
Region, ventrales Striatum, striatum-ihnliches Kerngebiet der Amygdala, dorsales Pallidum,

Thalamus, Nucleus spinalis nervi trigemini.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten eine leichte Progression der SNCA-
Pathologie: Olfaktorischer Cortex, Corpus mamillare hypothalami, Nucleus ventromedialis

hypothalami.

Tiefer gelegene Rindenschichten/ die kortikale Subplatte konnte nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurde daher nicht gesondert betrachtet

werden.

Die Substantia gelatinosa war nicht den Schnittebene abgebildet und konnte daher nicht

bewertet werden

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weilen Substanz zeigten keine
Auffilligkeiten.

Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 24.
Abbildung 17.1 — 17.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.

Abbildung 18.1 — 18.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Tabelle 24: Tabellarische Einzelauswertung — SNCAwr, Tieren mittleren Alters

Fallnummer 99 100 101 104 105 106 107 108 109
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15 15
Geschlecht W W m W w m w W m
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius +4++ | +++ | 4+ | H++ / / RTINS T
Glomeruli olfactorii +++ | | | / / +++ | +++ | +++
+ +
Nucleus olfactotius +++ | -+ |+t / / +++ | ++ / +++
anterior
Bulbus olfactorius - / / / / / / / /
accessotius
Stratum ++ / / / / / / / /
glomerulosum
Area piriformis ++ +++ | +++ | +++ +++ +++ ++ +++ ++
Taenia tecta / / ++ / / / +++ / /
Olfaktorischer Cortex S o I o o S N o o N S S [ o o o N o e o B o o i B o
Isocortex e T o o o T e T e e B e e S ) [ N e
Hippocampus-Region FH4 | |t | | | | | |
Gyrus dentatus +++ | +++ | +++ | +++ +++ +++ | +++ | +++ +++
+ + + + + + + +
Cotnu ammonis ot | | | | | | | |
+ + + + + + + +
Retrohippocampale e I e I e Rl el R e s
Region
Dorsales +++ | +++ | +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
Striatum/Caudoputamen
Ventrales Striatum +4+4+ | +++ |+ | FH | | |+ ++ ++
Lateral-septaler Komplex | +++ / / +++ | +++ |+ / ++ | +++
(Striatum) 4 4 + 4
Ventrales Pallidum - - / - - . - - _

4 In cinem unmittelbar an das Ventrikelsystem angtenzenden Areal des dorsalen Striatums/Caudoputamens
einerseits sowie lateral-septalen Komplexes des Striatums andererseits waren PK-resistente, SNCA-positive
Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung festzustellen.
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Fallnummer 99 100 101 104 105 106 107 108 109
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15 15
Geschlecht W W m W W m W W m
Anatomische Struktur @
Mediales Pallidum - / / - - - . - /
Dorsales Pallidum ++ / + / / / ++ ++ +
Kaudales Pallidum / ++ / / / / / / /
Amygdala + +++ + ++ ++ / ++ ++ +
Thalamus I o S I e B e I I I e I = s e
+ +
Hypothalamus - - - - - - . - .
Corpus mamillare + + / ++ / ++ ++ ++ +
hypotahalami
Nucleus / / + / / ++ / + ++
ventromedialis
hypothalami
Mesencephalon - - - - - - . - -
Substantia nigra + +++ | | At | / ++ / +
+
Nucleus / +++ | | A | / / / ++
interpeduncularis
Nucleus tegmentalis / / / ++ / / / / /
ventralis
Pons - - - - - - - - -
Pontines Grau / / / + +++ + / ++ /
Medulla oblongata - - - - - - - - R
Nucleus dorsalis - + + + - ++ - - -
netvi vagi / Nucleus
tractus solitarii
Nucleus spinalis + + + / / / / / /
nervi trigemini
Myelon / / / / / / / / /
Substantia gelatinosa / / / / / / / / /
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Fallnummer 99 100 101 104 105 106 107 108 109
Alter in Monaten 10 10 10 13 13 13 15 15 15
Geschlecht w W m W w m w W m

Anatomische Struktur @

Cerebellum ++ ++ - 4+ | +++ | ++ + + ++
+ +
Nodulus / +++ / +++ / / - +++ /
+ + +
Uvula A e B A B / /|
+ +
Flocculus / / ++ ++ / +4+4+ | ++ + + +++
Paraflocculus +
Cingulum ++ / ++ ++ ++ ++ - + +
(mediales
Vorderhirnbiindel)
Fimbrien (mediales ++ ++ ++ | A+t | A | A+t + ++
Vordernhirnbiindel) + +

Comissura antetior nervi - - - - - - _ _ _

olfactorii

Capsula interna - - - - - + . - -
Tractus - / - - / / - - _
mamillothalamicus

Legende zu Tabelle 24: Siche Legende zur tabellarischen Finzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 17.1
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Abbildung 17.3 Abbildung 17.4

Abbildung 17.1 — 17.8: Graphische Auswertung — SNCAw#, Tiere mittleren Alters



Ergebnisse 118

Abbildung 17.5 Abbildung 17.6

Abbildung 17.7 Abbildung 17.8

Abbildung 17.1 — 17.8: Graphische Auswertung — SNCAw#, Tiere mittleren Alters (Teil 2)
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Abbildung 17.1 — 17.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 von Tieren mittleren Alters (10 — 15
Monate) der human-transgenen Mauslinie SINCAwr. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-
resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 17.1: Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b die duflere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen c

markieren den Nervus olfactorius.

Abbildung 17.2: Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b markiert die Lamina eins des Nucleus olfactorius anterior. Die Pfeilspitzen ¢

markieren den Nervus olfactorius.
Abbildung 17.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 17.4: Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
multiforme des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis. Die
Pfeilspitze ¢ markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze d markiert den Nucleus reticularis hypothalami. Die
Pfeilspitze e markiert den Nucleus ventromedialis hypothalami. Die Pfeilspitze f markiert das Cingulum des

medialen Vorderhirnblindels.

Abbildung 17.5: Schnittebene vor der Vierhiigelplatte. Die Pfeilspitze a markiert den Nucleus interpeduncularis

mesencephali. Die Pfeilspitze b markiert das Corpus mamillare hypothalami.
Abbildung 17.6: Schnitteben auf Héhe von der Vierhiigelplatte.

Abbildung 17.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 17.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze markiert den Nucleus spinalis

nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.
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Abbildung 18.1 Abbildung 18.2

Abbildung 18.4

Abbildung 18.5 Abbildung 18.6

Abbildung 18.1 — 18.6: Exemplarische Fotoausschnitte — SINCAw#, Tiere mittleren Alters
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Abbildung 18.1 — 18.6 zeigt Fotoausschnitte erwachsener Tiere der Linie SNCAwz, die die Ergebnisse

exemplarisch visualisieren.

Abbildung 18.1 zeigt den Cortex cerebelli eines 13 Monate alten Tieres (Fallnummer 105) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum moleculare. Die Pfeilspitze b
markiert das Stratum granulosum. Der Cortex cerebelli zeigte in seiner Gesamtheit eine spezifische Firbung

von sehr starker Ausprigung. MaB3stab 1:20.

Abbildung 18.2 zeigt den Cortex cerebelli eines zehn Monate alten Tieres (Fallnummer 100) unter Verwendung
von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Der Cortex cerebelli war in seiner Gesamtheit von einer maBig
ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. Die Uvula cerebelli (UVU) hob durch eine in Relation leicht
fortgeschrittene SNCA-Pathologie von dem restlichen cerebelldren Cortex ab. Maf3stab 1:4.

Abbildung 18.3 zeigt das Mesencephalon sowie kaudale Anteile der Hippocampus-Region eines 13 Monate
alten Tieres (Fallnummer 105) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a
markiert die Substantia nigra. Sie zeigte PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von sehr starker
Ausprigung. Die Pfeilspitze b markiert die Hippocampus-Region, die eine stark ausgeprigte SNCA-Pathologie
aufwies. MafB3stab 1:25.

Abbildung 18.4 zeigt die Medulla oblongata ecines zehn Monate alten Tieres (Fallnummer 100) unter
Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze markiert den Nucleus spinalis nervi
trigemini. Es zeigten sich mutmallich pathologisch-assoziierte SNCA-Ablagerungen von schwacher

Ausprigung. Maf3stab: 1:4.

Abbildung 18.5 zeigt einen Ausschnitt der Medulla oblongata in unmittelbarer Nihe zum Liquorkanal (markiert
mit der Pfeilspitze a) ecines zehn Monate alten Tieres (Fallnummer 100) unter Verwendung von
Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze b markiert ein Areal welches am ehesten dem Nucleus
dotsalis nervi vagi und/oder dem Nucleus tractus solitatii entsprach und eine schwach ausgeprigte SNCA-
Pathologie aufwies. Eine exakte Differenzierung der Kerngebiete voneinander sowie von der niheren

Umgebung war nicht zweifelsfrei moglich. MaBstab 1:16.

Abbildung 18.6 zeigt Teile des dorsalen Striatums/Caudoputamens (CP), des Cotpus callosums (cc) sowie der
Fimbrien des medialen Vorderhirnbindels (fi) eines 13 Monate alten Tieres (Fallnummer 104 unter
Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Gegeniibergestellt sind Unterschiede der
Ablagerungsmuster der grauen und der weillen Substanz. Das dorsale Striatum/Caudoputamen zeigte PK-
resistente SNCA-Ablagerungen von miBiger Ausprigung. Die Fimbrien zeigten eine schr stark ausgeprigte
SNCA-Aggregation. MaB3stab 1:40.
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3.2.4 Alte Tiere

Von Tieren mittleren Alters zu alten Tieren (18 — 24 Monate) war im Bereich der grauen
Substanz keine weitere Progression der SNCA-Pathologie zu beobachten. Im Bereich der
weillen Substanz war dagegen neben einer Zunahme der SNCA-Aggregation in bereits zuvor

involvierten Arealen eine weitere topographische Expansion festzustellen.

Im Bereich des Stratum moleculare und Stratum multiforme des Gyrus dentatus sowie im
Bereich des Stratum lucidum des Cornu ammonis war erneut eine durchschnittlich sehr stark

ausgeprigte SNCA-Pathologie zu beobachten.

Der kaudodorsale Anteil des lateral-septalen Komplexes war durch eine stark ausgeprigte

SNCA-Aggregation gekennzeichnet.

Im Bereich der dorsalen Striatums/Caudoputamen zeigte erneut ein unmittelbar an den

lateralen Ventrikel angrenzendes Areal eine maximal sehr stark ausgeprigte Pathologie.

Im Bereich des dorsalen Pallidums/Globus pallidus manifestierten sich bei einzelnen Tieren

erstmalig PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von starker Ausprigung.

Das Cingulum des medialen Vorderhirnbiindels zeigte erstmalig bei einem Tier im Alter von

24 Monaten eine stark ausgepragte SNCA-Aggregation.

Die Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels zeigten ab einem Alter von 21 Monaten

regelmaBig eine stark bis sehr stark ausgeprigte SNCA-Aggregation.

Im Bereich der Comissura anterior nervi olfactorii konnten bei einem Tier im Alter von 24
Monaten fraglich PK-resistente SNCA-Ablagerungen von mafiger Ausprigung beobachtet

werden.

Die Capsula interna zeigte bei Tieren im Alter von 24 Monaten wiederholt eine mafBig
ausgepriagte SNCA-Aggregation (eine Differenzierung vom dorsalen Pallidum war erneut

nicht sicher méglich).

Zudem konnte im Bereich des Tractus mamillothalamicus bei Tieren im Alter von 24
Monaten regelmiflig eine miflig bis stark ausgeprigte SNCA-Aggregation festgestellt

werden.

Die folgenden anatomischen Strukturen zeigten ein mit den Tieren mittleren Alters
Ubereinstimmendes Ergebnis: Bulbus olfactorius, Bulbus olfactorius accessorius, Nucleus
olfactorius anterior, Taenia tecta, olfaktorischer Cortex, Area piriformis, Isocortex,
retrohippocampale Region, ventrales Striatum, striatum-dhnliches Kerngebiet der Amygdala,
dorsales Pallidum, kaudales Pallidum, Thalamus, Corpus mamillare hypothalami, Nucleus

ventromedialis hypothalami, Substantia nigra, Nucleus interpeduncularis mesencephali,
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Nucleus tegmentalis ventralis mesencephali, pontines Grau, Nucleus dorsalis nervi

vagi/Nucleus tractus solitarii, Cerebellum.

Im Bereich der nachfolgenden Strukturen waren in Zusammenschau aller Ergebnisse mit
Tieren mittleren Alters ubereinstimmende Ergebnisse festzustellen: Area piriformis,

Isocortex.

Tiefer gelegene Rindenschichten/ die kortikale Subplatte konnte nicht zweifelsfrei von
umliegenden Rindenarealen differenziert werden und wurde daher nicht gesondert

betrachtet.

Die tbrigen abgebildeten Strukturen der grauen und weilen Substanz zeigten keine
Auffalligkeiten.

Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 25.
Abbildung 19.1 — 19.8 zeigt eine graphische Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.
Abbildung 20.1 — 20.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.

Abbildung 21.1 — 21.6 zeigt eine Ubersichtsdarstellung des Musters PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen im murinen ZNS-Gewebe bei Tieren der Linie SNCAwz im Alter
von 10 — 24 Monaten.
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Tabelle 25: Tabellarische Einzelauswertung — SNCAwz, alte Tiere

Fallnummer 115 116 117 123 124 131 218 219 220
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24 24
Geschlecht w W m W w m m m w
Anatomische Struktur @
Bulbus olfactorius / / / ++4+ | +++ / ++ / ++
Glomeruli olfactorii / / / ++4+ | +++ / +++ / /
+
Nucleus olfactorius ++ ++ + / +++ | +++ / +++ ++
anterior
Bulbus olfactorius / / / / / / / / /
accessorius
Stratum / / / / / / / / /
glomerulosum
Area piriformis + ++ + +++ | +++ [ +++ + ++ +
+
Taenia tecta +++ | |+t / / +++ / / /
+
Olfaktorischer Cortex +++ | ++ + +++ | +++ ++ ++ + ++
Isocortex el I o o T i T o i o o I e sy A (S
+
Hippocampus-Region T T o e e S I e B B e I I T e =
Gyrus dentatus T T = o o I e B e e e e e e e
+ + + + + + + +
Cornu ammonis T T = o o I e B e e e e e e e
+ + + + + + + +
Retrohippocampale T T e o e e B e B e e e S N I e B
Region
Dorsales e T o o o e o [ e o I e ) IS ++ | 4+
Striatum/Caudoputamen 5 +
Ventrales Striatum 4+ |+t | | A | |+ ++ | ++

5 In einem unmittelbar an das Ventrikelsystem angrenzenden Areal des dotsalen Striatums/Caudoputamens
PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung festzustellen.
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Fallnummer 115 116 117 123 124 131 218 219 220
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24 24
Geschlecht W W m W w m m m w
Anatomische Struktur @
Lateral-septaler Komplex / +4++ | 4+ | | -+ / +46 | +++ | +++
(Striatum) 6 6 +6 +6 6 +
Ventrales Pallidum - - - - - - - - -
Mediales Pallidum / / - - - / - / _
Dorsales Pallidum / ++ / +++ / +++ / ++ /
Kaudales Pallidum / + / / / / . + +
Amygdala ++ ++ + ++ | | + ++ ++
Thalamus R I = O I e e e
+ + +
Hypothalamus - - - - - - - - _
Corpus mamillare ++ ++ + + - ++ + ++ -
hypotahalami
Nucleus / + / ++ / ++ / / +
ventromedialis
hypothalami
Mesencephalon - - - - - - - - _
Substantia nigra + ++ + +++ | +++ / ++ / +
+ +
Nucleus +++ | ++ + / +++ / - / +
interpeduncularis
Nucleus tegmentalis / / / +++ - + / / /
ventralis
Pons - - - - - - - - -
Pontines Grau ++ / + ++ + ++ + / /
Medulla oblongata - - - - - - - - -

¢ In einem unmittelbar an das Ventrikelsystem angrenzenden Areal des lateral-septalen Komplexes des
Striatums waren PK-resistente, SNCA-positive Ablagerungen von in Relation fortgeschrittener Ausprigung
festzustellen.
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Fallnummer 115 116 117 123 124 131 218 219 220
Alter in Monaten 18 18 18 21 21 21 24 24 24
Geschlecht W W m W W m m m W
Anatomische Struktur @
Nucleus dorsalis - - - - + - - + -
netvi vagi / Nucleus
tractus solitarii
Nucleus spinalis / / / / / / / / /
nervi trigemini
Myelon / / / / / / / / /
Substantia gelatinosa / / / / / / / / /
Cerebellum ++ ++ ++ |+ | | + ++ ++
+
Nodulus A I VA I o B / A I
+
Uvula e A I A e e B / ++
+ + +
Flocculus / +++ | A+t | A | A | A | + +++ -
Paraflocculus + +
Cingulum ++ | ++ - R T = T T B R N
(mediales
Votderhirnbiindel)
Fimbrien (mediales ++ + - ++4+ | A+ | A | A | |
Vordernhirnbiindel) + + +
Comissura anterior nervi - - - - - - - ++ -
olfactorii
Capsula interna - - - / - - - ++ ++
Tractus - - - - - - O T = N e
mamillothalamicus

Legende zu Tabelle 25: Siche Legende zur tabellarischen Finzelauswertung (Tabelle 18).
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Abbildung 19.1

PN NPT

Abbildung 19.3 Abbildung 19.4

Abbildung 19.1 — 19.8: Graphische Auswertung — SNCAwt, alte Tiere
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Abbildung 19.6

Abbildung 19.5

Abbildung 19.8

Abbildung 19.7

Abbildung 19.1 — 19.8: Graphische Auswertung — SNCAw#, alte Tiere (Teil 2)
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Abbildung 19.1 — 19.8 zeigt die reprisentativen Schnittebenen 1 — 8 von alten Tieren (18 — 24 Monate) der
human-transgenen Mauslinie SNCAwt. Dargestellt ist die durchschnittliche Ausprigung PK-resistenter,
SNCA-positiver Ablagerungen.

Zu den in der graphischen Auswertung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende
zu Abbildung 4.1 — 4.8.

Abbildung 19.1: Schnittebene auf Hohe des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum glomeru-
losum. Die Pfeilspitze b die duere plexiforme Schicht des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitzen ¢ markieren den

Nervus olfactorius.

Abbildung 19.2: Schnittebene auf Héhe der Basis des Bulbus olfactorius. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
glomerulosum. Die Pfeilspitze b markiert die Lamina eins des Nucleus olfactorius anterior. Die Pfeilspitzen ¢

markieren den Nervus olfactorius.
Abbildung 19.3: Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 19.4: Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels. Die Pfeilspitze a markiert das Stratum
multiforme des Gryus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum lucidum des Cornu ammonis. Die
Pfeilspitze ¢ markiert den Epithalamus. Die Pfeilspitze d markiert den Nucleus reticularis hypothalami. Die
Pfeilspitze e markiert den Nucleus ventromedialis hypothalami. Die Pfeilspitze f markiert das Cingulum des

medialen Vorderhirnbundels.

Abbildung 19.5: Schnittebene vor der Vierhtigelplatte. Die Pfeilspitze a markiert das Corpus mamillare hypotha-

lami. Die Pfeilspitze b markiert den Nucleus interpeduncularis mesencephali.
Abbildung 19.6: Schnitteben auf Héhe von der Vierhiigelplatte.

Abbildung 19.7: Schnittebene auf Hohe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli. Die Pfeilspitze markiert das

Stratum moleculare des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.
Abbildung 19.8: Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Die Pfeilspitze markiert den Nucleus spinalis
nervi trigemini.

Zur Farbkodierung des Ausprigungsgrades PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen siche Legende zu
Abbildung 4.1 — 4.8.



Ergebnisse 130

Abbildung 20.5 Abbildung 20.6

Abbildung 20.1 — 20.8: Exemplarische Fotoausschnitte — SINCAw, alte Tiere
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Abbildung 20.1 — 20.6 zeigt Bildausschnitte alter Tiere der Linie SNCAwt, die die Ergebnisse exemplarisch

visualisieren.

Abbildung 20.1 zeigt den Isocortex, das dorsale Sttiatum/Caudoputamen (CP) sowie das Cotpus callocum (cc)
eines 21 Monate alten Tieres (Fallnummer 124) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2).
Die Ziffern matkieren die Laminae 1 — 6 des sechsschichtigen Isocottex. Das dorsale Striatum/Caudoputamen
zeigte eine stark ausgeprigte SNCA-Aggregation. Der Isocortex war ebenfalls von einer stark ausgeprigten
SNCA-Pathologie betroffen. Maf3stab 1:12,5.

Abbildung 20.2 zeigt das Mesencephalon, kaudale Anteile des Thalamus (markiert mit Pfeilspitze b) sowie
kaudale Anteile der Hippocampus-Region eines 21 Monate alten Tieres (Fallnummer 124) unter Verwendung
der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Pfeilspitze a markiert die Substantia nigra, die eine schr stark
ausgeprigte SNCA-Pathologie aufwies. Die Hippocampus-Region und der Thalamus waren zeigten ebenfalls
eine stark ausgeprigte SNCA-Aggregation. MaBstab 1:12,5.

Abbildung 20.3 zeigt die Hippocampus-Region eines 21 Monate alten Tieres (Fallnummer 124) unter
Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze a markiert das Stratum multiforme des
Gyrus dentatus. Die Pfeilspitze b markiert das Stratum moleculare des Gyrus dentatus. Die Pfeilspitze ¢
markiert Stratum radiatum des Cornu ammonis. Die Pfeilspitze d markiert das Stratum oriens des Cornu

ammonis. Die Hippocampus-Region zeigte eine sehr stark ausgeprigte SNCA-Pathologie. Mal3stab 1:16.

Abbildung 20.4 zeigt eine Detailaufnahme des Ablagerungsmusters im Bereich des Thalamus eines 21 Monate
alten Tieres (Fallnummer 124) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Der Thalamus
war von einer sehr stark ausgeprigten SNCA-Pathologie betroffen. Maf3stab 1:40.

Abbildung 20.5 zeigt die Fimbrien des medialen Vorderhirnbiindels (markiert mit der Pfeilspitze) eines 24
Monate alten Tieres (Fallnummer 220) unter Verwendung von Immunhistochemie (Antikérper 10D2). Die

Fimbrien zeigten eine sehr stark ausgepragte SNCA-Aggregation. Mal3stab 1:32.

Abbildung 20.6 zeigt einen Ausschnitt des Cerebellums sowie der Medulla oblongata eines 21 Monate alten
Tieres (Fallnummer 124) unter Verwendung der PET-blot-Methode (Antikérper 10D2). Die Pfeilspitze
markiert den Flocculus cerebelli, der von einer sehr stark ausgepridgten SNCA-Pathologie betroffen war.
MafBstab 1:16.
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Abbildung 21.1 — 21.6: Ubersichtsdarstellung — Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im
murinen ZNS-Gewebe bei Tieren der Linie SNCAws im Alter von 10 — 24 Monaten.
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Abbildung 21.1 — 21.6 zeigt das Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im murinen ZNS-
Gewebe bei Tieren mittleren Alters sowie alten Tieren der Linie SNCAws (10 — 24 Monate). Gefirbt wurden
sechs definierte koronale Schnittebenen mit der PET-blot-Methode unter Verwendung des Antikérpers 10D2.
Die Abbildung zeigen eine reprisentative Ubersicht des zu beobachtenden Ablagerungsmusters in
fortgeschrittenen Stadien. Da von Tieren mittleren Alters zu alten Tieren keine relevante Progression der
SNCA-Pathologie zu beobachten war, ist das dargestellte Ablagerungsmuster als maximale Ausprigung PK-

resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen zu verstehen.

Zu den in der Abbildung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge siche Legende zu Abbildung
4.1 - 4.0.

Abbildung 21.1 zeigt die Schnittebene auf Hohe des Bulbus olfactorius eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 123). MaB3stab 1:20.

Abbildung 21.1 zeigt die Schnittebene auf Hohe der Basis des Bulbus olfactorius eines 10 Monate alten Tieres
(Fallnummer 100). Maf3stab 1:10.

Abbildung 21.3 zeigt die Schnittebene vor dem Chiasma opticum eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 124). Maf3stab 1:10.

Abbildung 21.4 zeigt die Schnittebene auf Hoéhe des Hypophysenstiels eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 124). Maf3stab 1:10.

Abbildung 21.5 zeigt die Schnittebene auf Héhe der Vierhiigelplatte eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 124). Maf3stab 1:10.

Abbildung 21.6 zeigt die Schnittebene auf Hohe der Medulla oblongata eines 21 Monate alten Tieres
(Fallnummer 124). Maf3stab 1:10.
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3.3 Auswertung der Mauslinie SNCA -/- (homozygot null)

Umfangreiche Gewebedefekte verhinderten bei insgesamt vier Tieren der Linie SNCA -/-
die Auswertung. Bei den tibrigen Tieren war im gesamten ZNS zu keinem Zeitpunkt eine
PK-resistente SNCA-Aggregation zu beobachten.

Eine tabellarische Darstellung der Einzelergebnisse findet sich in Tabelle 26.

Abbildung 22.1 — 22.4 zeigt anhand exemplarischer Fotoausschnitte den fehlenden Nachweis
PK-resistenter SNCA-Ablagerungen im ZNS-Gewebe der Mauslinie SNCA-/-.
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Tabelle 26: Tabellarische Einzelauswertung — SNCA -/- (homozygot null)

Fallnummer Alter in Monaten Geschlecht
145 1 w
146 1 w
147 1 m
151 2 w
152 2 w
153 2 m
157 3 W
158 3 w
159 3 m
163 6 m
164 6 W
165 6 w
173 10 w
174 10 w
179 13 w
186 15 w
187 15 w
188 15 m
203 18 m
205 18 w
206 18 m
193 21 w
194 21 m
195 21 m
212 24 m
213 24 m

Legende zu Tabelle 26: Durchschnittlicher Auspragungsgrad PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im

Gesamten ZNS (markiert mit &). Angaben zum Geschlecht wie folgt: w (weiblich), m (minnlich).
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Abbildung 22.1 — 22.4: Ubersichtsdarstellung — Fehlender Nachweis PK-resistenter SNCA-Ablagerungen im

murinen ZNS-Gewebe bei Tieren der Linie SNCA-/-.

Abbildung 22.1 — 22.4 zeigt das Ergebnis der Auswertung der Mauslinie SNCA -/- anhand vier exemplatischer

koronaler Schnittebenen eines Tieres im Alter von 15 Monaten (Fallnummer 187) mit der PET-blot-Methode

unter Verwendung des Antikérpers 10D2. Es waren keine PK-resistenten, SNCA-positiven Ablagerungen zu

beobachten.

Abbildung 22.1 zeigt die Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius. MaBstab 1:20.

Abbildung 22.2 zeigt die Schnittebene vor dem Chiasma opticum. MafB3stab 1:10.

Abbildung 22.3 zeigt die Schnittebene auf Héhe der Vierhtigelplatte. Maf3stab 1:10.

Abbildung 22.4 zeigt die Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata. Mal3stab 1:10.
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3.4 Auswertung der Mauslinie M&83

Das Gewebe eines Tieres der transgenen Linie M83 im Alter von elf Monaten wurde mithilfe
der PET-blot-Methode unter Verwendung des Antikorpers 10D2 gefirbt. Das Tier der Linie
MS83 zeigte ein von den Tieren der Linien A53T und SNCAwt gravierend abweichendes
Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im murinen ZNS-Gewebe.
Unterschiede zeigten sich sowohl hinsichtlich der Aggregategrofie, Aggregatmorphologie
sowie der topographischen Ausdehnung. Dynamisch Prozesse konnten nicht beurteilt

werden.

Die Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius zeigten regelmilig ein intensiv dunkel- bis
schwarz-violettes Farbsignal. Die von Gliazellen umbhillten, rund- bis ellipsoiden
Nervenzellgeflechte der Glomeruli olfactorii waren nahezu homogen gefirbt. Die Firbung
basierte dabei am ehesten auf zu erahnenden, sehr dicht gelagerten, sphiroiden
Ablagerungen. Sie verlichen dem Glomerulum einen diffus- bis feingranuliren
Gesamteindruck. Im Bereich der duf3eren plexiformen Schicht waren vereinzelt sehr feine
faserdhnliche, SNCA-immunreaktive Strukturen zu beobachten. Die innere plexiforme
Schicht sowie die Schicht der Mitralzellen waren untereinander sowie von den angrenzenden
Schichten nicht zweifelsfrei zu differenzieren. In einem Bereich, der am ehesten der Schicht
der Mitralzellen zugeordnet werden konnte, waren vereinzelt sphirische, etwas grébere
Ablagerungen von geringer Dichte zu beobachten. Das Stratum granulosum zeigte keine
Auffalligkeiten. Die Differenzierung des Stratum glomerulosum vom Nervus olfactorius war

nicht zweifelsfrei méoglich.

Der Bulbus olfactorius accessorius war nicht auf den Schnittebenen abgebildet und konnte

daher nicht bewertet werden.

Der Nucleus olfactorius anterior, die Taenia tecta und die Area piriformis zeigten keinerlei

pathologisch-assoziierte Veranderungen.

Im Bereich des frontalen Isocortex zeigten tiefer gelegene Rindenschichten ein inhomogenes
Ablagerungsmuster. Eine zweifelsfreie Zuordnung der SNCA-Aggregate zu den Schichten
des Isocortex war nicht moglich. Am ehesten waren die Laminae vier bis sechs motorischer
Rindenareale betroffen. Das gesamte somatodendritische Kompartiment einzelner promi-
nenter Neurone, die am chesten den Pyramidenzellen der Lamina fiinf (Lamina pyramidalis
interna) zugeordnet werden konnten, war intensiv dunkel- bis schwarzviolett angefirbt. Die
Nuclei hoben sich im Sinne einer immunnegativen Reaktion deutlich ab. Die Axonhiigel
zeigten ebenfalls ein intensives Farbsignal. Daneben waren vereinzelt prominente, spharoid-
bis ellipsoid-erscheinende Strukturen in der niheren Umgebung der Neurone abzugrenzen.
Eine Zuordnung zu einer Substruktur des Neuronengeflechts war nicht zweifelsfrei moglich.

Die Strukturen entsprachen somatischen Einschlissen benachbarter Neurone. Deutliche
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feinere sphiroide und faserihnliche SNCA-Ablagerungen ergaben in der niheren Umgebung
der Pyramidenzellen ein inhomogenes und lichtes Muster, das am ehesten dem Neuropil der
Lamina funf zugeordnet werden konnte. Oberfliche Rindenschichten sowie kaudale Anteile

des Isocortex waren nicht angefarbt.

Im Bereich der Hippocampus-Region zeigten das Stratum multiforme des Gyrus dentatus
und das Stratum lucidum des Cornu ammonis eine schwach bis miBig ausgepriagte SNCA-
Aggregation. Daneben war in einem unmittelbar an das Stratum pyramidale angrenzenden
schmalen Areal im Bereich des Stratum oriens eine schwach bis miBig ausgeprigte

Pathologie festzustellen.
Strukturen der retrohippocampalen Region waren nicht betroffen.

Ebenso zeigten Basalganglien (Striatum, Pallidum) keine pathologisch-assoziierten

Verinderungen.

Die Kerne des medioventralen Thalamus zeigten ein uneinheitliches Farbergebnis.
Morphologisch diverse PK-resistente, SNCA-Ablagerungen involvierten die Thalamuskerne
am chesten wie folgt: Die Nuclei mediani thalami, Nuclei ventromedialis, Nuclei
suprafascicularis sowie vermutlich Anteile des Nucleus posteromedialis des dorsalen
Thalamus waren betroffen. Feine sphiroid- bis ellipsoid erscheinende Ablagerungen
einerseits sowie faserahnliche Strukturen andererseits ergaben ein inhomogenes, retikulires,
dichtes Ablagerungsmuster von intensiv dunkel- bis schwarzvioletter Farbe. Daneben hoben
sich prominente Strukturen von intensiver Farbe deutlich von den zuvor beschriebenen
Ablagerungsformen. Eine zweifelsfreie Zuordnung zu Substrukturen des Neuronengeflechts
war nicht moglich. Die Ablagerungen erfiillten am ehesten die Kriterien einer diffusen
Firbung des gesamten somatodendritischen Kompartiments einzelner kleinerer Neurone.

Die Nuclei waren nicht zu differenzieren.

Im Bereich dorsolateraler Anteile des Hypothalamus zeigte sich ein mit den betroffenen
ventromedialen Thalamuskernen tbereinstimmendes Ablagerungsmuster. Einzelne sehr
feine sphiroide sowie faserahnliche Strukturen ergaben ein inhomogenes, weniger dichtes,
retikulires Muster von schwacher Farbintensitit. Daneben hoben sich erneut prominente
intensiv gefirbte Strukturen ab, die am ehesten die Kriterien diffus gefirbter Zellsomata oder
intrazellulirer Einschlisse erfullten. Mediale sowie periventrikulire Anteile erschienen

weniger stark betroffen.

Ein GrofBiteil des Mesencephalons war von morphologisch diversen PK-resistenten, SNCA-
positiven Ablagerungen von sehr starker bzw. maximal zu beobachtender Ausprigung
betroffen. Dicht gelagerte sphiroide und faserdhnliche Strukturen ergaben neben
prominenten, intensiv angefirbten Ablagerungen (diffus gefirbte Zellsomata vs.

intrazytoplasmatische Einschliisse) eine schwarz-violette, retikulire, inhomogene Firbung
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von maximaler Intensitit. FEine zweifelsfreie Differenzierung der Substrukturen des
Mittelhirns war nicht moglich. Zentral bzw. periaquaquaeductal gelegen Bereich hoben sich

durch eine Farbung maximaler Intensitit gegentiber dem restlichen Mesencephalon ab.
Die Substantia nigra war bei dem vorliegenden Tier nicht auf den Schnittebenen abgebildet.

Das pontine Grau und die Medulla oblongata zeigten ein mit dem Mesencepahlon
tbereinstimmendes inhomogenes Muster von intensiv dunkel- bis schwarz-violetter Farbe
basierend auf Ablagerungen diverser Morphologie. Pontine Substrukturen waren ebenfalls

u. a. aufgrund eines einheitlichen Farbergebnisses nicht sicher voneinander zu differenzieren.

Ein Grofteil der medulliren grauen Substanz war von einer stark bis sehr stark ausgeprigten
SNCA-Pathologie betroffen. Der Nucleus spinalis nervi trigemini zeigte angrenzend an den
Tractus spinalis nervi trigemini ebenfalls eine fortgeschrittene SNCA-Aggregation. Der Rest
des Nucleus war dagegen deutlich schwicher gefirbt. Weniger dicht gelagerte feine,
faserahnliche sowie vereinzelt sphiroide Ablagerungen (diffus gefirbte Zellsomata vs.
intrazytoplasmatische FEinschliisse) ergaben eine lichte und in Relation eher schwach

ausgeprigte Firbung.

Im Bereich des Stratum granulosum des Cortex cerebelli ergaben sehr feine, spharoide wie
auch faserdhnliche Strukturen ein retikuldres Muster von miBiger Intensitit. Daneben hoben
sich einzelne prominente Strukturen (diffus gefirbte Zellsomata vs. intrazytoplasmatische
Einschliisse) deutlich ab. Das Stratum moleculare war nicht betroffen. Im Bereich der tiefer
gelegenen Hirnnervenkerne waren prominente Neurone zu beobachten, deren gesamtes
somatisches Kompartiment diffus und intensiv angefirbt war. Die Nuclei zeigten ein
immunnegatives Signal und lieBen sich zumeist sicher differenzieren. Die Axonhitigel stellten
sich hdufig ebenfalls intensiv dunkel- bis schwarz-violett dar. Weiterhin zeigten sich am
chesten im Bereich des Neuropils feine sphiroide sowie faserdhnliche Strukturen von

mifiger Ausprigung.

Die weille Substanz frontaler Grof3hirnabschnitte zeigte keinerlei PK-resistente, SNCA-
positive Ablagerungen. Anders verhielten sich dagegen weiter kaudale gelegene Strukturen
der weillen Substanz. Das Mesencephalon, das pontine Grau sowie die Medulla oblongata
durchziehende Fasertrakte zeigten regelmillig weniger dicht gelagerte sphiroide sowie
faserdhnliche Strukturen. Im Bereich der cerebelliren weillen Substanz manifestierte sich ein
tbereinstimmendes Ablagerungsmuster. Die Comissura cerebellaris hob sich durch
besonders prominente, dicht gelagerte, im Wesentlichen lineare Srukturen deutlich von der

restlichen Substantia alba cerebellaris ab.

Abbildung 23.1 — 23.6 zeigt Fotoausschnitte, die die Ergebnisse exemplarisch visualisieren.
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Abbildung 24.1 — 24.6 zeigt eine Ubersichtsdarstellung des Musters PK-resistenter, SNCA-
positiver Ablagerungen im murinen ZNS-Gewebe eines elf Monate alten Tieres der Linie

MS§3.
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Abbildung 23.1 — 23.6: Exemplarische Fotoausschnitt — Muster der PK-resistenten SNCA-Aggregation bei

einem elf Monate alten Tier der Linie M§3.
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Abbildung 23.1 — 23.6 zeigt Fotoausschnitte eines Tieres im Alter von elf Monaten der Linie M§3, die die
Ergebnisse exemplarisch visualisieren. Verwendet wurde die PET-blot-Methode (Antikérper 10D2).

Abbildung 23.1 zeigt den Bulbus olfactorius. Die Schichten des Bulbus olfactorius sind wie folgt markiert.
a — Stratum granulosum, b — duflere plexiforme Schicht, ¢ — Stratum glomerulosum, d — Nervus olfactorius.
Maf3stab 1:50.

Abbildung 23.2 zeigt eine Detailaufnahme des Isocortex. Die Pfeilspitze markiert eine Pyramidenzelle im
Beteich des Stratum pyramidale/der Lamia funf. Veranschaulicht werden soll das Muster PK-resistenter,

SNCA-positiver Ablagerungen im Bereich des Isocortex. 1:160.

Abbildung 23.3 zeigt eine Detailaufnahme des Hypothalamus. Die Pfeilspitze markiert ein prominent
angefirbtes Neuron. Veranschaulicht werden soll das Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen
im Bereich des Hypothalamus. MaB3stab 1:80.

Abbildung 23.4 zeigt eine Detailaufnahme des Mesencephalons im Bereich des periaquaeductalen Graus.
Veranschaulicht werden soll das Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im Bereich des Mesen-
cephalons. Maf3stab 1:32.

Abbildung 23.5 zeigt eine Detailaufnahme des Cortex cerebelli. Die Schichten des Cortex sind wie folgt
markiert. a — Stratum granulosum, b — Stratum moleculare. Die Pfeilspitze markiert das Stratum purkinjense.

Mit dem Buchstaben ¢ markiert ist die Comissura cerebellaris. Mal3stab 1:20.

Abbildung 23.6 zeigt den Nucleus spinalis nervi trigemini (markiert mit der Pfeilspitze b) sowie unmittelbar
angrenzende Strukturen. Die Pfeilspitze a markiert den Tractus spinalis nervi trigemini. Die Pfeilpsitze ¢

markiert die Nuclei reticulares. Mal3stab 1:25.
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Abbildung 24.1 — 24.6: Ubersichtsdarstellung — Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im

murinen ZNS-Gewebe bei einem Tier der M&3 im Alter von elf Monaten.
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Abbildung 24.1 — 24.6 zeigt das Muster PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im murinen ZNS-
Gewebe bei einem Tier im Alter von elf Monaten der Mauslinie M§3. Gefiarbt wurden sechs definierte koronale
Schnittebenen mit der PET-blot-Methode unter Verwendung des Antikérpers 10D2. Die Abbildung zeigen

eine reprasentative Ubersicht des zu beobachtenden Ablagerungsmusters. MafB3stab 1:10.

Zu den in der Abbildung verwendeten Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge sieche Legende zu Abbildung
4.1 -4.0.

Abbildung 24.1 zeigt die Schnittebene auf Héhe des Bulbus olfactorius.

Abbildung 24.2 zeigt die Schnittebene vor dem Chiasma opticum.

Abbildung 24.3 zeigt die Schnittebene auf Héhe des Hypophysenstiels.

Abbildung 24.4 zeigt die Schnittebene auf Héhe der Vierhtigelplatte.

Abbildung 24.5 zeigt die Schnittebene auf Hoéhe des Flocculus/Paraflocculus cerebelli.

Abbildung 24.6 zeigt die Schnittebene auf Héhe der Medulla oblongata.
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4 Diskussion

4.1 Ist der Paraffin embedded tissue(PET) blot die Methode der
Wahl?

Fir diese wie auch fir alle anderen Arbeiten zum Thema potentiell auf pathologisch-
assoziierten Proteinablagerungen basierenden neurodegenerativen Erkrankungen sind die
folgenden Aspekte relevant. Erstens der sensitive Nachweis des betreffenden Proteins,
zweitens die Unterscheidung der physiologischen von der mutmalllich pathologisch-
assoziierten Form und drittens die Zuordnung der Proteinaggregate zu anatomischen
Regionen. In der gingigen Immunhistochemie wird mittels einer Antigen-Antikorper-
Reaktion das Vorhandensein eines Epitops an einer bestimmten Stelle im Gewebe
untersucht. Bereits feine Proteinablagerungen lassen sich bei erhaltenen anatomischen
Verhiltnissen detektieren. Das Lichtmikroskop ermdglicht im Rahmen der Auswertung
einerseits eine hohe Auflésung und andererseits die Zuordnung auf zellulirer Ebene. Die
Antikérper kénnen dabei in der Regel nicht zwischen der physiologischen und der
mutmallich pathologisch-assoziierten Form unterscheiden. Aus diesem Grund wird das
Gewebe im Rahmen immunhistochemischer Firbung konventionell vorbehandelt mit dem
Ziel die physiologische Form des Proteins weitestgehend zu  zerstoren.
Immunhistochemische Firbungen wurden in der Vergangenheit nicht routinemaf3ig mit dem
sehr effektiven PK-Verdau vorbehandelt, da dieser einen ausgesprochen destruktiven Effekt
auf auf Glasobjekttriger aufgezogenes Gewebe hat. Stattdessen wurden in der Regel andere,
weniger effektive Vorbehandlungen gewihlt um die physiologische Form des Proteins zu
zerstoren. Im Ergebnis weisen immunhistochemische Firbungen ohne vorangegangenen
PK-Verdau in unterschiedlichem Ausmaf3 auch die physiologische Form des Proteins nach,
die der konventionellen Vorbehandlung entgangen ist (Schulz-Schaeffer et al. 2000). Die
mutmallich pathologisch-assoziierten, PK-resistenten SNCA-Aggregate sind dabei zum Teil
so klein, dass sie mithilfe der Durchlichtmikroskopie nicht von der Firbung des
physiologischen Proteins unterschieden werden koénnen (Kramer und Schulz-Schaeffer
2007; Schulz-Schaeffer 2010). Neuere Studienergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass
der PK-Verdau anderen Vorbehandlungen hinsichtlich der spezifischen Darstellung des
kompletten Spektrums der mit SNCA-Aggregation assoziierten Pathologie deutlich
Uberlegen ist (Beach et al. 2008). Schulz-Schaeffer et al. erkannten die Notwendigkeit einer
Methode, die einerseits die Anforderungen eines sensitiven aber spezifischen Nachweises
der mutmaBlich pathologisch-assoziierten, in Aggregation befindlichen Proteinform (in
Abhingigkeit der zugrundeliegenden neurodegenerativen Erkrankung) deutlich verbessert.
Andererseits sollte die Moglichkeit einer morphologisch-topographischen Zuordnung
gewihrleisten sein. Sie entwickelten zu diesem Zweck die sog. PET-blot-Methode. Die PET-
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blot-Methode basiert auf der Kombination priexistenter, konventioneller Methodologien
(Immunhistochemie und Histoblot). Sie weist eine extrem hohe Sensitivitit auf und
gewihrleistet gleichzeitig einen zufriedenstellenden Erhalt anatomischer Verhiltnisse. Mit
der PET-blot-Methode koénnen bereits sehr kleine Mengen des aggregierten Proteins
nachgewiesen werden. Die Proteine eines Gewebeschnittes, nicht eines Gewebehomogenats,
werden bei erhaltenen anatomischen Verhaltnissen auf eine Trigermembran tibertragen. Die
PET-blot-Methode etlaubt einen hochkonzentrierten PK-Verdau ohne zu erwartende
gravierende Schidigung des auf Nitrozellulosemembranen tbertragenen Gewebeschnittes.
Es kommt zu einem selektiven Verdau der pyhsiologischen Proteinform. Durch die
entsprechende Vorbehandlung werden Epitope der auf der Membran zurtickbleibenden PK-
resistenten  Proteinform  freigelegt. Diese konnen in Folge spezifisch mittels

Antikorperreaktion detektiert werden (Schulz-Schaeffer et al. 2000).

Die konventionelle Immunhistochemie hat auf der zelluliren und subzelluliren Ebene eine
deutlich héhere Auflésung. Aufgrund der Anfilligkeit der auf Glasobjekttriger aufgezogenen
Gewebeschnitte wurde die PK-Konzentration sowie die Expositionsdauer im Rahmen dieser
Arbeit in Relation zur PET-blot-Methode reduziert. Die Immunhistochemie bietet daher,
aufgrund von Limitationen der enzymatischen Vorbehandlung, eine weniger effektive
Moglichkeit das physiologische Protein zu verdauen. Mit reguliren immunhistochemischen
Fiarbungen ist es daher nicht moglich zwischen physiologischem alpha-Synuklein in der
Synapse und kleinsten Aggregaten sicher zu unterscheiden. Der selektive Nachweis der PK-
resistenten Ablagerungen ist daher mit der Immunhistochemie im Vergleich zum PET blot

weniger sensitiv (Wembheuer et al. 2013).

Daneben konnte gezeigt werden, dass die PET-blot-Methode durch ihre extrem hohe
Sensitivitit einerseits sowie der hohen morphologischen Auflésung andererseits auch der
konventionellen Histoblot-Technik sowie dem Western blot tberlegen ist (Schulz-
Schaeffer et al. 2000).

Die PET-blot-Methode stellt damit die geeignetste Methode dar um bereits sehr feine
Aggregate in frithen Krankheitsstadien zu studieren. Die konventionelle Immunhistochemie
hat den Vorteil des FErhalts der anatomischen Verhiltnisse sowie des hdoheren
mikroskopischen Auflésungsvermdégens. Sie stellt dabei nach angepasster Vorbehandlung

des Gewebes mit einem schonenderen PK-Verdau die erginzende Referenzmethode der
Wahl dar.

4.2 Limitationen sowie fehleranfillige Aspekte der Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der Ergebnisse beruhte auf einer eigens definierten

Messskala. Die Ergebnisse lieBen sich damit in eine Reihenfolge bringen. Ein definierter



Diskussion 147

GroBenbezug lag per definitionem nicht vor. Die Definition der Messskala hing dabei im
Wesentlichen von der Kenntnis des zu beobachtenden Gesamtspektrums PK-resistenter,
SNCA-positiver Ablagerungen ab. Aufgrund der Inferobserver-Variabilitit konnte eine
mogliche Reproduktion der Messskala eine abweichende Einstufung der Ergebnisse
hervorbringen. Zusammenfassend sollte eine Progression der PK-resistenten, SNCA-
positiven Ablagerungen (hinsichtlich der AggregatgréBie, -dichte und -quantitit sowie der
topographischen Expansion) aber unabhingig vom Untersucher zu beobachten sein. Eine
exakt ibereinstimmende Einstufung entsprechend der definierten Messskala ist zweitrangig.
Daraus folgt eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse als Anforderung an wissenschaftliche

Forschungsarbeiten.

In Hinblick auf die praktische Anwendung der oben beschriebenen Firbeprotokolle galt es
folgende Punkte zu beachten. Die Linge der Fixationsdauer korrelierte negativ mit der
Antigenitat des Gewebes. Die Expositionsdauer gegentiber der Proteinase einerseits sowie
die Wahl der richtigen PK-Konzentration andererseits mussten daher der Fixationsdauer
angepasst werden. Eine unspezifische Firbung der physiologischen Proteinform konnte auf
einen unvollstindigen Verdau, eine zu kurze Expositionsdauer oder eine zu geringe
Enzymkonzentration zurtickgefithrt werden. Es sollte gerade noch kein Verdau der
mutmallich pathologisch-assoziierten, aggregierten Proteinform aufgrund einer zu langen
Expositionsdauer oder einer zu hohen Enzymkonzentration erfolgen. Ferner wurde eine
Variation die Potenz der PK 2zwischen den Chargen beobachtet. Wiederholte
Kontrollfirbungen waren daher sowohl bei Anwendung der PET-blot-Methode als auch im
Rahmen immunhistochemischer Firbungen erforderlich, um falsch positive oder negative

Ergebnisse méglichst zu vermeiden.

Eine Besonderheit stellte die Farbung des Nervus olfactorius dar. Im Bereich des Nervus
waren grobere, teils sphiroide, teils faserdhnliche PK-resistente, SNCA-positive Strukturen
zu beobachten. Damit unterschied sich das Spektrum der Ablagerungsformen von dem der
Ubrigen grauen und weillen Substanz der Linien A53T und SNCAwt In Fillen
fortgeschrittener pathologisch-assoziierter Verinderungen im Bereich des olfaktorischen
Systems eines Tieres zeigte auch der Nervus olfactorius Ablagerungen fortgeschrittener
Ausprigung. Eine sichere Differenzierung des Nervus olfactorius von den ihm anliegenden
Hirnhduten war nicht zweifelsfrei moglich. Im Bereich des Nervus waren regelmafig
Gewebsdefekte festzustellen, die die Beurteilbarkeit noch erschwerten. Eine intensive
Firbung randstindiger Strukturen/der Hirnhdute war bei Tieren der Linie 4537 und
SNCAwt in allen Altersgruppen ubiquitir zu beobachten. Die Firbung wurde am ehesten
auf Firbeartefakte zurtickgefiihrt, die moglicherweise auf der unspezifischen Ablagerung von
Formalinprizipitaten oder einer unspezifischen Antikorper- und/oder

Chromogenablagerung basierten. Tiere der Linie SINCA -/- zeigten dagegen keine Firbung
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der Hirnhiute. In diesem Zusammenhang kénnten Unterschiede des Fixationsprozesses
oder der Grad der Antigenitit des gesamten Gewebes einen Einfluss haben. Fine valide
Bewertung des Nervus olfactorius konnte aufgrund der beschriebenen Problemstellung nicht

erfolgen.

Gerade in frithen Stadien der SNCA-Pathologie bereitet die Differenzierung feinster
Aggregate von einer moglichen unspezifischen Firbung des physiologischen Proteins
Schwierigkeiten. Folgende Aspekte wurden zu Hilfe genommen, um das Risiko eines falsch-
negativen Ergebnisses zu minimieren. Fir eine unspezifische Firbung sprach ein vom
tbrigen ZNS abweichendes Verhalten. So wurde eine fehlende Progression der Ergebnisse
mit fortschreitendem Alter als unspezifisch gewertet. Fiir eine spezifische Farbung sprach
eine Progredienz der Ablagerungsgrof3e, -dichte und -quantitit. Ein feingranuldres Muster,
welches feinste PK-resistente und SNCA-positive Ablagerungen gerade so erahnen lief3,
wurde als spezifisch gewertet. Dagegen sprach ein rein diffuses Farbsignal fur eine

unspezifische Firbung.

4.3 Morphologische Klassifikation der SNCA-Aggregation

Bei niherer Betrachtung des SNCA-Aggregationsprozesses assoziierter neurodegenerativer
Erkrankungen (insb. PD und DLB) konnte das Spektrum neben der vorbekannten LB und
Lewy-Neuriten um weitere Ablagerungsformen erweitert werden. Sehr feine, punktférmige
SNCA-Aggregate im Bereich des Neuropils werden als Lewy-Dots und feiner, faserdhnliche
SNCA-positive Strukturen als Lewy-Threads bezeichnet. Definierte hyaline Strukturen ohne
Halo mit in Relation zu LB verminderter SNCA-Immunreaktivitit wurden als Pale-Bodies
bezeichnet. Als Pri-LB wurden diffuse zytoplasmatische Ablagerungen beschrieben. Pale-
Bodies und Pri-LB gelten als morphologische Vorstufen der LB. Im Rahmen des
Reifungsprozesses der LB in den Zellfortsitzen wurden frithe neuritische LB entsprechend
als Pale Neurites bezeichnet. Der Begriff Lewy-Axon beschreibt neuritische Ablagerungen.
Weiterhin wurden neben extrazelluliren LB auch cerebellire Ablagerungsformen
beschrieben. Zuletzt konnte gliale Proteinablagerungen festgestellt werden (Kosaka 1978;
Pappolla et al. 1988; Dickson et al. 1991; Gibb et al. 1991; Takahashi et al. 1994; Wakabayashi
et al. 1998a; Arai et al. 1999; Iseki et al. 2000; Piao et al. 2000; Wakabayashi et al. 2000;
Hishikawa et al. 2001; Katsuse et al. 2003; Piao et al. 2003; Saito et al. 2003; McKeith et al.
2005; Ferrer et al. 2008; Kanazawa et al. 2012; Seidel et al. 2015; Seidel et al. 2017).

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die Untersuchung der Mauslinien 4537 und SNCAws im
Wesentlichen eine topographisch weit verbreitete PK-resistente Mikroaggregation, die unter
Einbeziehung der Theorien zur Rolle von SNCA-Aggregation fiir Neurodegeneration bzw.

- protektion am chesten einer beginnenden diffus-synaptischen SNCA-Pathologie in der
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Zellperipherie entspricht. Die mit dem Alter positiv korrelierende wenn auch diskret ausge-
prigte GroBenprogredienz der SNCA-Aggregate erfillt in fortgeschrittenen Stadien
moglicherweise die Kriterien von Lewy-Dots. Im Bereich der cerebelliren weillen Substanz
konnten vereinzelt eher faserahnlich, irregulir imponierende SNCA-positive Strukturen
dargestellt werden, die am ehesten den morphologischen Kriterien sog. Lewy-Axone

entsprechen.

Das Referenztier der Linie M83 zeigte morphologische diverse SNCA-Ablagerungen.
Somatodendritisch weit verbreitete SNCA-positive faserdhnliche Ablagerungen erfillten am
chesten die Kriterien sogenannter Lewy-Threads. Daneben erfillten grobere sphiroide
axonale Strukturen die Charakteristika von Lewy-Dots. FEinige intrazytoplasmatische
Einschlisse fillten das gesamte Kompartiment aus. Grobe, sphiroid- bis ellipsoid-
erscheinende intrazytoplasmatische Einschlisse sind vorzugsweise als LB-dhnlich zu

beschreiben.

Das untersuchte Tier der Linie M&3 zeigte ein mit den Ergebnissen der einschligigen
Literatur ubereinstimmendes Ergebnis bei in Relation womdéglich vermehrtem Nachweis
feiner SNCA-Ablagerungen. Giasson et al. 2002 fithrten die immunhistochemische Firbung
des Neuropils bei Tieren der Linie M&3 bis zu einem Alter von sechs Monaten auf die
physiologisch im Bereich der synaptischen Nervenendigungen lokalisierte nicht aggregierte
Proteinform zurtick. Moglichweise ist die Bewertung einer umfangreichen, insbesondere auf
feinen SNCA-positiven Strukturen basierenden ZNS-Pathologie auf die Annahme eines
effizienten und nahezu vollstindigen PK-Verdaus der physiologischen Proteinform bei
Verwendung der PET-blot-Methode zuriickzufithren. Giasson et al. 2002 untersuchten
ebenfalls die Expression der humanen .453T-Mutation unter Kontrolle des PrP im murinen
ZNS-Gewebe und beschrieben ab einem Alter von 8 — 16 Monaten eine im ZNS
weitverbreitete somatodendritische SNCA-Pathologie aller Tiere. Neben dystrophen, Lewy-
Neuriten-ahnlichen SNCA-positiven Strukturen beschrieben Giasson et al. 2002 ebenfalls
grobe sphiroide neuritische Ablagerungen (Lewy-Dots), LB-dhnliche Strukturen sowie
Zellen, deren gesamtes somatodendritisches Kompartiment mit SNCA-Ablagerungen
ausgefillt war. Lediglich im Bereich des Stratum granulosum wurden mithilfe der PET-blot-
Methode umfassende pathologisch-assoziierte Verinderungen festgestellt, die von Giasson

et al. 2002 nicht beschrieben wurden.

Die mitgefithrte humane Positiv-Kontrolle (DLB) zeigte regelmiflig SNCA-positive

Strukturen, die die Charakteristika humaner LB erfullten.

Zur Klassifizierung der SNCA-Ablagerungen auf zellulirer Ebene wiren sicherlich
weiterfiihrende Untersuchungen (beispielsweise mithilfe von Immun-

elektronenmikroskopie) sinnvoll.
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4.4 Topographische Expansion der SNCA-Aggregation auf das
murine ZNS-Gewebe im Vergleich zur humanen PD und DLB

Kuo et al. 2010 untersuchten die Expression der .453T-Mutation unter Kontrolle des
SNCA-Promotors im murinen Gewebe mithilfe immunhistochemischer Firbungen sowie
dem Western blot. Eine signifikante SNCA-Aggregation wurde bei Tieren im Alter von
6 — 12 Monaten lediglich im Bereich des Plexus myentericus beschrieben und mit charak-
teristischen histopathologischen Verinderungen im Bereich des enterischen Nervensystems
in frihen Stadien der humanen PD in Verbindung gebracht. Die Expression des humanen
Proteins wurde von Kuo et al. 2010 dagegen nicht mit einer SNCA-Pathologie im Bereich

des ZNS assoziiert.

Gispert et al. 2003 untersuchten die Expression der humanen wildtyp Variante (SNCAwr?)
unter Kontrolle des SINCA-Promotors im mutinen Gewebe mithilfe immunhistochemischer
Firbung, dem Western blot sowie Immunogold-Elektronenmikroskopie. Mithilfe der
angewandten Methodik konnte weder im peripheren noch im zentralen Nervensystem eine
relevante SNCA-Aggregation nachgewiesen werden. Lediglich einzelne Neurone in ausge-
wihlten Hirnarealen und einigen Riickenmarks-Motorneuronen wiesen in immun-
histochemischen Firbungen SNCA-positive Ablagerungen auf. Das Vorkommen von
SNCA-Aggregaten konnte allerdings weder elektronenmikroskopisch noch im Western blot

bestitigt werden.

Giasson et el. 2002 untersuchten die Expression der .453T-Mutation unter Kontrolle PrP-
Promotors im murinen ZNS-Gewebe und beschriebene eine altersabhingig fortschreitende
SNCA-Aggregation vornehmlich im Bereich des gesamten Rickenmarks sowie des Hirn-
stamms. Ferner beobachteten sie eine hohe Dichte charakteristischer somatodendritischer
Verinderungen im Bereich des Striatums (insbesondere dorsolateraler Anteil), in einigen
Thalamus-Regionen (medioventrale, ventromediale, parazentrale Kerngebiete), im Bereich
der cerebelliren Kerngebiete sowie der cerebelliren weillen Substanz. LB-dhnliche
Verinderungen wurden zudem zahlreich im Bereich der Raphekerne sowie der Pons und
weniger zahlreich im Bereich der Locus coeruleus nachgewiesen. Motorische Isocortex-
Areale waren nur schwach betroffen. Weitere im Rahmen humaner assoziierter
Erkrankungen involvierte anatomische Strukturen (u. a. Bulbus olfactorius, Hippocampus-

Region Substantia nigra) zeigten keine Auffalligkeiten.

Der Grofiteil der in der Literatur beschriebenen SNCA-transgenen Mausmodelle zeigten eine
SNCA-Aggregation vornehmlich im Bereich des Hirnstamms und Rickenmarks. Daneben
waren olfaktorische Areale, der Isocortex, die Hippocampus-Region, der Thalamus, das
Striatum und Mesencephalon regelmif3ig von pathologisch-assoziierten Verinderungen
involviert (Kahle et al. 2000; Masliah et al. 2000; van der Putten et al. 2000; Kahle et al. 2001,
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Matsuoka et al. 2001; Rathke-Hartlieb et al. 2001; Giasson et al. 2002; Lee et al. 2002;
Neumann et al. 2002; Rockenstein et al. 2002; Fleming et al. 2004; Maskri et al. 2004; Freichel
et al. 2007; Emmer et al. 2011)

Fir die humane PD wurde eine Hirnstamm-betonte SNCA-Pathologie beschrieben, die sich
in kaudorostraler Richtung auf Strukturen der Pons (Locus coeruleus), des
Mesenencephalons (Substantia nigra), die Basalganglien (Striatum/Pallidum) sowie den
Neocortex ausbreitet (Braak und Braak 2000; Braak et al. 2003a; 2003b; 2004; Hawkes et al.
2007; 2009; Del Tredici et al. 2002; Beach et al. 2010; Jellinger 2015).

DLB-Patienten zeigen dagegen vornehmlich eine kortikale SNCA-Aggregation. Daneben
sind diverse Strukturen des limbischen Systems (Corpora mamillaria, Fornix cerebri, Gyrus
cinguli, Hippocampus, Subiculum, Nucleus interpeduncularis), Strukturen des
Diencephalons (vornehmlich der Thalamus), die Basalganglien (Striatum/Pallidum) und
ausgewahlt Strukturen des Hirnstamms betroffen (Kosaka 1978; Kosaka et al. 1984, Katsuse
et al. 2003; McKeith et al. 2003; 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten die Tiere der Linien A53T und SNCAwr eine
altersabhingige, progressiv verlaufende, bilateral-symmetrische und einer vorbestimmten
Sequenz folgende Expansion einer PK-resistenten SNCA-Pathologie auf weite Teile des
murinen ZNS-Gewebe. Pathologisch-assoziierte Verinderungen involvierten insbesondere
frontobasale Gro3hirnabschnitte (Rhinencephalon, Isocortex, Basalganglien, Hippocampus-
Region, Thalamus). Einzelne Strukturen des Mesencephalons, der Pons sowie der Medulla
oblongata (darunter im Wesentlichen die Substantia nigra sowie einzelne Hirnnervenkerne)
zeigten regelmifBig eher schwach ausgeprigte charakteristische Verdnderungen. Dennoch

waren weite Teile des kaudalen GroB3hirns nicht betroffen.

Das mitgefiihrte Tier der Linie M&3 im Alter von elf Monaten zeigte umfangreiche PK-
resistente SNCA-Ablagerungen im Bereich des Hirnstamms sowie der Medulla oblongata.
Daneben waren Pons, Rhombencephalon sowie mesencephale Strukturen von charakte-
ristischen SNCA-Ablagerungen involviert. Eine in Relation deutlich schwicher ausgeprigte
SNCA-Pathologie war im Bereich von Thalamus, Hypothalamus, Hippocampus, Isocortex,

dem cerebellaren Cortex sowie im Bereich des Bulbus olfactorius zu beobachten.

Die Gesamtheit der SNCA-transgene Mausmodelle rekapituliert, in Abhingigkeit vom einge-
brachten Genkonstrukt, einzelne Aspekte der humanen DLB aber im Wesentlichen eine
Hirnstamm-betonte SNCA-Pathologie analog der humanen PD. Auch die Linie M83 zeigt
(weitestgehend deckungsgleich mit den Ergebnissen von Giasson et al. 2002) eine SNCA-
Pathologie vom Hirnstamm-Typ. Die Tiere der Linien A53T und SNCAwt zeigen dagegen
eher eine kortikale SNCA-Pathologie und fungieren damit am ehesten als Modell fur die
humane DLB, nicht aber die PD bzw. PDD.
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4.5 Ein Einblick in phinotypische Verinderungen

Mit dem Ziel der Objektivierung von in der Regel progressiv verlaufenden komplexen
phinotypischen Veridnderungen SNCA-transgener Mausmodelle entwickelte man eine
Vielzahl von Testbatterien. Angestrebt wurde eine Detektion phinotypischer
Verinderungen, die gemeinhin auf eine Dysfunktion des nigrostriatalen Systems
zurickgefithrt wurden. SNCA-transgener Mausmodelle zeigen wiederholt altersabhingig
sensomotorische Defizite, eine frithe Dysfunktion des enterischen Nervensystems sowie
kognitive Verinderungen, die einzelne Aspekte assoziierter humaner Erkrankungen
suffizient abbildeten (Masliah et al. 2000; van der Putten et al. 2000; Giasson et al. 2002;
Neumann et al. 2002; Fleming et al. 2004, Freichel et al. 2007; Kuo et al. 2010). Erfasst
wurden neben der motorischen Leistungsfihigkeit, die Spontanaktivitit, die Koordination,
Verinderungen des Gangbildes sowie das Ansprechen auf sensorische Stimuli. Beobachtet
wurden zudem das Nestbauverhalten und die Korperpflege. Auch kognitive Defizite sowie
Funktionsstorungen des enterischen Nervensystems wurden untersucht (Freichel et al. 2007;
Schallert und Fleming 2009). Im Allgemeinen bestand eine positive Korrelation zwischen
hohen SNCA-Expressionsleveln einerseits sowie der Schwere phinotypischer
Verinderungen andererseits. Die Expression der humanen Wildtyp-Variante reichte dabei
aus um phénotypische Verinderungen auszulosen. Es zeigte sich jedoch eine in Relation zum
mutierten SNCA-Gen (u. a. A53T, A30P, E46K) niedrigere Penetranz und damit
einhergehend spiter einsetzender Symptomatik (Masliah et al. 2000; van der Putten et al.
2000; Giasson et al. 2002; Neumann et al. 2002; Fleming et al. 2004; Freichel et al. 2007; Kuo
et al. 2010).

Tiere, die die humane .453T-Mutation unter der Kontrolle des SNCA-Promotots
exprimierten, zeigten ab einem Alter von drei Monaten gravierende Defizite des enterischen
Nervensystems in Form einer Beeintrichtigung der Motilitit sowie einer verlingerten
Passagedauer des Gastrointestinaltrakts. Ab einem Alter von zwdlf Monaten manifestierte
sich eine motorische Dysfunktion. Eine olfaktorische Dysfunktion wurde nicht beschrieben.
Die in Relation zu motorischen Defiziten sehr frih einsetzende gastrointestinale
Dysfunktion in Abwesenheit wesentlicher PK-resistenter, SNCA-positiver Ablagerungen im
Bereich der murinen ZNS-Gewebe wurde mit frihen Stadien der humanen PD assoziiert
(Kuo et al. 2010).

Tiere, die das humane SNCAwt unter der Kontrolle des SINCA-Promotors exprimierten,
zeigten im Rahmen der Untersuchung durch Gispert et al. 2003 keinerlei Defizite der

motorischen Funktion, des enterischen Nervensystems oder der olfaktorischen Funktion.

Die durch Giasson et al. 2002 tiefgreifend untersuchten Mause der Linie M§3 zeigten bis

einschlieflich zum siebten Lebensmonat keine pathologisch-assoziierten phanotypischen
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Verinderungen. Ab einem Alter von 8 — 16 Monaten entwickelten alle Tiere einen
dramatischen Phinotyp in Form einer schweren und komplexen Beeintrichtigung des
motorischen Systems, der zur Paralyse und schlussendlich zum vorzeitigen Tod der Tiere
fihrte. Die Tiere wurden daher innerhalb von 10—21Tagen nach klinischer

Primdrmanifestation geopfert, um das Leiden zu mindern.

Die Beobachtung der phinotypischen Verinderungen war nicht Hauptbestandteil dieser
Arbeit. Dennoch wird nachfolgend auf Beobachtungen eingegangen, die im Rahmen der
Aufzucht der Tiere bemerkt wurden 7. Tiere der Linie A53T zeigten ab einem Alter von etwa
18 Monaten ecine starke Hinterbeinataxie einhergehend mit einer Versteifung der
Extremititen, die sich bis zu einem Alter von 24 Monaten auch auf die Vorderbeine
ausbreitete. Bei Tieren der Linie SNCAwf waren phinoytpische Verinderungen bereits bei
jungeren Tieren zu beobachten. Eine Ataxie im Sinne von Hinterbeinparesen war erstmalig
bereits bei einem Tier im Alter von zwolf Monaten festzustellen. Daneben zeigten Tiere ab
einem Alter von zwolf Monaten starke Kratzverletzungen mit blutigen Stellen an Nasen,
Kopf sowie im Nackenbereich einhergehend mit starkem Fellverlust. Die in Relation zu den
Tieren der Linie A53T frither einsetzenden gravierenden phinotypischen Verinderungen
sind schlissig auf im Rahmen dieser Arbeit zu beobachtende histopathologischen

Verinderungen zuriickzufithren.
Mit dem Tier der Linie M&3 wurde ausschlieBlich postmortem gearbeitet.

Zur weiterfiihrenden Spezifizierung der Mausmodelle PAC-Tg-A453T sowie PAC-Tg-
SNCAwt sollte die Objektivierung potentieller behavioraler, lokomotorischer und kognitiver
Verinderungen phinotypischer Verinderungen sollte Gegenstand weiterfithrender

Untersuchungen sein.

4.6 SNCA-transgene Miuse — Ein realistisches Modell?

Die Aussagekraft SNCA-transgener Mausmodelle ist insofern limitiert, als dass bis dato nur
einzelne Aspekte assoziierter humaner Erkrankungen nicht aber das gesamte Spektrum u. a.
histopathologischer und phinotypischer Verinderungen in einem Modell vereint werden
konnte. Zudem konnte weder ein eindeutiger geradliniger Zusammenhang zwischen Neuro-
pathologie und Neurodegeneration noch der fiir die humane PD typische Verlust nigraler
dopaminerger Neurone reproduziert werden (Fernagut und Chesselet 2004; Beekes et al.
2014).

" Die Beobachtungen zur Klinik der Tiere wurden ausschlieBlich von Dr. rer. nat. Uwe Hahmann aufgezeichnet,
der mit der Aufzucht der Tiere betraut war.
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Um den Einfluss eines varianten genetischen Hintergrunds zu minimieren wurde im Wesent-
lichen eine spezifische Zuchtlinie (C75BL/6) eingesetzt. Dennoch zeigten transgene
Mauslinien mit hypothetisch genetisch identischem Hintergrund trotz Verwendung
einheitlicher Promotoren unterschiedliche SNCA-Expressionsmuster. Man geht heute von
einem Finfluss der Anzahl der eingebrachten Genkassetten, der in der Regel nicht spezifisch
gewihlten Integrationsstelle des Genlocus, der Expression benachbarter Gene (Gen-
Silencing, Gen-Enhancement) sowie epigenetischer und exogener Faktoren (z.B. Haltungs-
oder Fitterungsbedingungen) aus. Man ist sich daher weitestgehend einig, dass das
Zusammenspiel multipler genetisch, epigenetischer und exogener Einflisse unter
experimentellen Bedingungen nur schwer bzw. unmdoglich einheitlich zu reproduzieren ist
(Gispert et al. 2003; Fernagut und Chesselet 2004; Maskri et al. 2004; Duty und Jenner 2011).

Die Expression der humanen Wildtyp-Variante (SNCAw?) erscheint plausibel. Es konnte
gezeigt werde, dass die Uberexpression der humanen Wildtyp-Variante ausreicht um eine
fulminante Pathologie auszulésen. Andererseits wurde eine von Missense-Mutationen
(A53T) ausgehende erhohte Neigung Amyloid-Fibrillen auszubilden beschrieben. Die
Integration verschiedener Promotoren in das eingebrachte Genkonstrukt ist insbesondere
fir die regionale Verteilung der exprimierenden Zellen relevant. Zum Teil strebte die Wahl
des Promotors eine Transgenexpression in spezifischen Neuronenpopulationen an. Die
Mehrheit der genetisch modifizierten Mausmodelle (so auch die Steuerung der SNCA-
Expression tUber eine Upstream-Sequenz, die alle bekannten SINCA-Promotor-Elemente
abdeckt (PAC), als auch die Regulation mittels PrP) erméglichte die unspezifische Uber-
expression des humanen Proteins in nahezu allen Neuronenpopulationen des murinen ZNS-
Gewebes (Matsuoka et al. 2001; Rathke-Hartlieb et al. 2001; Maskri et al. 2004).

Viele der transgenen Mauslinien wurden primér mit dem Ziel entwickelt morphologisch
identifizierbare SNCA-Aggregate und bestenfalls LB zu reproduzieren. Folgt man der
Theorie, dass nicht kompakte LBs sondern vielmehr synaptische Ablagerungen die
entscheidende Rolle fiir Neurotoxizitit und in Folge -degeneration spielen, dann riickt der
Stellenwert der Reproduktion der LB als Qualititsmerkmal in den Hintergrund. Zudem
scheint moglicherweise die deutlich kurzere Lebensdauer der Miuse im Vergleich zum
Menschen eine entscheidende Rolle zu spielen. So weisen subpathologische Verinderungen
potentiell auf eine frihe Dysfunktion hin, die erst in spiteren Stadien eine charakteristische
Degeneration bedingt. Eine kiirzere Lebensdauer kénnte auch der Grund dafiir sein, dass
keine LB im engeren Sinne hervorgebracht werden konnte. Zelleigene
Kontrollmechanismen, deren Kapazitit erst nach einer lingeren Inkubationszeit erschopft,
bieten hypothetisch fiir mehrere Monate einen Schutz (Fernagut und Chesselet 2004;
Fleming et al. 2005; Kahle 2008; Jellinger 2009; Wakabayashi et al. 2013; Sekigawa et al. 2015)
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Das murine SINCA zeigt trotz hoher Expressionslevel keine endogene Aggregationstendenz
und wurde bisher nicht in SNCA-Aggregaten nachgewiesen. Eine Proteinaggregation im
murinen ZNS-Gewebe wird erst durch eine genetische Humanisierung ausgelost. Geht man
davon aus, dass es sich bei der Formation von LB um einen Schutzmechanismus handelt,
fehlt der murinen Zelle unter Umstinden die Kompetenz Mikroaggregate im Rahmen eines
Detoxifikationsprozesses in kompakt Formen zu tGberfithren (Fernagut und Chesselet 2004;
Buchman und Ninkina 2008). Es konnte zudem gezeigt werden, dass das murine Wildtyp-
SNCA der humanen 453T-Mutation weitestgehend entspricht. Moglicherweise hat die Maus
auch spezifische Protektionsmechanismen entwickelt, die der Formation von LB entgegen-
wirken (Rochet et al. 2000; Fernagut und Chesselet 2004; Cabin et al. 2015).

In vivo Lingsschnittstudien mithilfe SNCA-transgener Mausmodelle lassen Riickschliisse
auf die Pathogenese sowie den zeitlichen Verlauf der Krankheitsentstehung mit all ihren
Facetten zu. Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang Zeitpunkt,
Lokalisation und Manifestationsform der primiren, mutmalilich pathologisch-assoziierten
SNCA-Aggregation sowie der Einfluss der altersabhingig progressiv verlaufenden
Pathologie auf phinotypische Verinderungen. Interventionsméglichkeiten zu Lebzeiten
konnen Aussagen zu einer moglichen Reversibilitit mutmaBlich pathologischer Prozesse
sowie darauf basierende Therapieansitze offenlegen. Durch eine einheitliche Stallhaltung

kann der Einfluss exogener Faktoren minimiert werden.

4.7  Sprechen die Ergebnisse fiir eine Prion-dhnliche Ausbreitung der
SNCA-Pathologie?

In Zusammenhang mit der Expansion der SNCA-Pathologie wird ein Prion-dhnlicher
replikativer  zyklischer Zerfall fehlgefalteter Proteinkomplexe diskutiert, der den
Konformationswechsel der physiologischen Isoform induziert und letztlich die Formation
von fibrilliren SNCA-Aggregaten beschleunigt. In experimentellen Tierversuchen konnte
gezeigt werden, dass die intracerebrale Inokulation fehlgefalteter Proteine die Aggregation
des endogenen Proteins beglinstigen, beschleunigen oder sogar triggern kann.
Moglicherweise stellen diese Inokula damit einen initialen Fokus dar, von dem ausgehend
sich die SNCA-Pathologie zentrifugal auf benachbarte bzw. neuroanatomisch-verbundene

Areale ausbreitet.

Das Einbringen fehlgefalteter Proteine konnte allerdings weder ein fiir die humane PD bzw.
DLB typisches Ablagerungsmuster von SNCA-Aggregaten noch charakteristische phinoty-
pische Verinderungen reproduzieren. Es bestand eine Diskrepanz zwischen der effizienten
Transmission von SNCA-Aggregaten einerseits sowie der ineffizienten Transmission des

Vollbilds histopathologischer sowie phinotypischer Verinderungen andererseits. Eine
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interindividuelle Ubertragung der Erkrankung (z.B. durch Blut, Blutprodukte oder
kontagiose chirurgische Instrumente) im Sinne einer Infektiositit, wie sie fiir Prion-
Erkrankungen typisch ist, konnte nicht nachgewiesen werden (Irwin et al. 2013a; Beekes et
al. 2014).

Tiere der Linien A53T sowie SINCAwt zeigten im Rahmen dieser Arbeit eine sequentielle
Ausbreitung pathologischer Verinderungen auf murine ZNS-Strukturen, die vielmehr einer
voneinander unabhingigen Formation von SNCA-Aggregaten entspricht und letztlich in
einem zeitlich und rdumlich vorbestimmten uniformen Ablagerungsmuster resultiert. Die
Hypothese zur multifokalen Entstehung von SNCA-Aggregaten wird ebenso fiir mit SNCA-
Aggregation-assoziierte humane Erkrankungen diskutiert (Lee et al. 2011; Beekes et al. 2014).

Da insbesondere Tiere im Alter von 1—6 Monaten eine ausgeprigte topographische
Expansion der SNCA-Pathologie zeigen wire es sicherlich sinnvoll im Rahmen
weiterfiihrender Arbeiten kirzere Untersuchungsabstinde zu wihlen, um einen zeitlichen
Verlauf der Orte der Proteinaggregation sowie mogliche richtungsweisende Prozesse

detaillierter offenzulegen.

4.8 Ergebnisse im Kontext der Dual-hit-Hypothese

Die Beobachtung der primiren Manifestation PK-resistenter SNCA-Ablagerungen im
Bereich der Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius bereits in der Gruppe der jungen und
adoleszenten Miuse der Linien A53T sowie SNCAwt bekriftigt die Hypothese der
Inhalation eines unbekannten neurotropen Umweltpathogens, wie sie von Braak et al. 2002
postuliert wurde. Entsprechend der Dual-hit-Hypothese kime es nach Eintritt in den Korper
zu einer potentiellen Ausbreitung des Pathogens tber Projektionsneuronen der
Riechschleimhaut bis auf den Temporallapen. Olfaktorische Informationen werden tber
primire Sinneszellen der Riechschleimhaut aufgenommen, tber die Nervi olfactorii in die
Schidelhohle geleitet und in den Glomeruli olfactorii erstmalig umgeschaltet. Mitralzellaxone
verlassen den Bulbus olfactorius, vereinen sich im Tractus olfactorius, passieren den Nucleus
olfactorius anterior (der vermutlich den Informationsfluss zwischen den in die Verarbeitung
der Geruchsinformationen involvierten Strukturen reguliert) und terminieren letztlich in
verschiedenen kortikalen Arealen, wo sie die viszero-sensiblen Informationen hoéheren
Verarbeitungszentren zufthren. Der Bulbus olfactorius accessorius erhilt Afferenzen aus
dem vomeronasalen Organ (Betliner et al. 1996; Brunjes et al. 2005; Baum und Kelliher 2009;
Saiz-Sanchez et al. 2010). Zeitlich verzégert entwickelten den Glomeruli olfactorii des Bulbus
olfactorius nachgeschaltete Strukturen der Riechbahn (Nucleus olfactorius anterior, Taenia
tecta, Area piriformis, olfaktorischer Cortex) ebenfalls altersabhingig eine signifikante aber

vergleichsweise  schwicher ausgeprigte SNCA-Mikroaggregation. Das  Stratum
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glomerulosum des Bulbus olfactorius accessorius war nur in FEinzelfillen auf den
Schnittebenen abgebildet, zeigte aber eine mit den Glomeruli des Riechkolbens

Ubereinstimmendes Ablagerungsmuster einer fortgeschrittenen SNCA-Aggregation.

Tiere der Linie SNCAwt zeigten ab einem Alter von 10 — 15 Monaten vereinzelt PK-
resistente SNCA-Ablagerungen von schwacher bis mafiger Ausprigung in einem den vierten
Ventrikel umgebenden Areal der Medulla oblongata, das dem Nucleus dorsalis nervi vagi
zugeordnet wurde (eine zweifelsfreie Differenzierung vom Nucleus tractus solitarii war
aufgrund der engen anatomischen Beziehung nicht zweifelsfrei moglich). Der Nucleus
tractus solitarii erhidlt Geschmacksinformationen der Zunge via afferenter viszero-
sensorischer Fasern des Nervus facialis, Nervus glossopharyngeus und Nervus vagus, leitet
diese nach Umschaltung in ausgewahlten Thalamus-Arealen an den cerebralen Cortex weiter
und reguliert nach einer komplexen Weiterverarbeitung assoziierte Prozesse der
Nahrungsaufnahme  (Speichelfluss, Kaubewegungen, Schluckakt, Abwehr- und

Schutzreflexe).

Als einen zweiten Eintrittsweg des potentiellen Umweltpathogens in den Koérper nennt die
Dual-hit-Hypothese das Verschlucken nasalen Schleims, die Aufnahme iber die
Darmschleimhaut sowie die retrograde Ausbreitung in kaudorostraler Richtung tber das
enterische Nervensystem auf den Hirnstamm bis hin zum Prosencephalon. Braak et al. 2002
beschrieben tibereinstimmend erste charakteristische histopathologische Verinderungen auf
Hirnstammebene im Bereich der motorischen Hirnnervenkerne des Nervus vagus sowie
Nervus glossopharyngeus. Efferente Fasern der Hirnnerven IX. und X., die die Muskulatur
von Larynx, Pharynx sowie der oberen Speiserhre innervieren, entstammen neben dem
Nucleus dorsalis nervi vagi dem Nucleus ambiguus. Letzterer zeigte bei keinem der Tiere

erkennbare SNCA-Ablagerungen.

Auf Hirnstammebene zeigte der Nucleus spinalis nervi trigemini bei jungen und adoleszenten
Tieren der Linien A53T und SNCAwt regelmillig eine schwach bis miflig ausgeprigte
SNCA-Aggregation. Der somatosensible Hirnnervenkern empfingt Afferenzen der Nervi
trigeminus, facialis, glossopharyngeus und vagus, ist in die Reizverarbeitung von
Informationen mit irritativem Charakter (z.B. stechend, scharf, brennend oder kihlend)
involviert und reguliert vermutlich nachgeschaltete Prozesse wie z.B. Trinensekretion,
Speichelfluss oder die Auslésung des Niesreflexes (Shusterman 2009; Hummel und
Livermore 2002; Brand 2006). Sensorische Anteile des Nervus facialis gewihrleisten die
Innervation der Geschmacksknospen im Bereich der Zungenpapillen der vorderen 2/3 der
Zunge. Afferente Faser leiten sensiblen Informationen auch an den Nucleus tractus solitarii.
Die Rami pharyngei, linguales und tonsillares des Nervus glossopharyngeus versorgen den
Gaumen, den Rachen sowie das hintere Drittel der Zunge. Die Rami pharyngei sowie der

Nervus laryngeus des Nervus vagus versorgen Rachen und Kehlkopf. Der Lemniscus
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medialis leitet Informationen des Nervus trigeminus ausgehend von dessen Kerngebieten

zum Thalamus und von dort zum Cortex cerebti weitet.

Daneben zeigten Strukturen der Hippocampus-Region bereits bei jungen Tieren eine
charakteristische Farbung und hoben sich in jedem Alter deutlich durch eine fortgeschrittene
SNCA-Pathologie ab. Hippocampale Strukturen empfangen Afferenzen des
Rhinencephalons und sind als Teil des limbischen Systems vermutlich wesentlich an der

Geruchserinnerung beteiligt.

Entsprechend der Dual-hit-Hypothese wirde man erwarten, dass zwischen dem Auftreten
erster SNCA-Aggregate im Bereich des Bulbus oder relevanten Kernen auf Hirnstammebene
einerseits und direkt oder indirekt nachgeschalteten Strukturen andererseits eine gewisse
Latenzzeit zu beobachten wire, die einer Fortleitung des Pathogens entlang von Axonen
beteiligter Projektionsneurone gerecht werden wiirde. Eine vom Hirnstamm oder von primar
involvierten Strukturen der Riechbahn ausgehende zentrifugale Ausbreitung war nicht zu

beobachten.

Andererseits fallt auf, dass (entsprechend der Hypothese von Braak et al. 2002 zur méglichen
Aufnahme eines Umweltpathogens tber die Nahrungs- bzw. Riechschleimhaut)
insbesondere solche Strukturen zu den Orten der Primirmanifestation von SNCA-
Aggregaten zihlen, die an der Prozession von Geruchs- und Geschmacksinformationen

beteiligt sind.

(Neuroanatomische Referenzen wurden Kahle und Frotscher 2013 sowie Trepel 2017

entnommen.)

4.9  Diskussion der Ergebnisse hinsichtlich des nosologischen

Zusammenhangs von PD und DLB

PD-Patienten prisentieren initial vornehmlich motorische Defizite. Eine kognitive Beein-
trichtigung kommt typischerweise erst im Krankheitsverlauf hinzu. Ausgewihlte Studien
konnten aber zeigen, dass eine dementielle Symptomatik in ausgewihlten Fillen sechs Jahre
vor der Diagnosestellung nachzuweisen war, ohne dass die Kriterien einer Demenz im
engeren Sinne erfillt wurden. Wann eine kognitive Beeintrichtigung ausreicht, um im
Rahmen der PD von einer Demenz zu sprechen, wurde nicht genau festgelegt (Brown und
Tanner 2017; Darweesh et al. 2017; Lippa et al. 2017; Jellinger und Korczyn 2018). Die DLB
ist dagegen gekennzeichnet durch eine deutlich kiirzere Latenz bis zur Primarmanifestation
einer schweren Beeintrichtigung der kognitiven Funktion mit dementiellem Charakter. Im
weiteren Verlauf konnen visuelle Halluzinationen, kognitive Fluktuationen sowie ein in
Relation weniger ausgeprigter Parkinsonismus (der die Kriterien der PD engeren Sinne

haufig nicht erfillt sowie ein herabgesetztes Ansprechen auf Levodopa zeigt) hinzukommen
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(McKeith et al. 2005; Tsuobi und Dickson 2005; Goldman et al. 2008; Berg et al. 2014). In
fortgeschrittenen Krankheitsstadien sind keine signifikanten Unterschiede zwischen der
PDD und DLB mehr festzustellen. Neben den Kardinalsymptomen der PD (Rigor, Tremor,
Akinese) sind regelhaft eine autonome Dysfunktion, Schlafstérungen und Depressionen,
eine Beeintrichtigung des Riechvermogens und kognitive Defizite (kognitive Fluktuationen,
visuelle Halluzinationen, verhaltensbezogene Auffilligkeiten) sowohl fir die PD als auch fir
die DLB charakteristisch (Berg et al. 2014; Donaghy und McKeith 2014; Lippa et al. 2017;
Jellinger und Korczyn 2018). Die auf der Heterogenitit des klinischen Verlaufs basierende
Differenzierung zu Lebzeiten (1-Jahres-Regel) verliert an FEindeutigkeit und bereitet
insbesondere dann Schwierigkeiten, wenn Patienten mit initial einsetzender motorischer
Dysfunktion eine friih einsetzende Demenz zeigen oder andersherum bei primadr kognitiver
Beeintrichtigung frih einsetzende motorische PD-typische Kardinalsymptome zu
beobachten sind (T'suobi und Dickson 2005; Aarsland et al. 2009; Beach et al. 2009; Lippa et
al. 2017). Das Alter der Patienten mag eine entscheidende Rolle fir den klinischen Phinotyp
spielen. Jungere PD-Patienten prisentieren hdufig keine oder in Relation weniger stark
ausgeprigte kognitive Defizite. Altere Patienten zeigen dagegen hiufig dementielle Defizite
(PDD versus DLB) (Lippa et al. 2017).

Ebenso kommt es auf histologischer Ebene zu gravierenden Uberschneidungen, da PD-und
DLB-Patientin neben einer pridominanten SNCA-Aggregation regelmilig eine AD-
Pathologie in Form von beta-Amyloid Plaques und sog. Alzheimer Fibrillen einerseits sowie
charakteristische vaskulire Verinderungen andererseits in unterschiedlichem Ausmal3
zeigen. Die kortikale Pathologie im Rahmen der PDD beruht im Wesentlichen auf einer
SNCA-Aggregation mit einer nicht oder nur minimal ausgeprigten einhergehenden AD-
Pathologie. DLB-Patienten zeigen dagegen zu Lebzeiten eine in Relation schwach
ausgepriagte SNCA-Pathologie im Bereich des Isocortex sowie eine pridominante AD-
Pathologie. Sie werden zu Lebzeiten hiufig als AD-Patientin gefiihrt, da sie hdufig erst spit
oder garnicht die klinischen Merkmale der DLB entwickeln. Von den histopathologischen
Verinderungen scheint ein additiver/synergistischer Effekt auszugehen, der den Zeitpunkt
der Primirmanifestation sowie die klinische Ausprigung der Demenz beeinflusst und das
klinische Bild der PDD bzw. DLB mit der AD verschwimmen lasst (Jellinger 2007; Halliday
etal. 2011; Ince 2011; Colom-Cadena et al. 2013; Irwin et al. 2013b; Berg et al. 2014; Howlett
et al. 2015; Walker L et al. 2015; Colom-Cadena et al. 2017; Irwin et al. 2017; Spires-Jones et
al. 2017; Jellinger und Korczyn 2018).

Aus pathopyhsiologischer Ebene kommt es sowohl bei der PD bzw. PDD als auch bei der
DLB zu einer synaptischen Dysfunktion in Form einer Beeintrichtigung des axonalen

Transports sowie einer Neurotransmitterverarmung (Klein et al. 2010).
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Mithilfe bildgebender Verfahren (DaTScan, SPECT, PET, MIBG-Szintigraphie, MRT) ist
eine Diagnosestellung nicht méglich. Auf dem Grad der Amyloid-Ablagerungen, cholinergen
Defiziten, vaskuliren Schidden sowie moglichen Atrophiemustern  basierende

morphologische Unterschiede kénnen die Einordnung lediglich erleichtern (Johansen et al.
2010; Lippa et al. 2017; Jellinger und Korczyn 2018).

Fiir die PD und die DLB wurden Uberlappungen genetischer Merkmale untereinander sowie
mit der AD beschrieben. Die Signifikanz dieser Merkmale ist bis dato nicht ausreichend um
eine eindeutige Unterscheidung zu ermdglichen kénnte aber in Zukunft potentiell
herangezogen werden um eine Differenzierung mithilfe genetischer Tests zu ermdglichen
(Berg et al. 2014; Guella et al. 2016; Walton et al. 2016; Lippa et al. 2017; Vergouw et al.
2017; Weil et al. 2017; Jellinger und Korczyn 2018).

Gemeinsamkeiten der PD und PDD auf vielerlei Ebene fiihrten zu einer kontroversen
Debatte zum nosologischen Zusammenhang, die im Wesentlichen durch die folgenden

Interpretationsansitze gekennzeichnet ist:

Hypothetisch handelt es sich bei der PD und der DLLB um zwei distinkte Entitdten mit einer
jeweils spezifischen biologischen Grundlage, die auf genetischer, pathophysiologischer
morphologischer und klinischer Ebene einerseits untereinander sowie andererseits ebenfalls
mit der AD in einem bestimmten Mal3e iiberlappen. Geht man von einer Entitdt mit einer
einheitlichen zugrundeliegenden molekularen Pathogenese aus, dann muss eine
Determinante existieren die beeinflusst ob es im Rahmen einer mit SNCA-Aggregation
assoziierten neurodegenerativen Erkrankung primir zu einer kognitiven Beeintrichtigung
(DLB) oder einer extrapyramidal-motorischen Symptomatik (PD) kommt. In diesem

Zusammenhang musste die Prioritit auf der Identifikation dieses méglichen Faktors liegen.

Andererseits kénnen die PD, PDD und DLB voneinander abweichende Ausprigung einer
Entitit mit einer einheitlichen biologischen Grundlage darstellen. Sie reprisentieren
moglicherweise lediglich Punkte auf einem Kontinuum einer Entitit. Unterschiede sind
hypothetisch lediglich in der regionalen Verteilung sowie dem Grad der Ausprigung histo-
pathologischer Verinderungen (SNCA-Aggregation, Amyloid-Ablagerungen, vaskulire
Pathologie) einerseits sowie motorischer und nicht-motorischer Symptome andererseits
begriindet. Die DLB mit Parkinson-Symptomen wird zuweilen auch als Subtyp der PD ange-
sechen. Das regelmiBige Vorkommen einer AD-typischen Histopathologie fithrte auch zur
Klassifikation der DLB als L.B-Variante der AD. Basierend auf Uberschneidung und
Heterogenitit charakteristischer histopathologischer Verinderungen (SNCA-Aggregation,
beta-Amyloid Plaques, AD-typische Fibrillen, vaskulire Pathologien) einerseits sowie des
klinischen Symptomkomplexes andererseits wurden die PDD, DLB sowie AD auf einem
moglichen Spektrum lokalisiert. Auf einer Seite dieses Spektrums wiren demnach PD-

Patienten zu finden, die eine dementielle Symptomatik erst in fortgeschrittenen Stadien
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entwickeln und deren histopathologischer Befund durch eine pridominante SNCA-
Pathologie gekennzeichnet ist. Daneben wiren PD-Patientin zu finden, die kognitive
Defizite bereits in weniger fortgeschrittenen Stadien zeigen (jedoch mindestens ein Jahr nach
Erstmanifestation einer PD-typischen motorischen Kardinalsymptomatik) und deren
histopathologischer Befund neben einer wesentlichen SNCA-Aggregation einen geringen
Anteil AD-typischen Verdnderungen zeigt. In der Mitte des Spektrums wiren DLB-
Patienten zu lokalisieren, die neben einer dementiellen Symptomatik motorische Defizite
gleichzeitig oder im Verlauf entwickeln und deren histopathologischer Befund durch AD-
typische Verinderungen sowie SNCA-Ablagerungen in nahezu gleichem Umfang
gekennzeichnet ist. DLB-Patienten, die eine PD-typische Symptomatik erst in
fortgeschrittenen Stadien entwickeln sind neben AD-Patienten zu finden. Letztere bilden das
andere Extrem des Spektrums und sind auf histopathologischer Ebene durch den
pradominanten Nachweis von beta-Amyloid Ablagerungen sowie vaskuliren Verinderungen
gekennzeichnet. Einige als iLBD Kklassifizierte Fille zeigen eine Hirnstamm-dominante LB-
Pathologie, andere eine prominente Beteiligung kortikaler Strukturen. Dieser Beobachtung
entsprechend musste die iLBD sowohl in der Nihe der DLB als und in der Nihe der PD
lokalisiert werden. Sie bildet mdglicherweise priklinische Fille ab (Hansen et al. 1998;
Richard et al. 2002; Frigerio et al. 2011; Postuma et al. 2015; Boeve et al. 2016; Walton u. a.
2016; Lippa et al. 2017; Postuma und Berg 2017; Friedman 2018; Jellinger und Korczyn
2018).

Die Arbeitsgruppe um McKeith et al. 2000 schlug die parallele Anwendung zweier Klassifika-
tionssysteme vor: Die Differenzierung PD, PDD und DLB sei insbesondere fiir klinische
Interventionen, die Pflege der Patienten sowie im Rahmen ausgewihlter klinischer
Forschungsansitze von Bedeutung. Ferner erscheint der spezifische Terminus DLB sinnvoll,
wenn es darum geht in Fillen klinisch manifester Demenz anzuzeigen wie wahrscheinlich
die Entwicklung einer extrapryamidalmotorischen Symptomatik ist (DLB versus AD). Das
Modelle einer Krankheitsentitit (LB-Erkrankungen) ist zweckmillig um gemeinsame
zugrundeliegende Krankheitsprozesse (basierend auf der Fehlfaltung und moglicherweise
toxischen SNCA-Aggregation) weiterfiihrend zu klassifizieren. Der Uberbegriff 1.B-
Erkrankungen sollte insbesondere dann Verwendung finden, wenn es um die Abgrenzung

der PDD und DLB von der AD sowie anderen Demenzformen geht.

Tiere der Linien A53T sowie SNCAwr zeigen eine uber das murine ZNS-Gewebe weit
verbreitete altersabhingige, topographisch- und chronologisch vorbestimmte Expansion der
SNCA-Pathologie mit Betonung frontobasaler GrofB3hirnabschnitte, wie sie fiir die DLB
beschrieben wurde. Das Ablagerungsmuster zeigte zu keinem Zeitpunkt eine Kongruenz mit
dem Tier der Linie M&3. Letzteres zeigte vornehmlich eine fir die humane PD typische

SNCA-Aggregation im Bereich des Hirnstamms. Geht man davon aus, dass die genannten
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genetisch-modifizierten Tiere moglicherweise frihe Stadien assoziierter LB-Erkrankungen
abbilden, spricht eine Heterogenitit des Ablagerungsmusters am ehesten fiir spezifische
pathologische Prozesse und die Differenzierung zweier eigenstindiger Entititen (PD vs.
DLB). Die Annahme, dass es moglicherweise in fortgeschrittenem Alter zu einer
Uberlappung des Ablagerungsmusters kime bleibt offen und ist durch die deutlich kiirzere
Lebenszeit der Tiere limitiert. Eine erginzende Untersuchung der humanisierten Méduse auf
das Vorkommen von AD-typischen Verinderungen und/oder einer vaskuliren Pathologie

wire zur Vervollstindigung der Klassifikation sicher sinnvoll.

4.10 Aus dieser Arbeit abgeleitete Anregungen fiir weiterfithrende

Fragestellungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Auswahl peripherer Organe bei einzelnen Tieren der
Linien A53T und SNCAwt nach entsprechender Vorbereitung und tbereinstimmender
Methode mitgefarbt. Dabei zeigten sich wiederholt PK-resistente, SNCA-positive Ablage-
rungen im Bereich der renalen Glomeruli. Eine weiterfithrende Aufarbeitung peripherer

Organsysteme im Rahmen dieser Arbeit ist nicht erfolgt.

Zur weiterfithrenden Charakterisierung SNCA-transgener Mausmodelle sollten hinsichtlich
der Frage zur Atiologie der LB-Erkrankungen (insbesondere in Anlehnung an die Dual-hit-
Hypothese) neben dem Grof3- und Kleinhirn weitere zentral- sowie peripher-nervése
Strukturen (wie z.B. autonome Ganglien sowie postganglionire Nervenfasern), das
enterische Nervensystem sowie weitere periphere Organsysteme auf das Vorkommen einer
mit SNCA-Aggregation-assoziierten Pathologie hin untersucht werden. Neben
Rickschliissen auf mogliche exogene Risikofaktoren oder andere Ursachen der
Krankheitsentstehung konnten Ausbreitungsmuster im gesamten Organismus sowie
mogliche Eliminationsprozesse offengelegt werden, die das Krankheitsverstindnis
verbessern. Zudem konnten weiterfuhrende klinische Tests u. a. der motorischen
Leistungsfihigkeit, der Koordination, der Funktion des enterischen und olfaktorischen
Systems sowie der kognitiven Funktion mdégliche Unterschiede der SNCA-transgenen

Modelllinien offenlegen und so zur weiterfithrenden Charakterisierung beitragen.

Die Erweiterung des Spektrums der angewandten Methoden um u. a. die Elektronenmikros-
kopie konnte Rickschlisse auf die subzellulire Lokalisation der SNCA-Aggregate sowie den

von ihnen ausgehenden Einfluss auf die zellulidre Integritit ermoglichen.

Mithilfe der Western-Blot-Methode kénnte die Unterscheidung der physiologischen von der

pathologisch-assoziierten aggregierten Form erginzt werden.
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5  Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es wesentliche, kontrovers diskutierte Themenschwerpunkte
hinsichtlich der mit SNCA-Aggregation-assoziierten neurodegenerativen Multisystem-
erkrankungen Parkinson-Krankheit sowie Lewy-Korper-Demenz mithilfe genetisch
modifizierter, humanisierter Mausmodelle weiterfiihrend zu untersuchen. Das Grof3- und
Kleinhirn der SNCA-transgenen Mauslinien PAC-Tg-A453T und PAC-Tg-SNCAws wurde
im Alter von 1- 24 Monaten mithilfe der PET-blot-Methode sowie erginzenden
immunhistochemischen Firbungen auf das Vorkommen Proteinase-K-resistenter SNCA-

Ablagerungen hin untersucht.

Beschrieben wurden morphologische Ablagerungsformen der mutmallich pathologisch-
assoziierten ~ SNCA-Aggregate, neuroanatomische  Strukturen als  Orte  der
Primdrmanifestation sowie die altersabhingige Expansion auf das murine
Zentralnervensystem. Vergleichend hinzugezogen und mit einer entsprechenden Methodik
untersucht wurde einerseits ein elf Monate altes Tier der in der Literatur bereits umfangreich
beschriebenen SNCA-transgenen Mauslinie PrP-Tg-A53T(M§83) sowie andererseits das

Gewebe eines an der Lewy-Korper-Demenz erkrankten Patienten (als Positivkontrolle).

Hinsichtlich eines moglichen Ausbreitungsmechanismus von SNCA-Aggregaten wird ein
Prion-dhnliches Verhalten diskutiert. Ein im Rahmen dieser Arbeit beschriebenes eher
multifokales Entstehungsmuster ohne eindeutige Ausbreitungsrichtung spricht gegen eine

Zell-zu-Zell-Transmission entlang definierter neuroanatomischer Strukturen.

Der spezifische und sehr sensitive Nachweis bereits feinster SNCA-Mikroaggregate mithilfe
der PET-blot-Methode erfillte bei den Tieren der Linien PAC-Tg-A453T und PAC-Tg-
SNCAwt am ehesten die morphologischen Figenschaften einer synaptischen Pathologie, die
mit potentiell toxischen Effekten und konsekutiv synaptischer Degeneration in Verbindung
gebracht wird. Der Nachweis einer vermutlich zumindest initial rein synaptischen Pathologie
reichte aus um einen pathologischen Phinotyp zu bedingen, der in Teilen den fiir die humane
Parkinson-Krankheit sowie die humane Lewy-Koérper-Demenz beschriebenen motorischen

und kognitiven Defiziten entsprach.

In der Debatte zur Rolle von Lewy-Ko6rpern fiir Neurodegeneration und Neuroprotektion
rucken SNCA-Mikroaggregate als pathologisches Korrelat in den Vordergrund.
Demgegentiber ist der Nachweis von Lewy-Korpern méglicherweise zweitrangig, wenn auch
fir die histopathologische Diagnosestellung relevant. Lewy-Korper sind moglicherweise
sekundires Phinomen eines Detoxifikationsprozesses der eigentlich pathophysiologisch

relevanten SNCA-Mikroaggregation.

Die Tiere der Linien PAC-Tg-A53T und PAC-Tg-SNCAwt zeigten ein untereinander
hinsichtlich der topographischen Expansion sowie der Morphologie der SNCA-Aggregate
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tbereinstimmendes Ergebnis. Das Ausbreitungsmuster entsprach dabei am ehesten einer
kortikalen Pathologie, wie sie fiir die humane Lewy-Korper-Demenz beschrieben wurde (mit
einer weniger stark ausgepriagten Hirnstammbeteiligung). Die genetisch modifizierten Tiere
unterscheiden sich vermutlich lediglich hinsichtlich des Levels der SNCA-Uberexpression
und damit folglich in puncto des Zeitpunkts und der Schwere einer mutmalilich

pathologisch-assoziierten, PK-resistenten SNCA-Aggregation.

Demgegentiber zeigten die Tiere der Linie PrP-Tg-A53T(M83) eine Hirnstamm-betonte
Pathologie, die wesentliche Kriterien der humanen Parkinson-Krankheit erftllte.

Das bei der Untersuchung der humanisierten Mauslinien PAC-Tg-A453T und PAC-Tg-
SNCAwt zu beobachtende Ausbreitungsmuster der SNCA-Pathologie auf das murine ZNS-
Gewebe zeigt in Relation zur mitgefithrten Linie PrP-Tg-A53T(M§&3) zu jedem Zeitpunkt
gravierende Unterschiede hinsichtlich der Expansion sowie der Morphologie der SNCA-
Aggregation. Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass es sich bei der DLLB und der
PD um pathophysiologisch eigenstindige Entititen mit spezifischer Entstehungsperspektive

handelt und es lediglich auf vielerlei Ebene zu Uberschneidungen kommt.

Die Charakterisierung SNCA-transgener Mausmodelle, die mdglicherweise spezifische
Aspekte der PD und DLB abbilden, kénnte in Zukunft dabei helfen relevante humane
Erkrankungen besser zu verstehen sowie weiterfiihrend zu untersuchen, mogliche
diagnostische Mittel abzuleiten, eine valide und objektive Unterscheidung der Erkrankungen
zu ermoglichen und mdégliche diagnostische, therapeutische oder sogar kurative Ansitze zu

begriinden.
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