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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Parkinsonsyndrom

Das Parkinsonsyndrom umfasst eine grof3e Gruppe von Erkrankungen mit unterschiedlicher
Gewichtung einer gemeinsamen Leitsymptomatik und heterogener Atiologie. Die
Leitsymptomatik beinhaltet die vier Kardinalsymptome Bradykinese, muskulare
Rigiditat/Rigor, Ruhetremor von 4-6 Hz und posturale Instabilitat (Bloem et al. 1992, Fearnley
und Lees 1991). Durch den Begriff des Parkinsonsyndroms wird lediglich ein
syndromatischer Symptomkomplex beschrieben. Ferner gibt es eine Trennung beziiglich der
verschiedenen Atiologien. Man unterscheidet demnach das idiopathische Parkinsonsyndrom
(IPS), das familiar-genetisch bedingte Parkinsonsyndrom, die atypischen Parkinson-
syndrome [Multisystematrophie (MSA): vom Parkinson-Typ (MSA-P) oder vom cerebelléaren
Typ (MSA-C), Demenz vom Lewy-Koérper-Typ (DLK), progressive supranukleédre Blickparese
(PSP), kortikobasale Degeneration (CBD)] und das symptomatische (sekundare) Parkinson-
syndrom. Des Weiteren werden die neurodegenerativen Parkinsonsyndrome zuséatzlich nach
pathologischen Kriterien, entweder als Synucleinopathie (IPS, MSA, DLK) oder als
Tauopathie (PSP, CBD), bezeichnet.

Die aktuelle Definition des Parkinsonsyndroms fordert die Brady- oder Akinese und
mindestens eines der drei weiteren 0.g. Symptome in unterschiedlicher Auspragung
(Leitlinie idiopathisches Parkinsonsyndrom 2016). Fakultativ sind sensorische (Hyposmie,
Dysasthesien), vegetative (sexuelle Dysfunktionen, Blasen-und Darmstérungen, Temperatur-
regulationsstérungen), psychische (Schlafstérungen, Depressionen) und kognitive

Symptome (Bradyphrenie, Demenz) mdglich.

1.2 Das idiopathische Parkinsonsyndrom

Erstmalig wurde diese Erkrankung von dem Arzt James Parkinson im Jahre 1817
beschrieben und als ,Schittellahmung® (shaking palsy oder paralysis agitans) bezeichnet
(Parkinson 1817). Die ,Schittellahmung” beschreibt hierbei das klinische Bild einer
Bewegungsverarmung (Lahmung) mit zitternden Begleitbewegungen (Schitteln), welche den
Ruhetremor beschreiben.

Das IPS ist eine Erkrankung, welche die diagnostischen Kriterien des Parkinsonsyndroms
erfullt, ohne dass ein definiertes atypisches Parkinsonsyndrom oder eine symptomatische
Atiologie zugrunde liegen. Zuséatzlich gibt es weitere diagnostische Kriterien, welche auf ein
IPS schlieRen lassen. Dazu gehort der unilateral betonte Beginn z. B. einer oberen
Extremitdt mit meist persitierender Asymmetrie, gutes Ansprechen auf L-Dopa zu Beginn
und fur mehr als 5 Jahre sowie ein Krankheitsverlauf, der seit mehr als 10 Jahren andauert

und progressiv verlauft. Gegen das Vorliegen eines IPS sprechen konkurrierende Atiologien
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wie bspw. zerebrale Ischamien oder wiederholte Kopfverletzungen. Zusatzlich sprechen eine
Reihe von Symptomen gegen das Vorliegen eines IPS, bspw. eine symmetrisch bilaterale
Symptomatik, sehr frihe dementielle Verédnderungen, kein Ansprechen auf L-Dopa,
pathologische Reflexe (z. B. positiver Babinski) oder cerebellare Zeichen und viele mehr
(Hughes et al. 1992).

1.2.1 Klinische Symptomatik des idiopathischen Parkinsonsyndroms
1.2.11 Primare motorische Symptome

Die klassischen primaren Symptome des IPS sind motorischer Natur. Insgesamt kommt es
zu einer Verlangsamung von Bewegungsablaufen (Bradykinese) sowie einer Bewegungs-
armut bis hin zum voélligen Fehlen von Bewegung (Hypo- bis Akinese) (van Hilten et al.
1998). Dies aul3ert sich z. B. in einer Reduktion von spontanen Bewegungen, in einem leisen
und undeutlichen Sprechen (Hypophonie), in einem kleinschrittigen Gangbild oder der
Beeintrachtigung von schnellen repetitiven Bewegungen (Fingertippen, Handwendung,
FuRtapping). Hinzu kommt eine Zunahme des Muskeltonus (muskularer Rigor), die vom
Patienten als Steifigkeit bzw. Rigiditat empfunden wird und diagnostisch durch das
Zahnradphdnomen (rhythmische Unterbrechung beim passiven Durchbewegen der
Extremitaten) definiert ist. Klinisch zeigt sich dies bspw. in einem einseitig-betont
verminderten Armpendeln beim Gehen, welches ebenso durch die Bradykinese beeinflusst
wird. Einseitig betonter Ruhetremor mit 4-6 Hz (relativ langsames Zittern der oberen
Extremitat), der in Ruhe zunimmt und bei Bewegung abnimmt, ist weiterhin zu finden.

Ferner zeigt sich eine posturale Instabilitdt, bei der die Signale der Stellsensoren der
Skelettmuskulatur fehlen (Thews et al. 1999). Posturale Kontrolle bedeutet, dass der Mensch
unter dem Schwerkrafteinfluss und unter normalen Voraussetzungen eine aufrechte

Korperhaltung beibehalt.

1.2.1.2 Sekundére motorische Symptome

Daneben gibt es sekundare motorische Symptome. Hierzu gehért das ,Freezing“, welches
sich z. B. in einer Unfahigkeit aul3ert, das Gehen zu initiieren. Die Patienten fihlen sich, als
ob ihre FuRe am Boden haften wirden. Dieses Symptom wird nicht durch die Rigiditat oder
die Bradykinese erklart, wobei verschiedene Hirnareale an der Atiologie beteiligt scheinen
(Shine et al. 2011). Ein verandertes, kleiner werdendes Schriftbild, je langer der Patient
schreibt (Mikrographie), gehort ebenfalls zu den sekundaren Symptomen. Das Symptom
resultiert aus der Rigiditdt und der Unféahigkeit zu repetitiven Bewegungen. Daneben
entwickelt sich als Kombination aus Rigiditdt und Bradykinese eine Reduktion der Mimik
(Hypomimie, ,Maskengesicht’). Hinzukommen aber auch zu schnelle, ungewollte und

unkoordinierte Bewegungen, welche sich bspw. in verbalen Entau3erungen zeigen kdnnen.
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Dadurch konnen sich Patienten oftmals schwer artikulieren oder haben eine erhohte

Fallneigung.

1.2.1.3 Nicht-motorische Symptome

Interessanterweise kommt es, lange bevor die beschriebenen motorischen Symptomen in
Erscheinung treten, zum Auftreten nicht-motorischer Frihsymptome, bspw. vegetativen
Beschwerden wie einer Gastroparese (Vollegefiihl), Obstipation, einer orthostatischen
Dysregulation (Blutdruckabfall beim Aufstehen), erektile Dysfunktion oder einer
Hyperhydrosis (Lingor et al. 2011, Chaudhuri und Schapira 2009). Nicht selten ist eine
frihzeitige sensorische Beeintrachtigung des Nervus/Bulbus olfaktorius, die eine Stoérung
des Riechens verursacht (Herting et al. 2008). Frihsymptome sind auf3erdem muskularer
Natur und kdnnen ein schmerzhafter Muskelhartspann im Schultergirtel sein, der haufig als
rheumatisch-bedingt fehldiagnostiziert wird, obwohl ein beginnender Rigor ursachlich ist.
Depressive Episoden aufgrund einer psychischen Mitbeteiligung gehdren zu oft
fehlgedeuteten Friihsymptomen, wohingegen dementielle Verdnderungen erst in spaten
Erkrankungsstadien auftreten, welche mit der Ausbreitung der Synucleinopathie auf den
Kortex korrelieren (s. 1.2.4.2). Des Weiteren treten Beeintrachtigungen des Schlafens
sowohl in der REM- als auch in der Nicht-REM-Schlafphase auf. Es finden sich inshesondere
lebhafte Traume bis Alptraume, haufiges Erwachen und eine nachtliche Unruhe (Kim CS et
al. 2016). Nicht-motorische Symptome treten demzufolge in allen Stadien der Erkrankung auf
und betreffen vier verschiedene Bereiche: den neuropsychiatrischen Bereich, z.B.
auftretende Depressionen, die Sensorik, insbesondere das Riechen, das Vegetativum und
das Schlafverhalten (Lim und Lang 2010). Diese Symptome mussen grundsatzlich von den
Nebenwirkungen der medikamentdsen Therapie, wie Halluzinationen, Tagesmudigkeit,

Nausea, Diarrhoen u. a. abgegrenzt werden.

1.2.2 Epidemiologie des idipoathischen Parkinsonsyndroms

Das IPS ist mit einem Anteil von 75 % das am haufigsten vorkommende Parkinsonsyndrom
und die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer. Die
Inzidenzrate in Deutschland wird mit ca. 20 auf 100000 Personen angegeben (Thumler
2006), und das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 55 Jahren (Strickland und Bertoni 2004).
Der Anteil der Parkinsonerkrankten an der deutschen Gesamtbevdlkerung steigt mit
zunehmendem Alter von 1,4 % bei 55-Jahrigen, auf 2 % bei 60-Jahrigen und 3,4 % bei 75-
Jahrigen (Thumler 2006). 2005 kam es laut einer Studie zu ca. 110000 Parkinsonfallen in
Deutschland (Dorsey et al. 2007). Derzeit liegt die Pravalenz in Deutschland schatzungs-

weise bei 219579 Parkinsonpatienten (Leitlinie idiopathisches Parkinsonsyndrom 2016).
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1.2.3 Risikofaktoren und Protektion

1.2.3.1 Alter und Geschlecht

Das Alter stellt den gréfdten Risikofaktor fir die Entstehung eines IPS dar. Die Inzidenzrate
nimmt laut einer modifizierten Kaplan-Meier-Analyse bei Mannern ab dem 60. Lebensjahr
stark zu, erreicht ihren Hohepunkt zwischen einem Alter von 85-89 Jahren und fallt mit 90
Jahren wieder ab (Driver et al. 2009). Das mediane Erkrankungsalter lag bei 73 Jahren. Da
die durchschnittliche Lebenserwartung zunehmend ansteigt, wird angenommen, dass sich
die Anzahl der Parkinsonpatienten von 2005 bis 2030 verdoppeln wird (Dorsey et al. 2007).
Dieser Tatsache zur Folge werden verschiedene altersabhangige Pathomechanismen des
IPS diskutiert. Bspw. kommt es zu einer Hochregulation des toxischen Proteins a-Synuclein
(a-Syn, s. 1.4.4) mit zunehmendem Alter (Chu und Kordower 2007), einer Abnahme der
Proteasomen-Aktivitat (Zeng et al. 2005) und einer verminderten Autophagie (Cuervo et al.
2005) sowie einer Zunahme des oxidativen Stresses im alternden Gehirn (Andersen 2004).
Des Weiteren konnten Wooten et al. 2004 in einer Metaanalyse (7 Studien aus Europa,
China und USA) ein etwa 1,5-fach htéheres IPS-Erkrankungsrisiko fir Manner gegeniber
Frauen zeigen. Weitere Studien belegten diesen Zusammenhang mit einer Manner-Frauen-
Ratio zwischen 1,1 und 2,3 (Van Den Eeden et al. 2003). Ursachlich hierflr kénnten eine
erhdhte Toxinexposition, vermehrte Kopfverletzungen oder der fehlende neuroprotektive

Aspekt des Ostrogens sein.

1.2.3.2 Toxine und Umweltfaktoren

Eine toxische Genese des Parkinsonsyndroms wurde bewiesen, nachdem Drogenabhéngige
durch das Injizieren verunreinigter Meperidin-Analoga (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetra-
hydro-Pyridin = MPTP) ein sekundares Parkinsonsyndrom entwickelten (Langston et al.
1983). MPTP wird in Gliazellen zu dem L-Methyl-Phenyl-Pyridinium-lon (MPP+) oxidiert und
Uber den Dopamintransporter selektiv in dopaminerge Neurone aufgenommen (Javitch et al.
1985, Markey et al. 1984), wo es den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette hemmt
und die Aktivitdt der mitochondrialen NADH-Dehydrogenase mindert (Ramsay et al. 1986,
Nicklas et al. 1985).

Auch Pestizide/Insektizide, wie bspw. Rotenon, in Obst und Gemiuise kénnen ein Parkinson-
syndrom hervorrufen (Pan-Montojo et al. 2012). Im Maus-Modell wurde gezeigt, dass durch
Rotenon im Magen-Darmtrakt die Aggregation von a-Syn in Nervenzellen induziert und tber
den Nervus vagus bis ins Gehirn Ubertragen werden kann. Dabei zerstort im Zellkdrper
angereichertes a-Syn das Neuron (Pan-Montojo et al. 2012). In Frankreich wird das
Parkinsonsyndrom seit 2012 als Berufskrankheit in der Landwirtschaft anerkannt, wenn

Landwirte nachweislich mindestens 10 Jahre mit Pestiziden gearbeitet haben.
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Auch kobnnen Metalle, wie Mangan, ein Parkinsonsyndrom (Manganismus) ausldsen,
welches allerdings vorwiegend den Globus pallidus und nicht die Substantia nigra betrifft
(Carmona et al. 2010). Des Weiteren gibt es beim IPS Hinweise auf eine gestorte
Homdoostase von Eisen und Kupfer (Morawski et al. 2005). Es konnte bspw. gezeigt werden,
dass diese Metalle zu einer vermehrten Fibrillisation von a-Syn fihren (Uversky et al. 2001)
und so pathogenetisch an der Ausbildung eines Parkinsonsyndroms beteiligt sein kdnnen
(Carboni und Lingor 2015).

Obwohl Ldsungsmittel als potentielle Risikofaktoren fiir ein Parkinsonsyndrom schon lange
diskutiert werden und an vielen Arbeitsplatzen vorkommen, haben diese nicht die
Aufmerksamkeit erlangt wie Pestizide oder Metalle (Caudle et al. 2012). In einer
amerikanischen Zwillingsstudie mit 99 Zwillingspaaren standen Trichlorethen, Tetrachlor-
ethen und Tetrachlormethan (Carbontetrachlorid) im Verdacht ein Parkinsonsyndrom
auszulésen (Goldman et al. 2012), wobei bedacht werden muss, dass diese Studie nur eine
geringe Anzahl an Probanden aufwies. Epidemiologische Studien zeigten eine erhdhte
Inzidenzrate eines IPS insbesondere bei Frauen, welche eine erhdhte, bspw. beruflich-
bedingte Exposition zu polychlorierten Biphenylen hatten (Steenland et al. 2006).
Geographische Gegebenheiten und die ethnische Herkunft spielen bei der Haufigkeit eines
IPS ebenfalls eine Rolle. Das IPS héauft sich besonders im mittleren Westen und den
norddstlichen Regionen der USA. Dabei haben Weil3e eine nahezu doppelte Pravalenz im
Vergleich zu Nicht-Weil3en oder Asiaten (Wright Willis et al. 2010)

1.2.3.3 Das sekundare Parkinsonsyndrom

Bei den sekundéaren Formen des Parkinsonsyndroms finden sich im Gegensatz zum IPS
ursachliche Schadigungen, die strukturelle Lasionen des zentralen Nervensystems nach sich
ziehen kénnen. Sichere epidemiologische Daten liegen nicht vor. Am haufigsten scheinen
vaskulare, toxische und medikamentds-induzierte Parkinsonsyndrome (Parkinsonoid bei
Neuroleptika) zu sein. Ein Unterscheidungsmerkmal zwischen sekundaren und IPS kann ein
akutes Auftreten von typischen primdr motorischen Symptomen, welche zudem bilateral
auftreten und nicht oder nur kaum auf L-Dopa ansprechen, sein. Auf3erdem kdnnen nicht-
motorische Symptome fehlen und es treten dafiir andere neurologische Beschwerden auf,
welche nicht der typischen Symptomtrias angehodren (Klebe 2014). Hierbei handelt es sich
aber nur um Hilfen zur Diagnosefindung, die nicht immer zutreffen, da die Ubergange
schleichend und nicht stets klar voneinander zu trennen sind. Apparative Diagnostik, bspw.
mittels Dopamintransporter-SPECT (single photon emission computed tomography), kann
bei der Differenzierung helfen (Pirker und Briicke 2004).

Beim vaskularen Parkinsonsyndrom werden rasch einsetzende Symptome durch akute

lakunare oder territoriale Infarkte in den Basalganglien von langsam progredienten
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Beschwerden aufgrund einer schleichenden, diffusen mikroangiopathischen Marklager-
schadigung in Grenzzonengebieten der weissen Substanz und/oder der Baslaganglien
unterschieden (Thompson und Marsden 1987). Die Verbindung zwischen zerebralen
vaskuldren Lasionen und dem Erscheinungsbild eines Parkinsonsyndroms wurde bereits
1929 beschrieben (Critchley 1929).

Daneben gibt es viele andere sekundar induzierte Parkinsonsyndrome, wie z.B.
mechanische/posttraumatische (Boxer-Encephalopathie), inflammatorische (Encephalitis
lethargica, HIV-Encephalopathie), durch Gehirntumore bedingte und auch metabolisch-
assoziierte (Morbus Wilson) Parkinsonsyndrome.

1.2.3.4 Potentiell protektive Faktoren

Harnsaure als Endprodukt des Purinstoffwechsels und natirlich vorkommendes Antioxidans
reduziert oxidativen Stress. Hohe Serum-Konzentrationen schitzen vor der Ausbildung einer
neurodegenerativen Erkrankung — insbesondere eines IPS bei Mannern — und/oder
reduzieren dessen Progression (Shen und Ji 2013, Kutzing und Firestein 2008, Schlesinger
und Schlesinger 2008, Schwarzschild et al. 2008).

Auch ein erhohter Cholesterinspiegel senkt die Wahrscheinlichkeit an einem IPS zu
erkranken (Huang et al. 2008, Simon et al. 2007, de Lau et al. 2006).

AuBerdem konnte uberproportional haufig ein Vitamin-D-Mangel bei Parkinsonpatienten
ermittelt werden, sodass normale Vitamin-D-Serumspiegel als protektiv anzusehen sind (Lv
et al. 2014, van den Bos et al. 2013, Zhao et al. 2013).

AulRRerdem wurde eine um 15 % reduzierte Inzidenzrate eines IPS unter der Gabe von
nichtsteroidalen Antirheumatika (ausgenommen Acetylsalicylsdure) beobachtet (Gagne und
Power 2010).

Rauchen senkt laut einer Meta-Analyse das relative Risiko einer IPS-Erkrankung. Im
Vergleich zu Nicht-Rauchern zeigten Langzeit-Raucher ein relatives Risiko von 0,59,
ehemalige Raucher ein relatives Risiko von 0,80 sowie gegenwartige Raucher ein Risiko von
0,39. Kaffee trinken hatte dabei einen vergleichbaren Effekt mit einem relativen Risiko von
0,69 im Vergleich zu Nicht-Kaffee-Trinkern (Hernan et al. 2002).

Neuere Studien belegen zudem, dass es einen Zusammenhang zwischen dem
Erkrankungsrisiko und dem Einfluss von korperlicher Aktivitat zu geben scheint. Der Studie
zufolge sei das Erkrankungsrisiko schon bei sechs Stunden moderater Bewegung pro
Woche um bis zu 45 % gesenkt worden (Yang et al. 2015, Xu Q et al. 2010).
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1.2.4 Pathophysiologie und Histopathologie

1.24.1 Histopathologie: Lewy-Kdrperchen und Lewy-Neuriten

Fur das IPS charakteristisch und histopathologisches Korrelat sind intraneuronale,
zytoplasmatische eosinophile Einschlusskérperchen, die sogenannten Lewy-Korperchen
(LK) (Spillantini et al. 1998 und 1997). Hauptbestandteil ist a-Syn, welches zwar in allen
neuronalen Zellen vorkommt, jedoch allein aufgrund des kausalen Zusammenhanges
mutanter Formen dieses Proteins mit der Ausbildung eines IPS in den dopaminergen
Neuronen eine besondere Bedeutung hat. Entdeckt wurden diese Einschlusskorperchen
durch F. H. Lewy im Jahre 1912 zunachst auf3erhalb der Substantia nigra pars compacta
(SNpc) im dorsalen Vagus-Kern, Globus pallidus, Nucleus lateralis und Nucleus
periventrikularis des Thalamus sowie im Nucleus basalis Meynert von Parkinsonkranken
(Lewy 1912). Tretiakoff beschrieb die Einschlusskdrperchen erstmalig in der SNpc und
benannte sie 1919 nach ihrem Entdecker als ,corps de Lewy“ (Tretiakoff 1919).
Interessanterweise wurden die LK nicht nur im Zellkérper (wie oben beschrieben), sondern
auch in dystrophen Neuriten gefunden und als Lewy-Neuriten bezeichnet (Galvin et al.
1999). Die Lewy-Neuriten kommen sowohl spindel- als auch fadenférmig in Axonen oder
Dendriten vor (Braak et al. 1994).

Histologisch besitzen LK einen dichten eosinophilen Kern und einen blassen Halo. Sie
bestehen neben a-Syn aus Ubiquitin, Neurofilamenten und anderen Proteinablagerungen.
Elektronenmikroskopisch zeigen sich in LK (und Lewy-Neuriten, s.u.) unverzweigte a-Syn-
Filamente, mit einer Lange von 200-600 nm und einer Breite von 5-10 nm (Spillantini et al.
1998). Der Innenteil der Filamente ist Giber 70 Aminosauren lang und Uberragt die repetitive
Region von a-Syn. Die Filamente besitzen — wie andere Amyloide auch — eine [3-
Faltblattstruktur (Serpell et al. 2000). Man unterscheidet zwei Formen von LK: den
Hirnstamm-Typ und den corticalen Typ. Das Hirnstamm-LK hat ein azidophiles Kernstuick
und einen blass gefarbten Halo, welcher gegeniber a-Syn stark immunreaktiv ist. Das
corticale LK ist weniger gut beschrieben. Ihm fehlt dieser sogenannte Halo (Goedert et al.
2013).

Histopathologische Korrelate des IPS sind demnach insbesondere der Zellverlust in der
SNpc sowie die LK und die Lewy-Neuriten (Braak et al. 2003).

Man findet diese Einschlusskorperchen ebenfalls bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z. B. einer Form des Morbus Alzheimers mit LK-Variante (Lang und
Lozano 1998, Lowe et al. 1990) oder der LK-Demenz, einer Form der primaren Demenzen,
zu denen auch der Morbus Alzheimer und die vaskuldre Demenz zdhlen. Bei der LK-

Demenz finden sich die LK diffus in corticalen und subcorticalen Hirnarealen.
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1.24.2 Modell der pathologischen Ausbreitung: Braak-Stadien

Das topographisch-anatomische Vorkommen der LK beim IPS wurde anhand von Autopsie-
gehirnen néher untersucht und spater aufgrund der Ergebnisse in Stadien eingeteilt (Braak
und Del Tredici 2009). Dabei wurde von Braak die Dichte der LK bestimmt. Es handelt sich
um eine sehr sorgféltige Korrelation von Autopsiebefunden mit klinischen Schweregraden
der Erkrankung. Demnach gibt es bei der Ausbreitung der Lewy-Pathologie (LK und Lewy-
Neuriten) ein topographisch ,aufsteigendes“ Fortschreiten vom Hirnstamm bis zum
Neokortex. Die Braak-Stadien wurden als dynamischer, d. h. sich ausbreitender kontinuier-
licher Prozess beim Menschen bislang nicht bewiesen. Dennoch beschreibt Braak insgesamt
6 Stadien basierend auf der Autopsie von gesunden (asymptomatischen) humanen Gehirnen
und erkrankten IPS-Gehirnen. Stadium 1 und 2 sind Befunde von Gehirnen, bei denen noch
keine klinische Erkrankung vorlag. Im Stadium 1 findet man meist die ersten a-Syn-positiven
Strukturen im Bulbus olfactorius und/oder im dorsalen Nucleus glossopharyngeus sowie
Nervus vagus (Medulla oblongata, Hirnstamm), was einen initialen Riechverlust und
gastrointestinale Symptome als sogenannte Frihsymptomatik erklaren konnte. Das Stadium
2 beinhaltet ein Fortschreiten der Ausbreitung der LK-Pathologie von der Medulla oblongata
bis zum pontinen Tegmentum. Die Dichte der LK nimmt demnach im vorangestellten Teil
jeweils zu. Im dritten Stadium liegen zusatzlich zu den genannten betroffenen Arealen die
pathognomonischen Veradnderungen in der Substantia nigra (Mittelhirn) sowie Amygdala vor.
In diesem Stadium beginnen die typischen motorischen Symptome des IPS. Von dort kommt
es zur Ausbreitung im Prosenzepahlon, temporalen Mesokortex und Allokortex (Stadium 4).
Erst im Stadium 5 kommt es zur Beteiligung des Neokortex im Bereich des sensorischen
Assoziationskortex und im prafrontalen Kortexbereich sowie schlussendlich im sechsten
Stadium im primaren sensorischen und motorischen Bereich, welches die spat auftretenden
kognitiven Symptome erkléaren kénnte (Goedert et al. 2013, Braak und Del Tredici 2009).

Es wird deutlich, dass neben den (dopaminergen) Neuronen der Substantia nigra zusatzlich
viele andere nicht-dopaminerge Hirnareale betroffen sind, zu denen unter anderem der
Locus coeruleus (noradrenerg) oder der Nucleus raphe dorsalis (serotonerg) gehort. Ein
weiteres bereits beschriebenes Hirnareal ist der dorsale motorische Vaguskern (cholinerg).
Ferner kann es zu einem Verlust von Neuronen im Nucleus basalis Meynert (cholinerg)
kommen und zu den besagten kognitiv-dementiellen Symptomen fuhren. Im terminalen
Abschnitt der Pathogenese sind grof3e Teile des gesamten ZNS inkl. des Neokortex

betroffen, was sich bspw. auch in dementiellen Symptomen auf3ert.



Einleitung

b Presymptomatic Symptomatic € Presymptomatic Symptomatic @ Presymptomatic Symptomatic
phase phase phase phase phase phase
f iy | ’ ( [ ] Neocortex
Sec. + prim.
Neocortex
association

| Mesocortex

o
=3
=
w
o
=
><

R e m s

Abb. 1.1 Schematische Lokalisation der a-Syn-Einschlusskdérperchen im Gehirn eingeteilt in 6 Stadien. Eine
Progression zwischen den Gruppen bedeutet ein Hinzukommen eines anderen Hirnareals bei gleichzeitiger Zunahme in
dem vorangestellten Teil. (a) Die schwarzen Pfeile zeigen die scheinbar gerichtete, aufsteigende Ausbreitung der
Pathologie von caudal nach cranial innerhalb des Gehirns in Abhéngigkeit vom Krankheitsstadium. Die Intensitat der
Rotfarbung korreliert mit der Progression/dem Schweregrad der Pathologie/Dichte der LK. (b) Stadium 1: L&sionen treten im
Bulbus olfactorius, dem anterioren Nucleus olfactorius und dem dorsalen, motorischen Vaguskern und den
glossopharyngealen Nerven des Hirnstammes auf. Stadium 2: L&sionen im pontinen Tegmentum (Locus coeruleus,
magnozelluldre Kerne der Formatio reticularis und Raphekerne). (c) Stadium 3 und 4: die Lasionen erreichen den Nucleus
pedunculopontinus, den cholinergen Nucleus magnocellulares, die pars compacta der Substantia nigra (Stadium 3), den
Hypothalamus, Teile des Thalamus und die erste kortikale Region, den anteromedialen temporalen Mesokortex (Stadium
4). Erste typische motorische Symptome treten im Stadium 3 und 4 auf. (d) Stadium 5 und 6: die Lasionen erreichen den
Neokortex und Assoziationsareale hoherer Ordnung (Stadium 5), gefolgt von Assoziationsarealen erster Ordnung und
primaren sensorischen und motorischen Bereichen (Stadium 6) (Goedert et al. 2013, doi: 10.1038/nrneurol.2012.242).

1.2.4.3 Axonale Degeneration

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass der Verlust der striatalen axonalen Innervation
(nigrostriatale Projektion) einen viel entscheidenderen Einfluss auf die Auspragung der
motorischen Symptomatik hat als der neuronale Zellverlust in der SNpc (Burke und O’Malley
2013). Hierunter wird vornehmlich die neuritische Degeneration der dopaminergen Neurone
der Substantia nigra verstanden. Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch, dass die Anzahl
der Lewy-Neuriten in Gehirnen von IPS-Patienten in frihen Stadien die Zahl der LK bei
weitem (Ubersteigt (Braak et al. 2003). Des Weiteren fand sich in drei unabhangigen
morphologischen Studien lediglich ein 30 %iger neuronaler Verlust in der Substantia nigra,
demgegeniber ein knapp 70%iger Verlust von striatalen Axonen beim Auftreten der ersten
motorischen Symptome steht (Cheng et al.2010).

Es gibt mehrere unterschiedliche Arten der axonalen Degeneration bei neuronalen
Verletzungen oder Erkrankungen (Luo und O’Leary 2005, Raff et al. 2002). Die am besten
untersuchte Form der axonalen Degeneration ist die sogenannte Wallersche Degeneration
und betrifft den distal der Lasion gelegenen Teil des Axons nach einer Lasion. Dieser
Degenerationsprozess entspricht einem aktiven, molekularbiologisch gesteuerten Ablauf, bei
dem morphologisch zuerst zytoskelettale Bestandteile zerfallen, es dann zu einem

Anschwellen der Mitochondrien kommt, gefolgt von einer axonalen Fragmentation, meist in
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anterograder Richtung (Coleman und Freeman 2010). Die axonale Degeneration, wie sie bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie dem IPS oder anderen Neuropathien vorkommt,
verlauft haufig retrograd von den distalen Axonterminalen bis zum Zellkorper (Luo und
O’Leary 2005, Raff et al. 2002). Im letzten Stadium &hnelt diese Art morphologisch der
axonalen Fragmentation der Wallerschen Degeneration, wobei die genauen molekularen
Hintergriinde noch unklar sind.

Axonale Degeneration findet sich auch bei der LK-Demenz (s. 1.2.4.1), bei der es sich um
ein atypisches Parkinsonsyndrom mit hypokinetisch-rigider Symptomatik zusammen mit
einer frih beginnenden Demenz und neuropsychiatrischen Auffalligkeiten handelt. In
Gehirnen von Patienten, die an der LK-Demenz litten, fand man die hochste Menge an
aggregiertem a-Syn im Neuropil bzw. in den prasynaptischen terminalen Nervenendigungen
(Kramer und Schulz-Schaeffer 2007). Dies unterstreicht die besondere Vulnerabilitat von
Neuriten fir die LK-Pathologie. Daraus erwéachst die Annahme, dass die Pathogenese des
IPS in den préasynaptischen Nervenendigungen und distal gelegenen Axonen beginnt und
von hier aus retrograd zum Soma der Nervenzellen wandert (Burke und O’'Malley 2013,
Orimo et al. 2008).

1.2.5 Genetische Pathophysiologie: Mutationen und Phéanotypen

Bei ca. 5 % der Patienten mit einem ,klassischen® Parkinsonsyndrom, das klinisch als IPS zu
klassifizieren ist, findet sich ursdchlich ein monogenetisch vererbtes familidres
Parkinsonsyndrom, welches, trotz mdglicher zusétzlicher atypischer Symptome (friherer
Erkrankungsbeginn etc.), klinisch und histopathologisch kaum von einem IPS zu
unterscheiden ist. Daher kann die ndhere Untersuchung des &tiogenetisch klar definierten
und somit einfacher zu untersuchenden familidaren Parkinsonsyndroms méglicherweise auch
wertvolle Erkenntnisse zum besseren Verstandnis der Pathogenese des IPS im Allgemeinen
liefern.

Das familidre Parkinsonsyndrom wird monogen vererbt und es konnten bereits 18 Genorte
(bezeichnet als PARK 1-18) identifiziert werden, von denen 15 Genprodukte bekannt sind
(Spatola und Wider 2014).

Zu den autosomal dominant vererbten Formen z&hlen unter anderem PARK 1 und PARK 4,
die sich beide auf das Gen SNCA mit dem Genprodukt a-Syn beziehen (Singleton et al.
2003, Polymeropoulos et al. 1997). Mittlerweile wurden 5 Mutationen im SNCA-Gen
identifiziert, die allesamt Punktmutationen mit jeweilig resultierendem Austausch einer
Aminoséaure sind: Alanin-30 zu Prolin (A30P), Glutaminsaure-46 zu Lysin (E46K), Histidin-50
zu Glutamin (H50Q), Glycin-51 zu Asparaginsaure (G51D) und Alanin-53 zu Threonin (A53T)
(Appel-Cresswell et al. 2013, Lesage et al. 2013, Zarranz et al. 2004, Kriger et al.1998;

Polymeropoulos et al. 1997). Zudem wurden Duplikationen und Triplikationen des SNCA-
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Wildtyp-Gens beschrieben, die zur Ausbildung eines autosomal dominant vererbten
familiaren Parkinsonsyndroms fuhren (Singleton et al. 2003). So spielen nicht nur defekte
Formen von a-Syn, sondern auch hohe Dosen im Sinne eines Gen-Dosis-Effekts eine Rolle.
Unterstitzt wird diese These durch die Beobachtung, dass Polymorphismen in der Promotor-
Region des SNCA-Gens mit resultierender gesteigerter Transkription ebenfalls einen
Risikofaktor darstellen, an einem IPS zu erkranken (Tan et al. 2003).

Eine weitere autosomal dominant vererbte Form (PARK 5) weist eine Mutation im UCHL 1-
Gen (Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase L1) auf. Der Aminosaurenaustausch von
Isoleucin-93 zu Methionin reduziert die enzymatische Aktivitdt des fur die Ubiquitin-
vermittelte Proteindegradation bendtigten Proteins Ubiquitin-Hydrolase und fihrt dadurch zu
einer Stérung im Ubiquitin-Proteasomensystem und einem L-Dopa-sensitiven Parkinson-
syndrom (Leroy et al. 1998).

Mutationen in beiden genannten Genen (SNCA und UCHL 1) fihren zu einem frih
beginnenden Parkinsonsyndrom mit einem mittleren Erkrankungsalter von ~ 45 Jahren.

Zu den autosomal rezessiven Formen zahlen PARK 2, 6 und 7 mit Mutationen in den Genen
Parkin, PINK 1 und DJ-1. Sie fuhren neben einer Stérung des Ubiquitin-vermittelten
Proteinabbaus zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen Homdostase und der
Mitophagie als weitere Ursachen fiir den dopaminergen Zellverlust (Kitada et al. 1998,
Bonifati et al. 2003).

Neben den monogenen Formen wird aktuell intensiv an Kombinationen von Risiko-Genen
geforscht, z. B. in Form von SNP (single nucleotid polymorphism)-Variationen, die zur

Parkinsonerkrankung fuhren (Sotiriou et al. 2009, Edwards et al. 2010).

1.2.6 Andere Synucleinopathien

Neurodegenerative Erkrankungen, wie bspw. das IPS, unabhangig einer sporadischen oder
erblichen Genese, vereinen als grundlegende Eigenschaft den langsamen, fortschreitenden
Verlust von Neuronen und deren Neuriten mit unterschiedlicher Symptomatik je nach
Ausmall und Lokalisation der neuronalen Schadigung (Jellinger 2005). Unterschieden
werden neurodegenerative Erkrankungen z.B. nach dem pathophysiologisch fiihrend
beteiligten Protein oder nach dem dominierenden pathohistologischen Korrelat.

Zu den typischen neurodegenerativen Erkrankungen gehdren die Tauopathien (z. B. Morbus
Alzheimer), Trinukleotid-/Polyglutamin-Erkrankungen (z. B. Chorea Huntington), motorische
Systemerkrankungen (wie die Amyotrophe Lateralsklerose) oder die Prionenerkrankungen
(z. B. Creutzfeldt-Jakob-Krankheit) (Jellinger 2005). Auch die Synucleinopathien gehodren
zum Formenkreis der neurodegenerativen Erkrankungen und haben als gemeinsames

Merkmal intrazellulare Ablagerungen von fehlgefaltetem und unléslichem a-Syn. Hierzu
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zahlen neben dem IPS die LK-Demenz, die MSA und die Neurodegeneration mit
Eisenablagerungen (Galpern und Lang 2006).

Bei der LK-Demenz kommt es zu einer ubiquitaren friihen und vermehrten Ausbreitung der
LK-Pathologien im Kortex, Hirnstamm und im limbischen System. Dadurch entwickeln sich
dementielle, kognitive EinbulRen sowie ein Parkinson-ahnliches Syndrom (Beyer et al. 2009).
Die MSA ist eine schnell fortschreitende, neurodegenerative Erkrankung verschiedener
neurologischer Systeme und ist bereits initial nicht auf das Mittelhirn beschrankt. Das
histopathologische Korrelat sind oligodendrogliale Einschlusskdrperchen, deren Haupt-
komponente a-Syn ist (Arima et al. 1998). Man unterscheidet die MSA vom Parkinson-Typ,
die MSA vom zerebellaren Typ und die progressive supranukledre Ophthalmoplegie (Steele-
Richardson-Olszewski-Syndrom).

Die Neurodegeneration mit Eisenablagerung im Gehirn ist eine seltene autosomal-rezessiv
vererbte und letal verlaufende Erkrankung mit exzessiven Ablagerungen von Eisen und
Neuromelanin im Gehirn (insbesondere den Basalganglien), wobei es bereits in der Kindheit
zu extrapyramidalen Symptomen kommt (Zhou B et al. 2001). Atiologisch liegt eine bspw.
PANK2-Gen-Mutation vor, welche fir die Pantothenkinase 2 codiert, die an der Biosynthese

von Co-Enzym A beteiligt ist und eine entscheidende Rolle im Energiestoffwechsel spielt.

1.3 Das extrapyramidale System: Basalganglien

Das IPS zahlt zu den neurodegenerativen Erkrankungen des extrapyramidal-motorischen
Systems (EPS). Hierunter versteht man Bahnen von motorischen Steuerungsvorgangen, die
nicht durch die Pyramidenbahn verlaufen (Trepel 1999). Allerdings darf man beide Systeme
(pyramidal und extrapyramidal) nicht als vollig voneinander getrennt betrachten, sondern als
zwei Untereinheiten des motorischen Systems, welche eng miteinander verbunden sind
(Bahr und Frotscher 2003).

Das spinal verlaufende extrapyramidale System nimmt seinen Ursprung in erster Linie im
Hirnstamm, insbesondere dem Nucleus ruber, den Ncll. vestibulares und der Formatio
reticularis. Demnach werden die extrapyramidalen Bahnen entsprechend Tractus
vestibulospinalis sowie medialer und lateraler Tractus reticulospinalis genannt. Der Tractus
vestibulospinalis verlauft ungekreuzt vom Nucleus vestibularis lateralis in das Rickenmark.
Er hat auf die Motoneurone der Extensoren eine aktivierende und auf die Flexoren eine
hemmende Wirkung. Der mediale Tractus reticulospinalis verlauft ebenfalls ungekreuzt und
wirkt wie der Tractus reticulospinalis auf die Motoneurone. Der laterale Reticulospinaltrakt
verlauft gekreuzt und ungekreuzt von der Medulla oblongata in das Rickenmark und aktiviert
Flexoren und hemmt die Extensoren. Das EPS wird Uber Kollateralen der Pyramidenbahn
und von dem pramotorischen und supplementar-motorischen Kortexarealen aktiviert (Trepel
1999).
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Uber das EPS werden vornehmlich grobe, unbewusste Bewegungsablaufe der Halte- und
Stitzmotorik ausgefuhrt. Aul3erdem wird Uber das EPS der Muskeltonus reguliert. Das EPS
hat zahlreiche cerebrale Kerngebiete, wobei der wichtigste Teil die Basalganglien sind.

Die Basalganglien bestehen aus dem Nucleus caudatus und dem Putamen [bilden
zusammen das Striatum: gréf3te subcorticale Struktur des humanen Gehirns mit einem
Volumen von 10 cm? (Schroder et al. 1975)], dem Globus pallidus (Diencephalon) sowie den
assoziierten Kerngebieten: dem Nucleus subthalamicus (Diencephalon), der Substantia nigra
(Mesencephalon) und dem Nucleus ruber (Bahr und Frotscher 2003). Es ist ein
akzessorisches Zentrum, das modulierend auf den Thalamus wirkt und sowohl motorische
als auch mentale Aktionen beeinflusst. Die Grol3hirnrinde wiederum wird tber den Thalamus
beeinflusst. Die Substantia nigra (,schwarze Substanz® = pigmentiert), als Teil der
modulierenden Instanz, wird eingeteilt in die pars compacta, die die Neuromelanin-
(pigmentiert) und Tyrosinhydroxylase-enthaltenden Neurone (= TH+, dopaminerg) aufweist,
und die pars reticulares, die zytologisch dem Globus pallidus gleicht (Trepel 1999). Die
Basalganglienschleife beschreibt die Interaktionen zwischen den einzelnen Komponenten,
um Motorik-modulierend auf den Thalamus einzuwirken. Stérungen in diesem Gleichgewicht

fuhren zu motorischen Beeintrachtigungen.

1.3.1 Der direkte und indirekte Weg

Es gibt einen direkten, bewegungsférdernden und einen indirekten, bewegungshemmenden
Weg, welche beide modulierend auf den Thalamus wirken. Uber den direkten Weg bewirkt
corticale Aktivitat eine glutamaterge (aktivierende) Anregung von GABAergen Neuronen
(inhibierend) des Striatums, welche die GABAergen Neurone der Substantia nigra pars
reticularis und des Globus pallidus internus hemmen. Dadurch wird der ventrolaterale
Thalamus disinhibiert und kann den Kortex glutamaterg aktivieren (bewegungsférdernd) (s.
Abb. 1.2 A). Andersherum wird tber den indirekten Weg der Globus pallidus externus durch
GABAerge Neurone des Striatums gehemmt, welcher nun nicht mehr hemmend (GABAerg)
auf den Nucleus subthalamicus wirkt, der folgend aktivierend (glutamaterg) auf den Globus
pallidus internus einwirkt, welcher Uber seine GABAergen Neurone den Thalamus inhibiert
(bewegungshemmend) (Calabresi et al. 2014) (s. Abb. 1.2 A). Des Weiteren werden
verschiedene Dopamin-Rezeptoren innerhalb der Basalganglienschleife exprimiert, wobei
die Wichtigsten der D1-Rezeptor (direkter Weg) und der D2-Rezeptor (indirekter Weg) sind.
Die Aktivierung des D1-Rezeptors bewirkt eine Verstarkung des direkten Weges. Passend
dazu bewirkt der D2-Rezeptor eine Inhibition des indirekten Weges. Beide bewirken somit
eine Bewegungsforderung. Dopamin nimmt demnach eine weitere modulierende Instanz in
der Basalganglienschleife ein (Bravo et al. 2014) und hat als Neurotransmitter im

synaptischen Spalt eine aktivitatsfordernde motorische Komponente im EPS. Fehlt der
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dopaminerge Transmitter, wie beim IPS (s. Abb. 1.2 B), fehlt folglich die aktivierende
Komponente, der indirekte Weg Uberwiegt und der Thalamus wird ungehindert gehemmt
(Trepel 1999). Im Gegenzug dazu Uberwiegt bei der L-DOPA induzierten Dyskinesie der
direkte Weg, was zu unkontrollierten Bewegungen fuhrt (s. Abb. 1.2 C).
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Basalganglienschleife. (A) Physiologische Verschaltung, (B) Parkinson, (C) L-
DOPA-induzierte Dyskinesie. GPe: Globus pallidus externus; Sth: Nucleus subthalamicus; GPi: Globus pallidus internus;

SNr: substantia nigra pars reticulata; SNc: substantia nigra pars compacta, D1: Dopamin D1-Rezeptor; D2: Dopamin D2-
Rezeptor (Bravo et al. 2014, doi: 10.5772/57102).

1.3.2 Dopaminerge Neurone und ihre Projektionen

Dopaminerge Neurone gehéren zu den Projektionsneuronen mit langen, dinnen und nur
schwach myelinisierten Axonen, welche sehr vulnerabel sind (Braak et al. 2004).

Eine weitere Eigenschaft dieser Neurone ist eine ausgepragte striatal-terminale
Verzweigung, welche Uber eine sehr grof3e Anzahl von Axonterminalen eine sehr hohe
Innervation des Striatums erreichen (Matsuda et al. 2009). Es wurde gezeigt, dass ein
einzelnes dopaminerges Neuron in der Substantia nigra mehr als 245000 Synapsen
aufweist, wohingegen bspw. ein Neuron aus dem Globus pallidus externus nur 2000
Synapsen hat (Bolam und Pissadaki 2012). Die dopaminergen Neurone enthalten spezifisch
Tyrosinhydroxylase (TH), ein Enzym der Dopaminsynthese (s. Abb. 1.3 links), und
Neuromelanin, welches zu einer makroskopisch sichtbaren Dunkelfarbung des jeweiligen
Kerngebietes fihrt (Lullmann-Rauch 2009). Dopaminerge Neurone sind mit einer Anzahl von
400000 im humanen Gehirn relativ wenig vertreten (Schultz 2007). Ihre Zellkorper findet man
als Gruppen in relativ klein abgrenzbaren Gehirnarealen angeordnet (Bjorklund und Dunnett
2007). Diese dopaminergen Zellgruppen wurden erstmals im Jahre 1964 abgebildet. Die

jeweiligen Areale wurden mit dem Anfangsbuchstaben A (= aminergic) nummeriert
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(Dahlstroem und Fuxel964). Insgesamt konnten 7 Areale mit dopaminergen Neuronen
identifiziert werden (A8-14; A1-7 noradrenerge Neurone), zu denen u. a. die Substantia nigra
(A8 und A9), das ventrale tegmentale Areal (A10) oder auch der Nucleus periventricularis
(A14) gehoren (Dubach 1994, Smeets und Reiner 1994, Felten und Sladek 1983).
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Abb. 1.3 Darstellung der Dopaminsynthese in den dopaminergen Nervenendigungen. Links) Chemische Darstellung,
Rechts) Schematische Darstellung als Zeichnung einer Nervenendigung/Synapse. Relevante Abkurzungen: TH:
Tyrosinhydroxylase, DCAA: Dopa-Decarboxylase (Bravo et al. 2014, doi: 10.5772/57102).

Es gibt vier verschiedene dopaminerge Systeme, zu denen das nigrostriatale, das
mesokortikale, das mesolimbische und das tuberoinfundibuléare gehdren.

Der nigrostriatale Trakt projiziert von den neuromelaninhaltigen Neuronen der SNpc
(Mesencephalon) zum Striatum (Diencephalon). Diese Bahn hat einen modulierenden
Einfluss auf die akzessorische motorische Funktion der Basalganglien und fihrt zu einer
Disinhibiton des Thalamus, sodass er letztlich bewegungsférdernd wirkt (s. auch 1.3.1).

Der mesokortikale Trakt zieht vom ventralen mesenzephalen Tegmentum in den
anteromedialen Frontalkortex. Storungen fuhren mdoglicherweise zu kognitiven Defiziten
(Bidwell et al. 2011, Nestler et al. 2008).

Die mesolimbischen Projektionen reichen ebenfalls vom ventralen, mesenzephalen
Tegmentum in das limbische System (Burda et al. 2014). Stimmung, Affekt und Antrieb
werden hiertber beeinflusst und konnen bei Stoérungen zu Halluzinationen und
Schizophrenien fihren (Rey 2011).

Die tuberoinfundibul&ren Bahnen projizieren vom Nucleus infundibularis zur Hypophyse und

kénnen die Prolaktin-Freisetzung beeinflussen (Burda et al. 2014). Hiertiiber konnen
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Dopaminantagonisten, wie bspw. Bromocriptin, die Prolaktin-Freisetzung inhibieren und

daruber therapeutisch — z. B. — zum Abstillen, genutzt werden.

1.4 a-Synuclein
1.4.1 Struktur und physiologische Funktionen

a-Syn ist ein relativ kleines, zytoplasmatisch und nuklear vorkommendes Protein, das der
Familie der Synucleine angehdrt, zu denen auch das B- und das y-Synuclein gehoren
(Lavedan 1998). Sein kalkuliertes molekulares Gewicht von 14 kDa, erscheint unter
reduzierten Konditionen [durch DTT-Behandlung (Dithiothreitol) im Western Blot zur
Disulfidbriicken-Reduktion (Proteindenaturierung) mit besserer Separation der Proteine nach
ihrer Grol3e] in der SDS-PAGE bei 19 kDa. Das Gen fur a-Syn (SNCA) ist lokalisiert auf dem
Chromosom 4q21.3-q22 (Campion et al. 1995).

a-Syn ist 140 Aminoséauren (AS) lang und besteht aus 3 Regionen: einem COOH-terminalen
saurem Ende (AS 96-140), einem Mittelteil und einem NH.-Terminus (amphipathisch, a-
helikal) (AS 1-60). Im Mittelteil befindet sich die hydrophobe NAC (non-Amyloid3-
Komponente)-Region (AS 61-95), welche an Proteinaggregationen beteiligt ist (Uéda et al.
1993). Die COOH-terminale Region (C-Terminus) ist sauer und sehr Prolin-reich (Bisaglia et
al. 2009). Sie ist verantwortlich fur die ungeordneten strukturellen Eigenschaften von a-Syn,
das heildt, sie hat keine Tendenz eine regelmaBige Sekundarstruktur zu bilden. Der C-
Terminus supprimiert die Aggregation von a-Syn (Li et al. 2005). AuRerdem enthélt es den
AS-Rest Serin an der Stelle 129, welcher in den LK zu 90 % phosphoryliert, allerdings in
Gehirnen von Gesunden posttranslational nur zu 4 % phoshoryliert ist (Sato et al. 2013).
AuBerdem kann Dopamin mit den C-terminalen sauren Resten unspezifisch interagieren,
was die Dopamin-Homoostase beeinflussen kann und in Gehirnen von Parkinsonpatienten
beobachtet werden konnte (Bellucci et al. 2012, Bisaglia et al. 2009). Der N-terminale Teil
hat eine charakteristische Sequenz von elf Aminosauren, welche viermal wiederholt wird und
jeweils die Konsensussequenz KTKEGV aufweist. Diese Sequenz ist verantwortlich fur die
Sekundarstruktur einer a-Helix und &hnelt damit Doméanen, die an Apolipoproteine binden
(Deleersnijder et al. 2013, Bellucci et al. 2012). In dieser Region sind auch die mit
monogenetischen hereditdren Formen der Parkinsonerkrankung verbundenen Mutationen
A30P, E46K, H50Q, G51D und A53T lokalisiert (Bisaglia et al. 2009). Der hydrophobe
Mittelteil kann eine Konformationsanderung seiner Primarstruktur in eine [3-Faltblattstruktur
durchlaufen und eine zylindrische R-Faltblattstruktur sowie R-Amyloid-ahnliche Fibrillen
bilden (Bellucci et al. 2012, Deleersnijder et al. 2013). Fehlgefaltete Proteine sind reich an [3-
Faltblattstrukturen und haben darlber eine hohe Tendenz lange fibrillare Aggregate zu
bilden (Soto 2012).
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Abb. 1.4 A) Schematische Darstellung der a-Syn-Genregion. Der N-terminale Teil (Aminoséauren 1-60) ist amphiphatisch
und fir Membraninteraktionen verantwortlich. Er enthélt 4 hexamere Wiederholungen, welche in rot dargestellt sind. Hier
befinden sich die Punktmutationen A30P, E46K, H50Q (nicht eingezeichnet), G51D (nicht eingezeichnet) und A53T. Die
zentrale NAC-Region (AS 61-95) ist hydrophob und am Aggregationsprozess beteiligt. Sie kann eine R-Faltblattstruktur und
Amyloidfibrillen bilden. Der C-terminale Teil (AS 96-140) enthélt saure Reste und zahlreiche negative Ladungen. Es enthélt
Serin an der Stelle 129, welche in phophorylierter Form vermehrt in Lewy-Kdrperchen zu finden ist. B) Schematische
Darstellung der a-Syn-Sekundarstruktur (Micellen-gebunden). N-Terminal-Region mit antiparalleler a-Helix (blau), NAC
Region als a-Helix (orange) und die C-terminale Region ohne spezifiche Struktur (rot) (Gallegos et al. 2015, doi:
10.3389/fnins.2015.00059).

a-Syn liegt zytosolisch als Monomer, ungefaltet und in l6slicher Form vor (Conway et al.
1998). Andere Untersuchungen haben aber auch das Vorhandensein von a-Syn-Tetrameren
unter physiologischen Bedingungen gezeigt (Bartels et al. 2011). Welche Quartarstruktur von
a-Syn Uberwiegt, wird aktuell weiter kontrovers diskutiert. Zudem wurde a-Syn auch
membrangebunden in a-helikaler Form vorgefunden und zeigte in dieser Form unter

Ausbildung einer B-Faltblattstruktur eine Neigung zur Oligomerisierung (Cooksen 2009).

1.4.2 Funktionen an der Synapse, Membranen und Vesikeln

a-Syn findet sich aufgrund einer Lokalisationspraferenz fir gekrimmte Membranen
(Middleton und Rhoades 2011), wie bspw. synaptische Vesikel, vorwiegend in den
terminalen Nervenendigungen, also den kleinen Synapsen-Endkndpfchen (Iwai et al. 1995).
Es ist in der Lage Membrankanale zu bilden, indem es aus grof3en Lipidvesikeln Kanéle
formt und bei negativ geladenen Vesikeln zu einer Verformung der Membran fihrt (Varkey et
al. 2010). Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass multimeres a-Syn Poren in artifiziellen
Membranen in-vitro induziert (Tsigelny et al. 2007, Rochet et al. 2004, Volles et al. 2001). Es
bindet Uber seinen N-Terminus vornehmlich an negativ geladene Phospholipide der
Lipidmembranen (Burré et al. 2010) und verandert die Doppelschicht, sodass sich Vesikel
formen (Madine et al. 2006). Der C-Terminus interagiert mit Synaptobrevin 2, was besonders

wahrend synaptischer Aktivitaten eine wichtige Rolle spielt (Burré et al. 2010).
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a-Syn spielt eine Rolle in der synaptischen Plastizitat und beim Aufbau des SNARE-
Komplexes (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachement proteinreceptor) als
Chaperon, welches fir Membranfusionen notwendig ist (Chandra et al. 2005, Bonini und
Giasson 2005). Dagegen spielt a-Syn bei der initialen Synapsenformation keine Rolle, wie an
priméren hippocampalen Neuronen gezeigt werden konnte (Murphy et al. 2000), und es ist
eines der letzten sich an der neubildenden Synapse lokalisierenden Proteine (Withers et
al.1997). Entgegen der Annahme, dass a-Syn mit synaptischen Vesikeln assoziert ist, konnte
bei einer Fraktionierung von Gehirnextrakten a-Syn-transgener Mause nur eine sehr geringe
Verbindung mit diesen gesehen werden (Fortin et al. 2004, Kahle et al. 2000). Dabei findet
man a-Syn Uberwiegend in léslicher Form ohne statische Vesikelassoziation (Fortin et al.
2004). Eine Uberexpression des a-Syn-WTs als Simulation pathologischer Bedingungen
fuhrte zu einer Inhibition der Exozytose synaptischer Vesikel in Zellkulturen hippocampaler
Neurone und dopaminerger Mittelhirnneuronen, was in transgenen Mausen reproduziert
werden konnte (Nemani et al. 2010). Dennoch impliziert die prasynaptische Lokalisation und
die Eigenschaft der Membraninteraktion eine Rolle bei der Transmitterfreisetzung,
insbesondere der Induktion der Transmitterfreisetzung (Cabin et al. 2002, Murphy et al.
2000). An a-Syn-Knockout-Mausen konnte nach repetitiven Stimulationen gezeigt werden,
dass gegenluber a-Syn-WT-Mausen eine erhohte Transmitterfreisetzung mit einem
konsekutiv reduzierten Dopaminspeicher zu finden war (Abeliovich et al. 2000). Die
Dopamin- sowie Norepinephrin-Freisetzung in Knockout-Mausen zeigte ebenfalls eine
schnellere Verfugbarkeit und reduzierte Depression nach repetitiven Stimulationen (Yavich et
al. 2006 und 2004), sodass a-Syn als negativer Regulator der Dopaminfreisetzung fungiert.
Weiterhin wird postuliert, dass a-Syn die Aktivitdt des Dopamin-Transporter (DAT)
herunterreguliert und dadurch eine verminderte Wiederaufnahme des Dopamins in die Zelle
nach sich zieht (Wersinger und Sidhu 2003).

1.4.3 Lokalisation und Gewebeexpression

a-Syn wird in vielen Zelltypen — u. a. in roten Blutkdrperchen (Barbour et al. 2008) —
vornehmlich jedoch in neuronalen Strukturen exprimiert und macht hier ca. 1% aller
zytosolischen Proteine aus (lwai et al. 1995). Insbesondere wird es im Neokortex,
Hippocampus, Striatum, Thalamus und Cerebellum exprimiert (George 2002).

Wie der Name ,Synuclein impliziert, findet es sich vornehmlich (pra-) synaptisch und nuklear
(Maroteaux et al. 1988). Hohe Konzentrationen finden sich dabei im Bereich des Nucleus der
Neurone von Saugetieren (Yu et al. 2007) und speziell in den terminalen Nervenendigungen,
jedoch nicht im Zellkérper, den Dendriten oder extrasynaptisch entlang der Axone (George et
al. 1995, Iwai et al. 1995). In der Prasynapse liegt es sowohl frei als auch 15 % der
Gesamtmenge von a-Syn in membrangebundener Form vor (Leeet al. 2002, McLean et al.

2000). Eine weitere Lokalisation findet sich nach neueren Erkenntnissen auf3erdem in den

18



Einleitung

Mitochondrien der Nervenzellen (Zhang L et al. 2008, Liu et al. 2009). Dabei differiert seine
Expression je nach Hirnregion und beeinflusst hierdurch unterschiedlich die mitochondrialen
Funktionen (Liu et al. 2009).

144 Aggregate und Toxizitat

a-Syn neigt zur Aggregation, welche tber eine Konformationsédnderung vermittelt wird und
zur Ausbildung unléslicher Fibrillen fahrt, welche wiederum toxische Effekte haben. Dabei
kommt es entweder aus der l6slichen Form oder der a-helikalen Form heraus zur Ausbildung
einer R-Faltblattstruktur (Fehlfaltung), die als Monomer nicht stabil ist und reversibel, tGber die
Zuhilfenahme von Chaperonen, in die urspriingliche Form gebracht wird (Dohm et al. 2008,
Goldberg und Lansbury 2000). Allerdings kénnen aus der R-Faltblattstruktur
(Sekundarstruktur) heraus, durch Zusammenlagerung, auch stabilere Oligomere gebildet
werden (Conway et al. 1998).

Die Fibrillen ordnen sich aus einer spharischen Anordnung heraus durch eine vermehrte 13-
Faltblattstruktur linear an und bilden Protofibrillen. In einem weiteren Schritt kommt es zur
Konversion zu wasserunldslichen Fibrillen, die am Ende der Kaskade zur Ausbildung von LK
oder Lewy-Neuriten fuhren. Dabei stellt die Ausbildung der LK mutmaRlich einen
Schutzmechanismus der Zellen dar, um die Toxizitat der Zwischenprodukte (Oligomere und
Protofibrillen) zu vermindern (Goldburg und Lansbury 2000). Die direkte Neurotoxizitat der
préfibrillaren Strukturen konnte bereits nachgewiesen werden (Karpinar et al. 2009). Die
physiologische Expression von humanem a-Syn-WT fihrt in transgenen Mausen nicht zu
klinischen oder histopathologischen Veranderungen (Giasson et al. 2002, Leeet al. 2002),
wohingegen dessen Uberexpression und somit eine Dosissteigerung, bspw. tiber adeno-
assoziierte Virus-Vektoren, zu neurodegenerativen Veranderungen fuhrt (St Martin et al.
2007).

Protofibrillen fihren zur Ausbildung von Membranporen, die Vesikel zerstéren und z. B.
deren Inhalt wie oxidationsanfélliges Dopamin freisetzen (Kim HY et al. 2009, Volles und
Lansbury 2002). Weiterhin fuhren die vermehrten Oligomere bei der A30P- und A53T-
Mutation zur Blockierung der proteasomalen Funktion und somit zum verminderten Abbau
von a-Syn und anderen Proteinen (Xilouri et al. 2009). Auch die schiitzende Funktion der
Chaperone, die fehlgefaltete Proteine in ihre normale Form bringen, wird durch Oligomere
beeintrachtigt (Martinez-Vicente et al. 2008). Oligomere fuhren weiterhin zu Dysfunktionen
der Chaperon-vermittelten Autophagie sowie zu Funktionsstdrungen im Golgi-Apparat
(Xilouri et al. 2009, Cooper et al. 2006).

Eine erhdhte Konzentration von a-Syn-WT sowie die Expression von a-Syn-A53T zeigte eine

beschleunigte Ausbildung von wasserunldslichen Fibrillen, wohingegen A30P die

19



Einleitung

Fibrillenbildung (Konversion von Protofibrillen zu Fibrillen) inhibiert und folglich zu einer

vermehrten Bildung von toxischen Oligomeren fiihrt (Conway et al. 2000).

1.4.5 Uberexpression, reduzierte Expression und Knockout

In dieser Arbeit wurden die Effekte einer Uberexpression des a-Syn-WTs auf die
Neuritenmorphologie von primaren Mittelhirnneuronen untersucht und mit den Mutationen
A53T und A30P sowie einer unbehandelten Kontrolle verglichen. Vorarbeiten anderer
Arbeitsgruppen in unterschiedlichen neuronalen Zelllinien hatten zum Teil widersprtchliche
Ergebnisse beziglich der Effekte einer Uberexpression von a-Syn auf das Neuriten-
wachstum und die Neuritenintegritat erbracht.

Eine Uberexpression von humanem a-Syn fiihrte in der Ratten-Neuroblastom-Zelllinie B103
zu einer signifikanten Reduktion der Neuritenldnge, was als Resultat einer reduzierten
Adhasion der auswachsenden Neuriten mit der umgebendenden Zellmatrix diskutiert wurde
(Takenouchi et al. 2001). Dass jedoch nicht allein eine Erh6hung der Zelladhasion zu einem
besseren Auswachsen der Neuriten fuhrt, konnte in dieser Arbeit anhand B-Synuclein-
Uberexprimierender B103-Neuroblastomzellen gezeigt werden. Diese zeigten zwar eine
signifikant erhohte Zelladhasion, jedoch blieb die durchschnittliche Neuritenlange im
Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert, weshalb bereits 1985 durch Joshi et al. ein kritisches
Zusammenspiel von Zelladhasion und Neuritenwachstum diskutiert wurde. Demgegenuber
konnte in primaren corticalen Neuronen der Ratte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
des a-Syn-WTs, im Gegensatz zu den Mutationen A30P und A53T, zu einer Zunahme der
Durchschnittslange der Neuriten fuhrte. Es wurde postuliert, dass der WT uber eine
vermehrte Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli das Neuritenwachstum fordert (Liu et
al. 2013). Des Weiteren fiihrt eine Uberexpression des a-Syn-WTs und A30P zu einer
erhdhten Instabilitdt von Aktin in hippocampalen Neuronen der Maus (Sousa et al. 2009).

Bei Mausen, die humanes a-Syn-WT Uberexprimieren, konnte Uberdies gezeigt werden,
dass diese IPS-dhnliche Symptome aufweisen und neuronale, jedoch afibrillare
Einschlusskorperchen ausbilden (Masliah et al. 2000). Zudem wurde ein Dosis-abhangiger
Effekt bspw. auf den Verlust dopaminerger Neurone durch eine Adeno-assoziierter-
Virus(AAV)-vermittelte Uberexpression von a-Syn gezeigt (St Martin et al. 2007, Zhou W et
al. 2000).

Ferner fuhrt eine mittels antisense-Oligonukleotiden reduzierte Expression von a-Syn zu
einer verminderten Anzahl distal lokalisierter synaptischer Vesikel, sodass von einer
Regulierung der GréRe des Vesikelpools durch a-Syn auszugehen ist (Murphy et al. 2000).
a-Syn spielt ferner eine Rolle in der Ausbildung von kognitiven Lernvorgangen. So konnte
gezeigt werden, dass a-Syn-Knockout-Mause ein vermindertes Lernverhalten und

Arbeitsgedachtnis besallen (Kokhan et al. 2012) und a-Syn als negativer Regulator der
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dopaminergen Neurotransmission fungiert, wobei sich erstaunlicherweise der primére
Phenotyp der a-Syn-defizienten Mause nur unwesentlich verandert zeigte, was durch eine

Kompensation mittels B- und y-Synuclein erklart wird (Abeliovich et al. 2000).

1.4.6 Proteininteraktionen

Das neuronale Zytoskelett besteht aus Mikrofilamenten (Aktin), Intermediarfilamenten und
Mikrotubuli, welche neben der Stabilisierung der Zelle auch dem intrazellularen Transport
sowie der Zellbewegung (Lokomotion) wahrend der Embryonalentwicklung dienen. Das
Zytoskelett ist ein molekularer Angriffspunkt oligomeren oder Uberexprimierten a-Syns, d. h.
unter pathologischen Bedingungen. Es interagiert mit Tubulin, wie durch Ko-Lokalisations-
Studien von a-Syn und Tubulin in LK und Lewy-Neuriten gezeigt wurde (Alim et al. 2002). In
einer weiteren Studie wurde dargestellt, dass es als Mikrotubuli-assoziertes Protein (MAP)
physiologisch ahnliche Eigenschaften wie das Tau-Protein hat und das Wachstum von
Mikrotubuli fordert (Alim et al. 2004). Mikrotubuli sind fur die Form (Stitzapparat) und
Bewegung des Neurons sowie den intrazellularen energieabhéangigen Transport mittels
Motorproteine (Kinesin und Dynein) verantwortlich (Millecamps und Julien 2013). Es sind
kurzlebige Hohlzylinder, die sich aus Dimeren des Proteins Tubulin zusammensetzen.
Wichtige Funktionen und Eigenschaften der verschiedenen Mikrotubuli werden Uber die
MAPs vermittelt. Multimere Formen von a-Syn beeintrachtigen in-vitro die Polymerisation von
Tubulin und dartber die Bildung von Mikrotubuli (Prots et al. 2013, Lee et al. 2006).
Zusatzlich interagiert es auch mit dem Tau-Protein und stimuliert Giber die Bindung an Tau
die Proteinkinase A, was zu einer vermehrten Phosphorylierung von Tubulin fihrt (Giasson
et al. 2003, Jensen et al. 1999a). Uber diese Zusammenhange beeinflusst a-Syn das
Neuritenwachstum in primaren Neuronen (Tsaneva-Atanasova et al. 2009, Gordon-Weeks
1991).

Aktin-Filamente sind formgebend und stabilisieren die Zelle, insbesondere an
Ausbuchtungen  (Dendriten) des Neurons. Des Weiteren dienen sie dem
Kurzstreckentransport von Vesikeln mittels Myosin sowie der Neuronadhasion und
Zellmotilitat. In einer Studie an hippocampalen Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von a-Syn eine erhohte Instabilitat von Aktin sowie dessen Bundelung
induziert (Sousa et al. 2009).

1.4.7 Intrazellularer Abbau

Der intrazelluare Abbau zytosolischer Proteinen, wie a-Syn, erfolgt unter Energieverbrauch
Uber das Ubiquitin-Proteasom-System. Aggregiertes (inbesondere Protofibrillen) aber auch
monomeres a-Syn hemmt in-vitro seinen eigenen Abbau und den anderer Proteine durch die

Inhibition der proteasomalen Funktion (Zhang NY et al. 2008, Snyder et al. 2003). Passend
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dazu fuhrt eine proteasomale Hemmung zur vermehrten Bildung von a-Syn- sowie Ubiquitin-
positiver Einschlusskorperchen (Rideout et al. 2001). Eine direkte Hemmung des
Proteasoms durch a-Syn-Filamente/Oligomere konnte in Kulturen von humanen Fibroblasten
nachgewiesen werden. Dabei konnte die proteasomale Toxizitat durch die a-Syn-Filamente
durch eine Uberexpression von Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) reduziert werden. Hsp 70 ist
ein endogener Ligand von aggregiertem a-Syn, welcher an Filamente bindet und dessen
hemmende Auswirkung auf die Proteasomen inhibiert (Lindersson et al. 2004).

Allerdings erfolgt der Abbau von anormalem a-Syn gréf3tenteils Giber Autophagie und nur zu
einem kleinen Teil Uber das proteasomale System (Vogiatzi et al. 2008). Proteine mit langen
Halbwertzeiten, wie a-Syn, werden Uber den Autophagie-Weg in den Lysosomen abgebaut
(Cuervo et al. 2004). Es konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass eine
verminderte Autophagie zu einer vermehrten Akkumulation und Toxizitdt von a-Syn-
Produkten fuhrt und andersherum die Aktivierung der Autophagie einen therapeutischen
Ansatz darstellt (Friedman et al. 2012, Spencer et al. 2009, Xilouri et al. 2009). Bei der
Autophagie unterscheidet man zwischen der Makro- und Mikroautophagie sowie der
Chaperon-vermittelten Autophagie (chaperone-mediated-autophagy, CMA). Bei der Makro-
autophagie werden Teile des Zytosols oder ganze Organellen von einem doppel-
membranésen, sog. Autophagosom umschlossen, welches dann mit Lysosomen verschmilzt
und die darin enthaltenen Proteine degradiert. Die CMA ist eine Autophagie-Form, welche
ebenfalls Uber den lysosomalen Weg spezifisch Proteine degradiert. Hierbei erfolgt die
Einschleusung der zu degradierenden Proteine in die lysosomalen Strukturen der Neurone
Rezeptor-vermittelt nach Bindung an zytosolisch gelegenes Hsc 70 (heat shock cognate
protein of 70 kDa) (Cuervo et al. 2004, Dice 1990).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das IPS ist eine chronisch progrediente neurodegenerative Erkrankung mit grof3er
soziobkonomischer Bedeutung und fatalen personlichen Folgen fir die betroffenen
Patienten. Trotz aller Forschungsbemiihungen gibt es bis heute nur symptomatische
Therapiemdglichkeiten und keine krankheitsmodifizierenden oder neuroprotektiven
Therapieansétze. Dies liegt zu einem grof3en Teil darin begrindet, dass die Pathogenese
noch nicht komplett verstanden ist. Insbesondere das bessere Verstdndnis der friihen
pathogenetischen Veranderungen kénnte dazu beitragen, Therapien zu entwickeln, die die
Neurodegeneration zu einem Zeitpunkt stoppen, zu dem noch viel intaktes neuronales
Gewebe erhalten ist und der Patient eine akzeptable Lebensqualitéat besitzt, wenn die
Erkrankung nicht voranschreitet.

Wie oben ausfuhrlich dargelegt, ist die Degeneration der Neuriten ein initialer Prozess in der
Pathogenese des IPS, der erst spater vom Untergang der zugehdrigen neuronalen Somata
gefolgt wird. Zum Zeitpunkt der ersten Diagnosestellung findet sich entsprechend ein
ausgepragter Verlust von dopaminergen Axonen, wohingegen der Grof3teil der Somata noch
intakt ist. Daher ist es wichtig, die Prozesse besser zu verstehen, die der Degeneration von
Neuriten zugrunde liegen, um diese in einem mdglichen therapeutischen Ansatz zu stoppen
und das Fortschreiten der Pathologie auf das Zellsoma zu verhindern. Wahrend eine
zentrale Rolle des Proteins a-Syn in der Pathogenese des IPS durch zahlreiche Studien
belegt werden konnte, ist unklar, ob und wie a-Syn zur Degeneration von Neuriten beitragt.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Effekte von a-Syn und zwei seiner pathogenen Mutanten
auf die Morphologie von Neuriten zu analysieren. Insbesondere sollten Effekte einer
vermehrten intraneuronalen Proteinmenge des a-Syn-WTs, wie sie auch in der Pathogenese
des IPS angenommen wird, mit Effekten der Mutationen A53T und A30P und der
unbehandelten Kontrolle verglichen werden. Als Grundlage fir die hierflir benétigten
Experimente wurde zunachst ein Verfahren fur einen effizienten Gentransfer zur
konsekutiven Uberexpression von a-Syn in primaren dopaminergen Mittelhirnneuronen
etabliert. Die Neuritenmorphologie wurde dann in den einzelnen Versuchsgruppen anhand
diverser quantitativer Parameter detailliert analysiert. Es fanden sich signifikante Effekte der
a-Syn-Expression auf die Neuriten-Morphologie, die interessante Erklarungsansatze fur die

frihe Pathogenese des IPS liefern.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalien, Reagenzien und Kits
Agarose

Ammoniumperoxidisulfat

Ampicillin

Ampuwa-Hz20

BCA (Bicinchonininsdure)-Assay

Borsaure

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)-Standardprotein
BSA (Bovines Serumalbumin)-Mediumzusatz
CPI (complete proteinase inhibitor)

DAKO® Antibody Diluent

DAPI (4‘,6-Diamidin-2’Phenylindoldihydrochlorid)
DMEM IF-12 (Dulbecco’s modified eagle medium)
DNase(Desoxyribonulease)

DTT (Dithiothreitol)

Dual® Color Marker

EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N,N'-tetraessigsaure)

Enzym Bgl2
Enzym Notl
Enzym Smal

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

FCS (Fotales Rinderserum)
Glucoseltsung 45 %

Glycin

Glycerol/Glycerin

HBSS (Hank’s balanced salt solution)

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-
Ethansulfonsaure)

Igepal

Insulin

Isopropanol

KCI (Kaliumchlorid)
Laminin
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Hersteller

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Thermo Scientific, Rockford, IL USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
SERVA, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch



LB-Agar

LB-Pulver

L-Glutamin (200 mM)

Luminol

Methanol

MgClz (Magnesiumchlorid)
Milchpulver

Mowiol® 4-88 Reagent, Calbiochem®
N1 Medium Supplement 100x
Natriumacetat
Natriumhydrogenkarbonat
Natriumchlorid

Nucleofectionslésung

[Basic Nucleofector Kit for primary mammalian
neurons/Basic Primary Neurons Nucleofector®Kit

(VPI-1003)]

PBS (Phosphat-gepufferte physiologische
Kochsalzlésung)-Pulver

p-Coumarsaure

PFA (Paraformaldehyd)
Poly-L-Ornithin-Hydrobromid
Propylgallat

PSN (Penicillin, Streptomycin, Neomycin)
Antibiotic Mixture 100x

QIlAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen Plasmid Maga Kit
Rotiphorese (30 %)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sucrose (D(+)Saccharose)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris

Trypsin

Tween

Wasserstoffperoxid 30 %

Xylenxyanol

2.1.2

Gerate und Software
Autoklav, Systec 5075 ELV
AxioCam HRM (Kamera)
AxioVision 4.8 Software Paket

Gerate und Software

Binokularmikroskop
CoralDRAW X3, Graphics Suite, Version 13
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AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hersteller

Systec, Wettenberg, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Coral Corporation, Ottawa, Ontario, Canada



Eismaschine, Scotsman®

Elektrophoresekammer fir Western Blots
(Mini-PROTEAN® 3 Cell-System)

Elektrophoresekammer fir DNA-Auftrennung
(Mini-Sub-Cell GT)

Entwicklungsmaschine fir Rontgenfilme Curix 60
Feinwaage, BL210S

Fluoreszenzlichtquelle HXP 120 (KiblerCodix)
Fluoreszenz Mikroskop Axioplan

Fluoreszenz Mikroskop Axiovert
Fluor-S™-Multiimager (UV-Gerét)
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C

Heizblock ThermoStat plus

Inkubator fur Bakterienkulturen 37 °C

Inkubator fiir Zellkulturen (37 °C, 5 % COz)
Kuhlschranke

Magellan 3

Messzylinder

Microsoft Office Excel 2007

Microsoft Office PowerPoint 2007

Microsoft Office Word 2007

Mikrowelle silver edition

Motor-Pipettierhelfer accu-jet® pro
Neubauer-Zahlkammer

Nucleofector™ Il Device

pH-Meter

Photometer (Biophotometer)

Photometer

Photometer, ELISA-Photometer Tecan RainBow
Petrischalen (Durchmesser 10 cm und 20 cm)
Pipetten

Préparationsbesteck
Cohan-Vannas Spring Scissors (5,7 cm)
Dumont #5-Mirror Finish Forceps (11 cm)

Quantity One 4.2.1

Rollmixer

Sauger

Schuttler Gyro rocker Stuart SSM3 3D mini
Schuttler (Amplifikation Mini-Prap)

Schuttler (Amplifikation Mega-Prap)
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Frimont, Mailand, Italien

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

AGFA, Dusseldorf, Deutschland
Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Liebherr, Biberach, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gesellschaft fur Labortechnik,Burgwedel,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Liebherr, Biberach, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Duran, Wertheim, Deutschland

Microsoft, UnterschleiRheim, Deutschland
Microsoft, UnterschleiRheim, Deutschland
Microsoft, UnterschleilRheim, Deutschland
Bosch, Stuttgart, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gilson, Villiers le Bel, Frankreich

FST (Fine Science Tools),
Deutschland

Heidelberg,

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Dynalab Corp., Rochester, NY USA

Schutt Labortechnik, Géttingen, Deutschland
Dynalab Corp., Rochester, NY USA

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

New Brunswick Scientific, Enfield, USA



Sonificator
Stereoskop Stemi 2000

Sterilbank mit Abschirmung, LaminAir HB 2448

Sterilbank ohne Abschirmung, Hera guard

Spannungsquelle, EPS 301

Transferkammer, Mini-PROTEAN®
Elektrophorese-System

Vortex-Mixer 7-2020
Waage, LE 6202S
Wasserbad

Wasserreiniger, PureLab plus

Wippe
Zellschaber
Zentrifugen Centrifuge 5415R, 5810R, 5415D

Zentrifuge Biofuge fresco

2.1.3

Puffer/L6ésungen

Puffer und Losungen

Agarosegel

BCA-Farblésung

Boratpuffer

BSA-Standardprotein
CPI (25x)
DAPI-Lésung
DNA-Ladepuffer 6-fach

ECL (enhanced chemiluminiscence)

Elektrophoresepuffer (10x)
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Bandelin, Berlin, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

NeoLab, Heidelberg, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland

Gesellschaft fir Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland

Elga Labwaters, Ransbach-Baumbach,
Deutschland

NeolLab, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Herstellung

1 % Agarose (1,5 g), 1,3 % Ethidiumbromid
(2 pl) in 150 ml TBE-Puffer

2 % Reagenz B in Reagenz A

150 mM Borsaurein H2Ogest.; pH 8,4
steril filtrieren

10 pg/ul BSA in Lysepuffer
1 Tablette CPI in 2000 ml Ampuwa-H20
20 pg DAPI+ 180 pl CH3OH + 39800 pl PBS

0,15 % Bromphenolblau, 0,15 %
Xylenxyanol, 40 % Saccharose in H2Ogest.
DNase-L6sung DNase in CMF lésen,
Endkonzentration 5 mg/ml

Lésung 1:

2,5 mM (100 pl) Luminol

0,4 mM (44 pl) P-Coumarséaure
0,1 M (1 ml) Tris-Chlorid

in (8,85 ml) H2Oudest; pH 8,5

Losung 2:

6 ul 30%iges H20:2

0,1 M(1 ml) Tris-Chlorid

in (9 Mml)H20gest.; pH 8,0
Direkt vor dem Gebrauch werden
beide Lésungen im Verhaltnis 1:1
gemischt.

250 mM Tris
1,9 M Glycin
1% SDS



Glucoselésung 5 %

HKME-Puffer

Lysepuffer fur Zelllysate

Milchlésung 5 %

Mowiol®(coverslip mounting solution)

Paraformaldehyd-Lésung (4 %)

PBS

HZOdest.

Sammelgel fir Western-Blots 5 %
(Angaben fir 2 Gele)

TBE (Tris-Borsaure-EDTA-Puffer)

TBS (Tris-gepufferte Salzlésung)

TBS-T (TBS mit Tween)

Transferpuffer

Trenngel fir Western-Blots (15%)
(Angaben fur 2 Gele)

Tris/SDS-Puffer 4x pH 6,8
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in H2Odest.
zur Gelelektrophorese 1:10 mit
H20dest. mischen (= 1x
Elektrophoresepuffer)

5 ml 45%ige Glucoselésung, 45 ml H20-
Ampuwa

10 mM HEPES, pH 7,2,
142 mM KCl,

5 mM MgClz,

1 mM EDTA,

in H2Odest.

940 ul HKME-Puffer,
40 pl CPI (25x),

10 pl 100 mM DTT,
10 pl Igepal

5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T

5 g Mowiol® + 20 ml PBS (1 h bei

40 °Cruhren)

+ 10 ml Glycerin (1 h bei RT ruhren),
Zentrifugation bei 500 rpm 15 min, pH 8,0 +
0,3 ml 2%iges NaNs + Propylgallat

(1 Spatelspitze auf 10 ml), rihren bei RT
Uber Nacht, 4000 rpm 20 min

40 g Paraformaldehyd in 1000 ml PBS (1 h
bei 60 °C ruhren; filtriert, pH 7,4 (mit 1M
NaOH)

9,55 g PBS-Pulver in 1000 ml H2Ogest.; steril
filtriert

mittels Wasserreiniger PureLab Plus
gereinigtes H20

3,05 ml H2Odest.

1,25 ml Tris/SDS-Puffer 4x pH 6,8

0,65 ml 30%iges Rotiphorese-Gel

0,025 ml 10%iges Ammoniumperoxidsulfat
0,005 ml TEMED

84 mM Tris-Chlorid, 89 mM Borséaure, 2 mM
Na2-EDTA in H20

150 mM NacCl
50 mM Tris
in H2Odest.

0,1 % Tween in TBS; pH 7,6

25 mM Tris-Chlorid
192 mM Glycin

20 % H20

in H2Odest.; pH 8,3

4,25 ml H2Odest.

4,25 ml Tris/SDS-Puffer 4x pH 8,8

8,5 ml 30%iges Rotiphorese-Gel

85 pl 10%ige Ammoniumperoxidsulfat-
Ldsung

8,5 ul TEMED

0,5 M Tris
0,4 % SDS
in H2Odest.; pH 6,8



Tris/SDS-Puffer 4x pH 8,8

Trypsin-Lésung
2.1.4 Kulturmedien
Kulturmedium

CMF-Ampuwa (Ca?*, Mg2*-frei)

CMF-Medium (Ca?*, Mg?*-frei)

LB-Medium

LB-Agar

MDN-Medium
(midbrain dopaminergic neuron)

MDN-Medium mit FCS

2.15 Gebrauchsmaterialien

Material
Blotting-Filterpapiere
Blotting-Schwamme
Glasplatten
Glasspaltplatten

Kamme

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Auslaufpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Chemiluminiszenzfiime
(Amersham Hyperfim™ ECL)

Deckgléser rund (Coverslips)

Filter, steril (Filtropur S 0.2)
Nukleofektions-Kit

(Nukleofektionslésung, sterile Kiivetten und

Transferpipetten)

Objekttrager

Material und Methoden

1,5 M Tris, 0,4 % SDS
in H2Odest ; pH 8,8

0,25 % Trypsin in CMF; pH 7,4

Herstellung

10 % HBSS (10x) in Ampuwa-H:0;
pH 7,4 mittelsNatriumhydrogenkarbonat
einstellen

50 ml HBSS 10x in sterilem Hz2Odest; pH 7,4
mittels Natriumhydrogenkarbonat einstellen

25 g LB-Pulver in 1000 ml H2Ogest., pH
7,0; autoklaviert und versetzt mit
Antibiotikum Ampicillin 200 pg/mi

11,2 g LB-Agar in 350 ml H2Odest ;
autoklaviert und auf ca. 60 °C abgekuhlt,
versetzt mit Antibiotikum Ampicillin 200 pug/mi

94,09 ml DMEM IF-12

2 ml Glucose

0,71 ml BSA fur Zellkultur
1 ml PSN

1 mIN1

1 ml Glutamin

200 pl Insulin

MDN-Medium + 10 % FCS

Hersteller

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Hersteller
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Lonza, Rockland, ME USA

Knittel Glass, Braunschweig, Deutschland



Parafilm

Pipettenspitzen mit Filter (div. Grol3en) Biosphere

Pipettenspitzen (div. GréRen)
Nitrocellulosemembran PROTAN®

Reaktionsgefaflie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
(Epicup)

Reaktionsgefalie (10 ml, 15 ml, 50 ml)
(Falcon-Réhre)

Spritze 20 ml (Discardit™ II)
Zellkulturplatten (6 Well, 24 Well, 96 Well)

2.1.7 Antikorper

Antikdrper
Anti-human-a-Synuclein—Maus-Antikérper
Anti-rat&human-a-Synuclein—-Maus-Antikorper
Anti-TH-Kaninchen-Antikdrper
Anti-Tubulin—Maus-Antikorper
Anti-Maus-1gG-Cy3-Ziegen-Antikorper
Anti-Kaninchen-1gG-Cy3-Ziegen-Antikdrper
Anti-Maus-1gG-Cy5-Ziegen-Antikorper
Anti-Maus-1gG-HRP-Ziegen-Antikodrper

Anti-Ratten-IlgG-HRP-Ziegen-Antikdrper

2.1.8 Plasmide

Plasmid
eGFP
a-Syn-WT
a-Syn-A30P
a-Syn-AS53T

2.1.9 Versuchstiere

Material und Methoden

Pechiney Plastic Packaging, Menesha,
WI USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Schleicher & Schuell Bioscience GmbH,
Dassel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Hersteller

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Zytomed, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
USA

s.23.1
s.2.3.2
S.2.3.2
S.2.3.2

Die Rattenembryonen wurden am Embryonaltag 14 (E14) aus weiblichen verpaarten Wistar-

Ratten entnommen. Samtliche Versuche erfolgten in Einklang mit den Tierschutzrichtlinien

des Landes Niedersachsen (AZ T10/28).
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2.2 Priméare Mittelhirnneuronenzellkultur

Die Praparation der primaren Mittelhirnneurone erfolgte modifiziert nach dem Protokoll von
Shimoda (Shimoda et al. 1992). Primare Zellen werden direkt aus dem entsprechenden
Gewebe enthommen und zeichnen sich durch die Eigenschaften, postmitotisch zu sein, sich
nur noch begrenzt teilen zu koénnen und unter Kulturbedingungen eine begrenzte
Lebensdauer zu besitzen, aus (Schmitz 2011). Der Vorteil dieser Zellkultur ist, dass sie
bezlglich ihrer Aktivitat und Funktion ein physiologischeres Bild im Vergleich zu
immortalisierten Zelllinien aufweist.

Es wurde eine primére neuronale Zellkultur mit einem mdoglichst hohen Anteil dopaminerger
Neurone (8,28 %, s. 3.1) gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellkultur keine
Gliazellen im Rahmen der angewandten Praparation aufweist (Saal et al. 2015). Die
Arbeitsvorgdnge untergliedern sich in die folgenden Schritte: Plattenvorbereitung,
Praparation der Zellen, Losung des Zellverbandes, Zellaussaat und Kultivierung.

2.2.1 Plattenvorbereitung

Zur Erzeugung eines optimalen Wachstumsmilieus der primaren neuronalen Zellkultur
wurden die Wachstumsplatten mit einem Untergrund (Matrix) beschichtet, auf dem die
Neurone gut adhérieren konnen. Zu diesem Zweck wurde eine Poly-L-Ornithin-
Hydrobromid/Laminin-Matrix verwendet, wie sie fir zahlreiche Kulturen gut etabliert ist
(Gstraunthaler und Lindl 2013). Poly-L-Ornithin-Hydrobromid ist eine synthetische
Aminosaure, die eine kinstliche positive Ladung erzeugt und zusammen mit Laminin, ein
Bestandteil der Basallamina, fir ein verbessertes Anhaften sowie Wachstum und
verbesserte Migration der Zellen auf der Kulturplatte sorgt (Flanagan et al. 2006).

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden 6-Kavitaten-Zellkulturplatten (6-well-plates) mit einer
Wachstumsoberflache von 9,5 cm?/Kavitat verwendet. Fir die Immunzytochemie wurden
kleinere 24-Kavitaten-Zellkulturplatten (24-well-plates) mit einer Wachstumsoberflache von
2 cm?/Kavitat ausgewahlt.

Die Kavitatenplatten wurden unter méglichst sterilen Bedingungen mit Ampuwa gewaschen
und anschlieend in Ampuwa 1:10 verdiinntem Poly-L-Ornithin-Hydrobromid (50 mg in 50 ml
Boratpuffer gelést) mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur und anschlieRend mehrere
Tage bei 4 °C inkubiert. Die Lamininbeschichtung erfolgte am Tag vor der Praparation durch
erneutes Waschen der Platten mit Ampuwa und Benetzung mit in CMF (Ca?*-, Mg?*-free
Hank’s balanced salt solution) geldstem Laminin (1:1000) mit 500 pl/Kavitat bei einer 24-
Kavitatenplatte oder 2ml/Kavitat in eine 6-Kavitatenplatte und anschliel3ender Inkubation im
Inkubator bei 37 °C Uber Nacht.

Unmittelbar vor der Préparation wurden die Platten abermals mit CMF gewaschen und fur

die spatere Aussaat mit jeweils 400 pl/Kavitat bei einer 24-Kavitaten-Platte oder bei einer 6-
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Kavitatenplatte mit 2000 pl/Kavitat MDN-Medium (midbrain dopaminergic neuron-Medium)
gefillt und im Inkubator bis zur Ausplattierung (100 pl Zellsuspension bei einer 24-Kavitaten-
Zellkulturplatte oder 500 pl bei einer 6-Kavitatenplatte) gelagert.

2.2.2 Herstellung der Zellkultur (MDN-Pré&paration)

Ziel der Praparation war die Isolierung der primaren Mittelhirnneurone aus dem rostral (zum
vorderen Ende des Korpers hin) gelegenen Mittelhirn, dem 1 mm? groRen Tegmentum, das
90 % aller im Rattengehirn vorhandener dopaminergen Mittelhirnneurone, d. h.
Tyrosinhydroxylase-positive Neurone (TH-positive), enthélt (Shimoda et al. 1992). Hierzu
wurden Mittelhirne aus Rattenembryonen von trachtigen Wistar-Ratten am 14ten

Embryonaltag (E14) entnommen.

E14 SAGITTAL SECTION
Midbrain Tec[u;n\ Isthmus
Tegmentum i o
& W Cerebellum
Pretectum —__ 88 . \| Metencephalon
Diencephalon —_  —— == ; N Pons Hindbrain

Medulla— Myelencephalon

Forebrain A 2 ey
Telencephnlon<|’,im

{ [ \ »
\ A
X 3

Spinal cord

_._.,«z;\ “7.' it Sry
Py &Y s o plkmmd

Abb. 2.1 Rattenembryo-Gehirn (E14). Sagittaler, 10 um dicker Paraffinschnitt, Nisselfarbung. Die dopaminergen Neurone
liegen im Tegmentum (1 mm?®) des Mesencephalons, roter Markierungspunkt (modifiziert aus ,The Rat Nervous System®,
Paxinos 2004, mit Erlaubnis von ELSEVIER).

Das Vorgehen der Praparation der Mittelhirnneurone basierte mit Abweichungen auf dem
Protokoll von Shimoda et al. 1992.

Die trachtigen Ratten werden in einem luftdicht geschlossenen Kafig mittels langsamer,
kontinuierlicher Einleitung von CO. narkotisiert. Die Hyperkapnie fuhrt zum Atemstillstand
und Hypoxie, an welcher die Ratte verstirbt. Rasch nachdem der Tod sicher eingetreten ist,
folgt die Desinfektion der ventralen Rumpfseite mit 70 % Ethanol. Anschlielend erfolgt die
Eroffnung des Abdomens durch einen medianen Langsschnitt. Der Uterus mit den darin
enthaltenen Embryonen (E14) wird mit einer chirurgischen Pinzette gefasst und an der
Uterusbasis mit einem Schnitt gelost.

Unter einer offenen Sterilbank (ohne Abschirmung) werden die Embryonen samt Uterus in
eine Petrischale (20 cm) mit 4 °Ckaltem CMF gelegt und von Fettgewebe und Blut befreit.
Nach der Reinigung werden sie in eine neue Petrischale mit CMF (4 °C) tUberfuhrt und dort

aus dem Uterusgewebe und der Fruchtblase mit einem Schnitt geldst. AnschlieRend werden
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die Embryonen mit einer kleineren chirurgischen Pinzette im Rumpfbereich gefasst, in eine
kleinere Petrischale Uberfuhrt und auf Eis gestellt.

Zur Préaparation der Mittelhirnneurone wird das Mittelhirn unter stereoskopischer Sicht
(Stereoskop, Zeiss) identifiziert, keilféormig im 90°-Winkel (s. Abb. 2.2 und Abb. 2.3 (a))
herausgeschnitten, an der geschlossenen konvexen Seite entlang der Medianlinie mit einem
Schnitt gedffnet (s. Abb. 2.3 (a)) und aufgeklappt, sodass die linke und rechte Mittelhirnhélfte
nun von ihrer medialen Seite zu sehen ist und sich als eine Schmetterlingsfigur darstellt (s.
Abb. 2.3(b)). Die lateralen Enden mit dem meningealen Gewebe werden entfernt (s. Abb.
2.3(b)). Sodann wird das restliche Hirnhautmaterial mit einer Pinzette fixiert gehalten. Mit der
geschlossenen Spitze der Schere wird das Mittelhirngewebe unterminiert und die Hirnhaute
in einer gegensinnigen Bewegung abgestreift (s. Abb. 2.3 (c)). Das separierte
Mittelhirngewebe wird in eine vorbereitete Falcon-Rdhre (Reaktionsgefal? 10 ml) mit CMF-
Ampuwa auf Eis Uberfuhrt. AnschlieBend wird die Glasplatte, die in einem
Petrischalendeckel (unter dem Obijektiv) liegt, mit CMF gewaschen, um meningeales
Restgewebe und Erythrozyten zu entfernen. Diese Schritte wurden so oft wiederholt, bis alle
Embryonen verarbeitet waren. Ein Muttertier lieferte eine maximale Anzahl von 20
Embryonen. Das Mittelhirngewebe musste in weiteren Schritten bearbeitet werden, um

einzelne Mittelhirnneurone zu gewinnen.

Abb. 2.2 Schematische Darstellung eines Rattenembryos (E14). Eingezeichnet ist die Schnittfihrung im 90°-Winkel
(Keil) zur Entnahme der Mittelhirnregion, welche die dopaminergen Neurone enthalt.
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Abb. 2.3 Schritte der Praparation des Mittelhirns. a) Keilférmig exzidierte Mittelhirnregion mit Eréffnung der konvexen,
ehemals aulleren Schicht. b) Aufklappen des Mittelhirn-Keils (Schmetterlingsfigur) und Entfernung der lateralen Enden
entlang der gestrichelt dargestellten Schnittfihrung. c) Separation des menigealen Gewebes vom restlichen
Mittelhirngewebe.
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2221 Losung des Zellverbandes

In mehreren Teilschritten wurde unter einer Sterilbank (mit Abschirmung) das gewonnene
Mittelhirngewebe mit dem Ziel behandelt, die einzelnen Neurone mdglichst schonend aus
ihrem Verband zu l6sen, um diese anschlieRend im Nahrmedium zu kultivieren.

Dazu wurden die Zellen in einem Falcon-Réhrchen 1 Minute bei 20 °C und 800 rpm
zentrifugiert und der Uberstand (CMF) mit der Pasteurpipette und dem Sauger entfernt,das
gewonnene Zellpellet mit 1 ml Trypsin resuspendiert und fur 11 Minuten in ein37 °C warmes
Wasserbad gestellt. Anschlieend wurden 60 pl DNAse in das Falcon-Réhrchen hinzugefugt
und fir 1 Minute bei 20 °C/800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (Trypsin und DNAse) wurde
entfernt und das Zellpellet mit 900 ul FCS resuspendiert, mit einer 1000 pl-Pipettenspitze 4-
mal trituriert und fur 1 Minute stehen gelassen, damit die Zellen sedimentieren. Der
Uberstand wurdeanschlieRend in ein frisches,12 ml fassendes Falcon-Réhrchen tberfihrt.
Das Zellsediment wurde erneut mit 900 pyl Nahrmedium resuspendiert und mit einer speziell
angefertigten Glaspasteurpipette (kleine Offnung ca. 100 um) 4-5x trituriert und
homogenisiert bis die Flussigkeit milchig-trib geworden ist. Die homogenisierte Flissigkeit
(aus ihrem Verband geloste Zellen) wurde in das neue Falcon-Réhrchen mit FCS-Uberstand
Uberfuihrt und fiir 4 Minuten bei 20 °C/800 rpm zentrifugiert, der Uberstand wiederum entfernt
und verworfen und das Pellet mit genau 1000 pl Nahrmedium resuspendiert und noch 1-2x
trituriert bis das Pellet sich vollstandig homogenisierte (= 1000 pl Zellsuspension). Die

Zellsuspension konnte in weiteren Schritten als Zellkultur ausplattiert werden.

2.2.2.2 Zellaussaat

Fir die nach einer Transfektion kultivierten priméren Mittelhirnneurone wurde eine Zelldichte
von ca. 4x10° Neurone/cm? ausplattiert und kultiviert (z. B. 800.000/Kavitat in einer 24-
Kavitatenplatte).

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte in einer Neubauer Zahlkammer.
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Die Zellen wurden mit jeweils 100 yl pro Kavitat in kreisender Bewegung langsam
ausplattiert und zusatzlich im Anschluss die gesamte Kavitatenplatte im und gegen den
Uhrzeigersinn gekreist.

2.2.2.3 Kultivierung

Die Zellen wurden in einer 24- oder 6-Lochkulturplatte bei 37 °C,5% CO2 und in mit
Wasserdampf-gesattigter Atmosphére in 500 ul respektive 2500 pl Medium/Kavitat kultiviert.
Bei Konditionen, die ohne Nukleofektion angelegt wurden, erfolgte ein Mediumwechsel von
250 pl am ersten und dritten Tag nach der Praparation.

Nach einer Transfektion durch Anwendung des Nukleofektionsverfahrens wurden 2/3 des
Mediums bereits nach ca. 3 Stunden ausgetauscht [Zellkulturtage = days in-vitro O (DIVO)],
um die adhéarenten Zellen moglichst schnell von Rickstanden der Nukleofektionsldsung und
avitalen Zellen bzw. Zelldetritus zu befreien. 24 Stunden spéater (DIV1) erfolgte der
Austausch der Halfte des Mediums und nach weiteren 24 Stunden (DIV2) ein erneuter
Wechsel der Halfte des Mediums. Der letzte Mediumwechsel erfolgte weitere 24 Stunden
spater (DIV3) vor der am funften Tag durchgefihrten Zellfixierung bzw. Lysatherstellung
(DIV5).

2.2.3 Nukleofektionsverfahren

Die Transfektion durch die Nukleofektionsmethode dient dem Zweck, dass die eingebrachte
DNA mittels Plasmid direkt in den Zellkern der Zelle gelangt, dort transkribiert wird und zur
transienten Expression der Proteine a-Syn (WT), seiner Mutanten A30P und A53T und dem
Kontrollprotein eGFP flihrt. Die Transfektion der a-Syn-Plasmide erfolgte immer als Co-
Transfektion mit dem eGFP-Plasmid, welches als Indikator fur den Transfektionserfolg
diente. Die Kontrollgruppe wurde ausschlielich mit dem eGFP-Plasmid in einer
aquivalenten Dosis transfiziert. Die isolierte eGFP-Expression hat keinen Effekt auf den
Zellstoffwechsel und ist nicht zytotoxisch (Chalfie et al. 1994).

Die Transfektion der Zellen mit den Plasmiden mittels Nukleofektion wurde durch einen
Nukleofektor (Nucleofector™ Il Device, Lonza), der ein elektrische Feld erzeugt, erzielt. Zur
Herstellung eines elektrischen Kontaktes besitzt die zugehdrige Kivette Elektroden aus
Alluminium. Die Zellsuspension wird in die Kivette pipettiert, welche in den Nukleofektor
platziert wird (s. Abb. 2.4).

Bei der Nukleofektion handelt es sich um eine spezielle Form der Elektropration, bei der
durch ein elektrisch erzeugtes Feld die Permeabilitat der Zellmembran, durch eine lokale
Zerstorung der Membranintegritat, transient erhdht wird und mittels einer speziellen
Nukleofektionslosung (Pufferlésung) die Plasmid-DNA direkt in den Nukleus gelangt
(Zeitelhofer et al. 2009, Maasho et al. 2004). Durch mdgliche toxische Effekte des
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Verfahrens kann die Zellviabilitdt je nach Zelltyp stark beeintrachtigt werden. Aus diesem
Grund musste die Elektroporationsmethode der vulnerablen priméaren Mittelhirnneurone

zunéchst optimiert werden.

J1L— pulse power supply

|_— lid

L — cuvette

|__— electrodes

| —

electrical contacts

| cells in suspension

Abb. 2.4 Schematische Darstellung eines Elektroporators mit Kivette (Abbildung unverandert aus Wheeler 2007). Die
Kuvette besteht an zwei Seiten aus Aluminiumelektroden, Uber die der elektrische Fluss gewahrleistet wird.

Als Transfektionszubeh6r wurde das Basic Nucleofector Kit for primary mammalian neurons/
Basic Primary Neurons Nucleofector®Kit (VPI-1003), bestehend aus der Basic Neuron
Nucleofector™Solution 2,25 ml (Nukleofektionslésung), dem Supplement 0,5 ml (Zusatz),
den Kuivetten und sterilen Plastikpipetten, genutzt. Der Nukleofektor (Nucleofector™ Il
Device, Lonza) verfugt Uber mehrere Programme, die mit unterschiedlicher Intensitat und
Dauer das elektrische Feld erzeugen. Fur die primdren mesencephalen Mittelhirnneurone
wurden von der Firma Lonza vier verschiedene Programme zur Auswahl gestellt: A-033, C-
013, G-013 und O-005. Alle vier Programme wurden fur die Transfektion gestestet (s. 3.2.1).
Das Programm G-013 zeigte hierbei die besten Ergebnisse und wurde fur alle weiteren

Versuche verwendet.

2.2.31 Nukleofektionsprotokoll

Die Zellsuspension (Zellzahl: 3,2-5x10° Zellen/pro Kondition) wurde bei 800 rpm 1,5 min lang
zentrifugiert und der Uberstand vollstandig verworfen, um Interaktionen mit der
Nukleofektionsldsung zu vermeiden. Die Resuspension des Zellpellets erfolgte mit 90 pl
Nukleofektionsldsung [plus dessen Zusatzkomponente (Supplement)] und 10 pl einer Lésung
des jeweiligen Plasmids (z. B. 3 yg a-Syn-Plasmid + 2 pg eGFP-Plasmid verdinnt in
Ampuwa). Die resultierende Mischung wurde in die Transfektionskivette Uberfiihrt und die
Nukleofektion erfolgte mit dem Programm G-013 (s. 3.2.1). Nachkommend wurde die
Zellsuspension mit einer sterilen Plastikpipette auf das errechnete Zielvolumen mit
Néhrmedium (+ 10 % FCS) aufgefllt [z. B. fir 4 Konditionen:400 pl-100 pl (Zellsuspension)
= 300 pl (Nahrmedium)] und in ein vorbereitetes Epicup tberfihrt. Anschlielend erfolgte die

Aussaat und Kultivierung der Zellen nach bereits beschriebener Methodik.
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2.3 Plasmide
2.3.1 eGFP-Plasmid

Das eGFP-Plasmid exprimiert unter der Kontrolle eines hSYN-Promotors (humaner
Synapsin-Promotor) und eines H1 RNA-Promotors das enhanced green fluorescent protein
(eGFP.), welches eine grine Autofluoreszenz besitzt und bei allen Experimenten als
Kontrollprotein diente. Zur weiteren Steigerung der Transkription wurde ein Simian Virus 40-
Promotor (= SV40) in die Plasmide eingebaut (Koch et al. 2011). Das Plasmid wurde
freundlicherweise von Prof. Uwe Michel zur Verfluigung gestellt (Koch et al. 2011).
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Abb. 2.5 Schematische Darstellung des eGFP-Plasmids. Zahlen entsprechen Basenpaaren (bp); AMP: Ampicillin-
Resistenz; hSYN: humaner Synapsinpromotor; ITR: umgekehrte endstandige Wiederholung (inverted terminal repeat);
SV40 pA: Simian Virus 40 Polyadenylat-Sequenz; H1 RNA-Promotor: Polymerase Il HL RNA-Promotor-Sequenz; CytbAS:
partielle Sequenz von Cytochrom B. In die Plasmidkarte sind die Schnittstellen verschiedener Restriktionsenzyme
eingezeichnet.

2.3.2 a-Syn-Plasmide (WT, A30P, A53T)

Diese Plasmide wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Dr. S. Kugler (AG Bahr,
Goéttingen, Deutschland) bereitgestellt und exprimieren humanes a-Syn in seiner Wildtyp-
Form sowie in zwei Parkinson-relevanten Mutationen (A30P und A53T). Samtliche Plasmide

sind in ihrer Grundstruktur (s. Abb. 2.6) gleich aufgebaut.
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Abb. 2.6 Humanes a-Syn-exprimierendes Plasmid. Zahlen entsprechen Basenpaaren (bp); AMP: Ampicillin-Resistenz;
WPRE: Woodchuck Hepatitis Virus posttranskriptionelles Regulationselement (Woodchuck hepatitis  virus
posttranscriptional regulatory element); ORI: Replikationsursprung (origin of replication); f1(+) ORI: Replikationsursprung
zur einzelstrangigen Replikation von fl-Phagen; TR: endsténdige Wiederholung (terminal repeat); bGH pA: bovines
Wachstumshormon (bovine growth hormone) mit Polyadenylat-Sequenz; hSYN: humaner Synapsin-Promotor. In die
Plasmidkarte sind die Schnittstellen verschiedener Restriktionsenzyme eingezeichnet. Die durch die A30P-Mutation neu
entstehende Smal-Schnittstelle ist rot hervorgehoben.

Sie beinhalten einen humanen Synapsin-Promotor (hSYN-Promotor), der die Expression der
Proteine reguliert. Zusatzlich ist auf allen Plasmiden eine Ampicillin-Resistenz codiert (AMP),
um im Rahmen der bakteriellen Vervielfaltigung eine Selektion der korrekten Plasmide
mittels Antibiotika-Behandlung zu erméglichen. Lediglich die zu transkribierenden Proteine
unterscheiden sich zum einen durch die Mutationen (WT, A30P oder A53T) und zum
anderen durch ein UA-Tag bei der A53T-Mutation, welches jedoch die Funktionalitat des
Proteins nicht beeinflusst und bei einem etwas groReren Plasmid ein leicht erhdhtes
Molekulargewicht zur Folge hat. Durch die A30P-Mutation entsteht eine neue Schnittstelle fir
das Restriktionsenzym Smal, sodass das Vorhandensein dieser Mutation in der
restriktionsenzymatischen Verdauung nachgewiesen werden kann (s. Abb. 2.7). Die
Plasmide wurden nach Amplifikation mittels Restriktionsenzymverdau (s. auch 2.3.7) auf ihre

Korrektheit untersucht.

2.3.3 Plasmidamplifikation in E.coli
E.coli hat, wie einige andere Bakterien auch, die Eigenschaft, ringformige DNA (sog.

Plasmide) unabhangig von inrem eigenen Genom vervielfaltigen zu kénnen. Deshalb wurden
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Plasmide in kompetente E.coli Bakterien eingebracht, um anschlieend von den Bakterien
das gewilnschte Plasmid vervielfaltigen zu lassen (Transformation). Kompetenz ist die
Eigenschaft von Zellen extrazellulare DNA aufnehmen zu kdénnen (Palchevskiy und Finkel
2006). Fur alle a-Syn-Plasmide wurde Ampicillin als Antibiotikum zur Selektion der richtigen
Klone verwendet (s. 2.3.2).

Nach Impfung einer Agar-Platte wurden je 4 Bakterien-Kolonien pro Plasmid gepickt, in
Falcon-Rohrchen (Reaktionsgefald 10 ml) mit je 2,5ml Antibiotika-haltigem (Ampicillin
1:1000) LB-Medium (Luria Bertani) tberfuhrt und bei 37 °C, schrag stehend und schuttelnd
bei 180 rpm fir ca. 14 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde die Halfte jedes Ansatzes zur
Plasmid-DNA-Extraktion mittels Mini-Praparation genutzt, um nach erfolgtem Nachweis der
korrekten Plasmid-Amplifikation mittels Restriktionsenzymverdau die Ubrige Halfte flr das

Bakterienwachstum zur Plasmidgewinnung durch eine Mega-Praparation zu nutzen.

2.3.4 Mini-Praparation

Plasmid-Praparationen dienen dazu, die in den transformierten Bakterien amplifizierte
Plasmid-DNA zu gewinnen und aufzureinigen. Dies kann je nach Bedarf in verschiedenen
GroRendimensionen erfolgen. Uber eine Mini-Praparation kénnen etwa 20 pg Plasmid-DNA,
in einer Maxi-Praparation bis zu 500 yg und in einer Mega-Praparation bis zu 2500 pg (laut
QIAGEN-Herstellerangaben) gewonnen werden.

Die Mini-Praparation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit und den mitgelieferten
Puffern (P1, P2, N3, PB und PE), entsprechend dem beiliegenden Protokoll, durchgefiihrt.
Aus den Rohrchen der Plasmidamplifikation wurden 2 ml abpipettiert, in ein Epicup Uberflhrt
und zentrifugiert. Nach einer Zentrifugation bei 13000 rpm fir 1 Minute wurde das Bakterien-
enthaltende Pellet mit 250 pl Puffer P1 resuspendiert und dann mit 250 uyl Puffer P2 fir
maximal funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wahrend das Epicup per Hand
geschwenkt wurde. Dies diente der Lysierung der Bakterien. AnschlieRend wurden 350 pl
Puffer N3 zur Prazipitation der DNA zugefligt, geschwenkt und 10 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert. Im Pellet war nun der Bakteriendetritus, genomische DNA und Proteine
gesammelt, im Uberstand lagen die Plasmide in isolierter Form vor. Der Uberstand wurde
auf die QIA spin column® (ff. Sdule) Gberfuhrt und die Séule bei 13000 rpm fur eine Minute
zentrifugiert. Dabei verblieb die DNA in der Saule und der Durchfluss wurde verworfen. Mit
Hilfe von 500 pl Puffer PB, der auf die Saule pipettiert wurde, und anschlieRender
Zentrifugation bei 13000 rpm fir 1 Minute wurde die DNA gewaschen, vorhandene
Nukleasen inaktiviert und der Durchfluss wieder verworfen. Anschlieend wurde abermals
mittels 750 ul Puffer PE gewaschen, flr eine Minute zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Um letzte Restbestande zu entfernen und die DNA zu trocknen wurde nochmals

fur eine Minute zentrifugiert. Zuletzt wurde die Séaule in ein neues Epicup (1,5 ml) Uberfuhrt
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und die DNA mittels 50 yl Puffer AE, einer einminitigen Inkubation und erneuter
Zentrifugation eluiert.

Nach der Mini-Praparation wurden die aufgereinigten Plasmide mittels Restriktionsenzym-
verdau (s. 2.3.5) und anschlieRender Agarosegelelektrophorese (s. 2.3.5.1) auf Korrektheit
geprift. Sowohl die Reinheit als auch die Konzentration der gewonnenen Plasmid-DNA
wurde mit einem Bio-Photometer bestimmt (s. 2.3.6).

2.3.5 Mega-Praparation

Uber eine Mega-Praparation konnen etwa 2500 pug Plasmid gewonnen werden.
Ausgangspunkt fur eine Mega-Préaparation war ein auf genomische Korrektheit geprifter
Mini-Praparationsansatz. Die Bakterien aus der Amplifikation wurden hierzu in jeweils 500 ml
Antibiotika-haltiges LB-Medium, welches sich in Kolbenflaschen befand, tberfuhrt und Uber
Nacht bei 37 °C geschuttelt bei 180 rpm inkubiert. Die Mega-Préparation wurde mit Hilfe des
Qiagen Plasmid Mega Kits, entsprechend den Herstellerangaben, durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung der Mega-Praparation ist der Durchfiihrung der Mini-Praparation bis auf einige
zusatzliche Reinigungsschritte mittels 70%igem Ethanol und der Prazipitation der DNA
mittels Isopropanol nahezu identisch, sodass hier auf die ausfuhrliche Darstellung in 2.3.4
verwiesen wird. Auch nach der Mega-Préparation erfolgte die Kontrolle der Plasmide tber
einen Restriktionsenzymverdau und anschliel3ender Agarose-Gelelektrophorese. Die DNA-
Konzentration und Reinheit wurden ebenfalls mit dem Bio-Photometer bestimmt (s. 2.3.6).

Die entstandenen Plasmid-Anséatze wurden fir alle nachfolgenden Experimente verwendet.

2.3.6 Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit (OD-Bestimmung)

Die Bestimmung der optischen Dichte der Plasmidlésung diente der Reinheitskontrolle und
Konzentrationsbestimmung.

Zum einen musste, damit bei der Elektroporation identische Plasmidmengen transfiziert
werden, die DNA-Menge in der Plasmidldsung bestimmt werden und zum anderen hangt die
Erfolgsrate der Elektroporation stark von der Reinheit der Plasmide ab. Eine unreine Ldsung
wirde zu einem vermehrten Zelltod durch die Transfektion fihren. Die Reinheit der
Plasmidlésung konnte durch Bestimmung der optischen Dichte evaluiert werden.

Die Konzentration einer DNA-L6sung wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm in einer Quarzkivette bestimmt. Aus der Extinktion der LOsung kann die
Konzentration berechnet werden. Das Verhdltnis der Nukleinsdure-Absorption zur Protein-
Absorption gibt zusatzlich Auskunft Uber die Reinheit einer Nukleinsdure-Lésung. Das
Absorptionsmaximum fur Proteine liegt, basierend auf der Absorption der aromatischen
Aminoséaurereste, bei 280 nm. Das Verhdltnis der OD 260 (Optische Dichte) zur OD 280

zeigt somit an, wie stark eine DNA-LOsung durch Ethanol-Rickstande, Kontaminationen und
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Reste von Proteinen verunreinigt ist (Sambrook und Russell 2001, Wilfinger et al. 1997). Ein
Verhéaltnis von ~ 1,8 spricht fir eine reine DNA-Isolierung. Ist die Nukleinsdure-Ldsung
kontaminiert, so ist der Wert deutlich kleiner.

Der Mittelwert aus 2 unabhangigen Einzelmessungen lag fur den a-Syn-WT bei 1,80 + 0,01
(OD260/280), fur das a-Syn-A30P-Plasmid bei 1,75+ 0,01 (OD260/280), fur das a-Syn-
A53T-Plasmid bei 1,69 +0,01 (OD260/280) und fiur die eGFP-Plasmid-Losung bei
1,80 + 0,01 (OD260/280).

Die gute Reinheit der DNA-LOsungen konnte hiermit bestétigt und die einzelnen

Konzentrationen berechnet werden.

2.3.7 Restriktionsenzymverdau

Der Restriktionsenzymverdau dient der Kontrolle der Plasmidamplifikation. Hiermit wurde
vornehmlich ausgeschlossen, dass es wahrend einer Amplifikation zu Fehlern in der DNA-
Lange und damit zu einem anderen Genprodukt gekommen ist.

Restriktionsenzyme sind Restriktionsendonukleasen, die DNA an bestimmten Stellen (sog.
Palindrome) erkennen, ,schneiden“ kénnen und folglich verschieden lange DNA-Stiicke
entstehen lassen, je nachdem an welcher Stelle sie die DNA trennen (Milhardt 2008). Uber
die spezifische Lange und somit der Anzahl der Basenpaare (bp) der DNA-Abschnitte
konnen diese durch den Vergleich mit einer Restriktionskarte (Plasmidkarte) identifiziert
werden.

Aus der Plasmidkarte (s. Abb. 2.5 und 2.6) sind die verschiedenen Schnittstellen fir
unterschiedliche Restriktionsenzyme zu entnehmen. Es wurden die Enzyme SMA1, Bgl2 und
Notl ausgewahilt.

Der erste Restriktionsverdau wurde mit dem Enzym SMAL1 durchgefihrt. Es wurden 0,5 pl
Enzym, 1 pl von Puffer 4 sowie 200 ng DNA-Menge zusammengefligt und mit Ampuwa auf
ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt. Die Mischung wurde fir 30 Minuten bei 25 °C
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 2,5 pl 5x-DNA-Puffer hinzugefugt und auf ein
Agarose-Gel (s. 2.3.7.1) auftragen. Fir den zweiten enzymatischen Verdau mit den
Restriktionsenzymen Bgl2 und Not 1 erfolgte die Hinzugabe des Enzympuffers 3 und die

Inkubation bei 37 °C. Die Ubrigen Angaben blieben gleich zum Verdau mit SMAL.

23.7.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung der im Restriktionsverdau
entstandenen DNA-Fragmente nach ihrer GroRe. Die negativ-geladenen Fragmente
wandern durch das elektrisch erzeugte Feld zum positiven Pol und werden dabei nach ihrer

GroRRe aufgetrennt.
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Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde ein 1%iges Agarose-Gel fir eine groRe Elektro-
phoresekammer mit 1 pl Ethidiumbromid-Zusatz gegossen. Fir jede Probe wurden 10 pl in
die Taschen des Gels pipettiert. AuRerdem wurden 5 pl DNA-Marker in eine Tasche
pipettiert, damit die GroRe der einzelnen Fragmente am Ende semiquantitativ abgelesen
werden konnte. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 100 V fur maximal 2 Stunden.
Nach Erreichen der gewunschten Trennungsabsténde konnten die DNA-Fragmente mit Hilfe
des DNA-interkalierenden und nach Anregung durch UV-Licht (ultraviolettes Licht)
fluoreszierenden Ethidiumbromids mit Hilfe des Fluor-S™-Multiimagerssowie den Softwares
Quantity One 4.2.1 und Magellan 3 dargestellt werden.

2.3.7.2 Ergebnisse des Restriktionsenzymverdaus

Durch den Verdau der a-Syn-WT- und a-Syn-A53T-Plasmide mit dem Enzym SMAL ergeben
sich zwei Fragmente, ein Fragment mit einer Gré3e von 3013 bp und ein weiteres von
1955 bp Grélke. Dahingegen fuhrt der Verdau des a-Syn-A30P-Plasmids zu drei
Fragmenten, da die Punktmutation zur Bildung einer weiteren Schnittstelle fur SMA1 fuhrt.
Es entstehen hier Fragmente der Grof3en 3013 bp, 1265 bp und 690 bp.

Der zweite Restriktionsverdau wurde zusammen mit den Enzymen Bgl2 und Notl
durchgefuhrt. Fir alle drei a-Syn-Plasmide (a-Syn-WT, -A30P und -A53T) ergeben sich beim
Verdau mit diesen jeweils 3 Fragmente in den GroRen 3173 bp, 959 bp und 858 bp (s. Abb.
2.7).

Enzym Bgl2/ Bgl2/ Bgl2/ Kein Enzym
SMA1 Not1 SMA1 Not1 SMAT Not1 (Kontrolle)

— 3000bp

— 1000bp

T - T - ’ . i
wT A30P A53T Wt

Abb. 2.7 Restriktionsenzymverdau der a-Syn-Plasmide in zweifacher Ausfiihrung. Der Restriktionsenzymverdau zeigt
eine korrekte Amplifikation der a-Syn Plasmide (WT, A30P und A53T). Als Kontrolle diente ein Ansatz des a-Syn-WT-
Plasmids ohne Restriktionsenzym. Basenpaare (bp).

Der Restriktionsenzymverdau fir das Kontrollplasmid eGFP wurde mit dem Enzym SMA1

durchgefuhrt, was zu Fragmenten der GrofRen 4406 bp, 2861 bp und 11 bp fihrt,wobei

letzteres aufgrund der geringen Grol3e auf dem Gel nicht eindeutig zu erkennen ist.
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Enzym Kein Enzym
(Kontrolle) SMA1

3000bp =—

eGFP

Abb. 2.8 Restriktionsenzymverdau des eGFP-Plasmids in zweifacher Ausfiihrung. Der Restriktionsenzymverdau zeigt
eine korrekte Amplifikation von eGFP. Basenpaare (bp).

2.4 Immunzytochemie der primaren Mittelhirnneurone

Hierzu wurden die Mittelhirnneurone auf zuvor mit Poly-L-Ornithin und Laminin beschichtete,
runde Deckglaser (Coverslips) in einer 24-Kavitatenplatte ausgesat.

2.4.1 Zellfixierung

Die Zellfixierung erfolgte an DIV5, indem das Medium vorsichtig mittels einer Plastik-
Pasteurpipette aus den Kavitaten der Kulturplatte entfernt und durch 37 °C warmes PBS
ersetzt wurde. Dann wurde das PBS in gleicher Art und Weise entfernt und durch 4%iges
Paraformaldehyd (PFA) ersetzt und die Zellen damit bei 4 °C fir 10 Minuten inkubiert.

AnschlieRend wurde das PFA entfernt und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.

2.4.2 Zellfarbung

Nach dem Waschvorgang wurden die Deckglaser mit den darauf befindlichen Neuronen mit
hochster Vorsicht aus den Kavitaten geholt und auf eine mit Paraffin abgedeckte,
umgekehrte Kulturplatte Gberfuhrt, die zum Schutz vor Austrocknung mit Wasser gefllt war.
Nach dem vollstandigen Entfernen der PBS-Reste mittelsPlastikpipette wurden die Zellen mit
Aceton schockgefroren und bei -20 °C fur 10 Minuten inkubiert. Es folgte der Blockvorgang
mit der Block-Lésung DAKO® diluent fur 20 Minuten, um unspezifische Bindungen der
verwendeten Antikorper zu inhibieren. Nach dem Blocken wurden die Neurone mit dem
ersten Antikorper (in entsprechender Verdinnung gelost in DAKO diluent) bei 4 °C Uber
Nacht inkubiert (Anti-a-Syn—Maus-AK 1:250, Anti-TH-Kaninchen—AK 1:200). Vor der
Inkubation mit dem Zweitantikdrper wurden die Deckglaser erneut in PBS gewaschen und
bei 37 °C fur eine halbe Stunde inkubiert (Cy3-anti-Kaninchen-Ziegen-AK 1:1000, Cy5-anti-
Maus—Ziegen-AK 1:1000), abermals in PBS gewaschen und dann fir 5 Minuten mit DAPI fur

die Zellkernfarbung inkubiert. Der letzte Waschvorgang erfolgte wiederum in PBS, bevor die
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runden Deckglaser auf Objekttragern in 20 pul Mowiol®/Deckglas (erwarmt auf 37 °C)
eingebettet und bei 4 °C im Dunkeln getrocknet wurden.

2.4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die gefarbten Praparate wurden am Axioplan Fluoreszenzmikroskop mit einem 10-fach- und
einem 20-fach-Objektiv mikroskopiert, digital fotografiert (Kamera AxioCam) und Uber das
Programm AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss Vision) bearbeitet.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome) mit Licht
einer bestimmten Wellenlange angeregt (Absorbtion) und strahlen nur wenige
Nanosekunden spater Licht einer anderen Wellenlange zuriick (Emmission).

Das rot-fluoreszierende Indocarbocyanin 3 (Cy3) ist sehr leuchtintensiv und hat ein
Exzitationsmaximum (Absorbtion) bei 550 nm und ein Emissionsmaximum bei 570 nm. Das
infrarot-leuchtende Fluorochrom Indodicarbocyanin 5 (Cy5) ist bei 650 nm maximal angeregt
und hat ein Emmisionsmaximum von 670 nm. Das Fluorochrom Cys5 ist fiir das menschliche
Auge kaum sichtbar und kann nur mittels Aufnahme dargestellt und nicht direkt mikroskopiert
werden.

Das vom Kontroll-Plasmid exprimierte eGFP diente der Kontrolle der Transfektionseffizienz
und Identifikation von transfizierten Neuronen, da es bei erfolgreicher Expression durch
seine Eigenfluoreszenz (Autofluoreszenz) bei Anregung griin leuchtet und folglich keiner
Farbung bedarf. Es hat ein Exzitationsmaximum bei 490 nm und ein Emissionsmaximum bei
508 nm.

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) wurde fir die Kernfarbung genutzt und ist ein blauer
Fluoreszenzfarbstoff, welcher der Markierung von DNA dient und ein Absorbtionsmaximum
von 358 nm und ein Emissionsmaximum von 461 nm besitzt.

Die digitalen Aufnahmen der Mikroskopie erfolgten tber die Kamera AxioCam und mit dem
Programm AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss Vision). Bei den Standardaufnahmen der
Mittelhirnneurone wurden die Bilder in einem definierten Bereich aufgenommen. Dabei
wurden die Aufnahmen quer durch die Mitte der runden Deckplatte (Coverslip) gemacht (s.
Abb. 2.9), um mdgliche systematische Ungleichheiten der Zellverteilung entlang des
Durchmessers des Deckglaschens in allen Gruppen gleichermaf3en abzubilden (haufig findet
sich in der Mitte des Deckglaschens eine etwas hohere Zelldichte als am Rand). So
entstanden pro Coverslip 10 Bilder. Die Aufnahmen wurden dann zur statistischen

Auswertung genutzt.
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20-fache VergroRerung

Abb. 2.9 Schematische Darstellung der systematischen Bildaufnahmen eines Deckglases. Dargestellt ist ein
Deckglas mit 10 Aufnahmen (rosa Quadrate), dabei entspricht ein kleines Quadrat in etwa einem Gesichtsfeld in 20-facher
VergroRerung.

Bei spezifischer Betrachtung der TH-positiven transfizierten Neurone erfolgten die
Aufnahmen, aufgrund der relativ geringen Zelldichte von 8,28 % (s. 3.1), vornehmlich in

zelldichten Bereichen, umanschlieRend zur statistischen Auswertung genutzt zu werden.

2.4.4 Quantifizierung

Um die Objektivitdit der Auswertung zu gewabhrleisten, erfolgten die Messungen unter
verblindeten Voraussetzungen, indem die Versuchsgruppen von einer anderen Person
unsystematisch nummeriert wurden. Erst nach Abschluss der quantitativen Auswertung
erfolgte die korrekte Zuordnung.

Die Vermessung und Auswertung der Zellmorphologie erfolgte tber die Programme ImageJ,

CoralDraw und Microsoft-Excel.

2441 Neuritenlange

Bei der Vermessung der Neuritenlangen wurden die Neuriten, d. h. die Dendriten und das
Axon der Neurone, um den Einfluss von a-Syn-WT und den pathogenen Mutationsformen
auf die Neuritenlange der mesencephalen primaren Neurone beurteilen zu kdnnen, einzeln
markiert bzw. vermessen.

Es wurden 3 verschiedene Parameter beurteilt. Hierzu wurden sowohl die Anzahl der
Neuriten pro Zelle, die durchschnittiche Neuritenlange eines Neurons, als auch die
Neuritengesamtlange einer Zelle betrachtet.

Die Neuritenlange wurde mit Hilfe des Programmes ImageJ und dem Plug-In NeuronJ
gemessen (Meijerding et al. 2004). Hierfir wurden die Neuriten durch den Kontrast-

unterschied zum Hintergrund automatisch vom manuell festgelegten Anfangs- und Endpunkt
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markiert, offensichtliche Fehler durch z. B. andere kreuzende Neuriten manuell korrigiert und

im Anschluss ihre Gesamtlange, durchschnittliche Lange und Anzahl ermittelt.

Abb. 2.10 Beispielhafte Darstellung der Neuritenmarkierung zur Analyse der einzelnen Parameter der Neuriten-
morphologie. Links: Neuron (TH-Férbung) ohne Markierung. Rechts: Neuron nach teilautomatisierter Neuritenmarkierung
mit ImageJ (lila).

2.4.4.2 Sholl-Analyse

Die Sholl-Analyse ist eine quantitative Methode, die von dem Erstbeschreiber Sholl 1953 zur
Beschreibung der Dendriten von Neuronen des motorischen und visuellen Kortex erstmals
bei der Katze genutzt wurde (Sholl et al. 1953). Dabei wird die Anzahl der Kreuzungen der
Dendriten mit einer im Zentrum des Zellkdrpers platzierten konzentrisch-zirkularen
Schablone an unterschiedlichen Abstandsradien gez&hlt.

Das Verzweigungsverhalten (branching) wurde in dieser Arbeit durch eine quantitative
Analyse aller Neuriten, d. h. des Axons und der Dendriten der Mittlehirnneurone, untersucht.

Die Darstellung der markierten Neuriten wurde aus der Neuritenlangenmessung genutzt und
als .jpg-Datei in ImageJ gedffnet. Die konzentrisch-zirkuldr angeordnete Schablone wurde in
CoralDraw erstellt und bei jeder Analyse das Zentrum der Schablone mittig auf den
Zellkorper platziert (s. Abb. 2.11). Die konzentrisch angeordneten Kreise hatten Abstande
von jeweils 12,5 pum zueinander. Fir jeden Kreis wurde manuell die Anzahl der
Intersektionen, d. h. wie oft ein einzelner Kreis von verschiedenen Neuriten gekreuzt wurde,
notiert.

Die Ergebnisse der Zahlungen wurden in einer Excel-Tabelle notiert und anschlie3end
graphisch dargestellt bzw. die Graphen in PowerPoint weiter bearbeitet. Zur Interpretation
wurde die direkte lineareMethode angewandt.

Die lineare Methode ist die Analyse der Funktion N(r), wobei N die Anzahl der kreuzenden
Neuriten eines Kreises mit dem Radius (r) ist. Die direkte Analyse erlaubt dadurch eine
Aussage Uber den kritischen Wert (critical value), das Neuritenmaximum und den

Verzweigungsindex (Schoenen-Ramifikationsindex).
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Der kritische Wert ist der Radius an dem es zu einem Maximum an Kreuzungen
(Verzweigungen) von Neuriten kommt. Dieser Wert ist eng mit dem Neuritenmaximum
verknupft.

Das Neuritenmaximum ist der Maximalwert der Funktion N(r), welcher durch den kritischen
Wert, also dem entsprechenden Radius mit der hochsten Kreuzungsdichte, spezifiziert wird.
Der Schoenen-Ramifikationsindex dient der Darstellung des Verzweigungsverhaltens einer
neuronalen Zelle. Er wird berechnet, indem das Neuritenmaximum durch die Anzahl der

priméren Neuriten, d. h. den Neuriten, die direkt dem Perikaryon entspringen, dividiert wird.

3;_m1/J50]|m

Abb. 2.11 Beispielhafte Darstellung der Sholl-Analyse. Mit Hilfe der Radienschablone erfolgte die Messung der
Neuritenkreuzungen je Abstand (12,5 um je Radius) zur Analyse der einzelnen Sholl-Parameter.

2443 ZellkdrpergrolRe

Die Zellkorpergrol3e wurde vermessen, indem das Perikaryon manuell im Programm ImageJ
umfahren und anschlie3end die Flache automatisiert berechnet wurde. Die Werte wurden in
eine Microsoft Office Excel-Tabelle Ubertragen und graphisch als Balkendiagramme in
Microsoft Office PowerPoint weiter dargestellt.

Zur Umrechnung der Pixelanzahl in pum wurde eine Neubauerkammer mikroskopisch bei

gleicher Vergrofl3erung fotographiert und als Maf3stab genutzt.

2444 Zellzahl
Die Gesamtzellzahl an TH-positiven Neuronen bzw. die dopaminerge Neuronendichte nach
den verschiedenen Plasmid-Transfektionen wurde durch die manuelle Zahlung der Zellen

mittels Zellz&hler (CellCounter) in ImageJ durchgefuhrt.

47



Material und Methoden

2.5 Western Blot

2.5.1 Proteinlysatgewinnung

Das Lysieren der Zellen dient der Freisetzung (und Isolierung) der enthaltenen Proteine, um
diese fUr den nachfolgenden Western Blot mittels Antikdrperdetektion zuganglich zu machen.
Der verwendete Lysepuffer permeabilisiert die Zellmembranen, macht die Proteine l8slich
und verhindert Proteinaggregationen ohne die Konformation und biologischen Funktionen
der Proteine zu beeintrachtigen. AufRerdem wird die Degradation von Proteinen durch
freigesetzte Enzyme verhindert.

Die Lysatgewinnnung aus den primaren Zellkulturen erfolgte am DIV5, indem das gesamte
Nahrmedium mit einem Sauger aus der 6-Lochplatte entfernt und unmittelbar danach ein- bis
zweimal mit jeweils 2 ml 5%iger Glukoselésung pro Well gewaschen wurde. Nach
vollstandiger Entfernung der Glukose-Lésung wurden die Zellen mit 60 ul Lyse-Puffer
versetzt und mit einem Zellschaber vom Boden der Well-Platte geldst. Die Zellen samt
Lysepuffer wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? gesammelt und sofort auf Eis gestellt.

2.5.2 Ultraschallbehandlung (Sonifizierung)

Die Behandlung des Zellmaterials mit Ultraschall dient der Zelldesintegration, d. h. es ist eine
Methode um Zellstrukturen mechanisch aufzubrechen und intrazellulares Material (z. B.
Proteine) zu extrahieren. Durch Hoch-und Niederdruckphasen entstehen Vakuumblasen,
welche implodieren und dadurch Scherkrafte auslésen. Die mechanischen Krafte helfen
Zellbestandteile zu zerkleinern und Zellmembranen zu lysieren (Suslick 1989).

Jede Lysatprobe wurde insgesamt 30 Sekunden (Einstellung: Power: 40, Cycle: -) mit dem
Ultraschallgerat behandelt. Anschliel3end wurden die Proben fir 30 Minuten bei13000 rpm
und 4 °C zentrifugiert, um den Protein-haltigen Uberstand von anderen Bestandteilen zu
trennen und diesen in ein neues Reaktionsgefal zu Uberfiihren. Die Proben wurden bis zur

weiteren Verarbeitung (BCA-Assay) bei -20 °C aufbewahrt.

2.5.3 BCA-Reaktion/Proteingehalt Quantifizierung

Die BCA-Reaktion (Bicinchoninsdure, bicinchoninic acid = BCA) wird zur quantitativen
photometrischen Bestimmung von Proteinen genutzt. Bei diesem Vorgang reagieren
zweiwertige Kupferionen quantitativ mit Proteinen zu einwertigen Kupferionen. Diese
Reaktion ergibt mit der Bicinchoninsaure einen violetten Farbstoff, dessen Absorption bei
einer Wellenlange von 562 nm photometrisch ausgewertet werden kann (Smith et al. 1985).
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Lysat wurden diese mit einer
Standardproteinkonzentrationsgeraden verglichen. Die Standardreihe wurde dabei in einer
96-Well-Platte mit verschiedenen BSA-Konzentrationen pipettiert (40 ug, 20 ug, 10 ug, 5 ug,
2,5 g, 1,25 ug, 0,625 pg). Zusatzlich wurde 1 ul aus jeder Lysatprobe mit je 199 ul BCA-
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Losung (50 Teile Reagent A und 1 Teil Reagent B — 50:1 A:B) vermengt und bei 37 °C flr
30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Mikroplatte (96-well-plate) bis auf
Raumtemperatur abgekihlt und anschlieRend die Absorbanz (Extinktion) mittels eines
Photometers bei einer Wellenlange von 562 nm bestimmt. Die Konzentrationsberechnung
erfolgte anhand der oben aufgefiihrten BSA-Standardreihe.

254 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE = sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Variante der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, bei der die Eigenladung der Proteine durch Natriumdodecylsulfat
vereinheitlicht (negativ) und so die Auftrennung allein nach dem Molekulargewicht der
Proteine im elektrischen Feld erméglicht wird.

Hierzu wurden zunachst SDS-Polyacryamid-Gele aus einem 15%igem Trenngel (separating
gel) mit 1,5 mm Binnenraum/ Dicke (spaces) und einem 5%igem Sammelgel (stacking gel)
mit 10 Taschen (Kammern zur Beflllung) hergestellt.

Die hergestellten Proteinsamples wurden mit einer Proteinmenge von 20 ug prol2 ul Probe
hergestellt. Hierzu wurde die Proteinmenge mit 2 yl 6x-SDS-Puffer (Lysepuffer mit
Bromphenolblau = Leammli-Puffer) vermischt und bei 95°C fur 5 min erhitzt. Die
Proteinproben wurden mit Lysepuffer so verdinnt, dass sie im Verhéltnis 5:1 mit dem
Western-Blot Ladepuffer (6x konzentriert) eine Proteinkonzentration von 20 pg/12 pl
ergaben.

Der Elektrophoresetank wurde mit 1x-Elektrophoresepuffer befullt. Danach wurde in die erste
Geltasche des Sammelgels zunéchst eine Proteinleiter als Gré3enmarker (5 pl Dual-Color-
Marker/Rainbow-Proteinmarker) geladen und die anderen Taschen mit jeweils 12 pul der o. g.
Proteinlésung befillt. Die Auftrennung der Proteine im Gel in Richtung Basis wurde bei einer
Umgebungstemperatur von 4 °C im Kihlraum zun&chst mit einer Spannung von 75V fir

15 min und dann ca. 1,5 h bei 100 V vollzogen.

255 Proteintransfer (Blotten)

Nach der erfolgten Auftrennung der Proteine im Polyacrylamid-Gel missen diese auf eine
Nitrozellulosemembran (Whatman 6x9 cm) mittels Elektrophorese transferiert werden. Die
Nitrozellulosemembran muss hierzu vorerst fur 10 min in Ampuwa und weitere 10 min in
Transferpuffer einweichen. Dann mussen die Gele aus dem Elektrophorese-Aggregat und
den Glaskammern vorsichtig entnommen, das Sammelgel samt Kammern entfernt und das
Trenngel auf die Nitrozellulosemembran gelegt werden. Das ganze wird mitsamt von
Whatman-Papieren und Schwammen in einer Gitterzwinge verschlossen und in die

Transferkammer gestellt. Diese wird mit Transferpuffer gefillt und schlieRlich bei 4 °C der
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Proteintransfer mit einer Spannung von 100 V durchgefuhrt. Zur erstmaligen Kontrolle, ob
der Transfer erfolgreich war, wurde Ponceau-Rot genutzt, um Proteine unspezifisch auf der

Membran sichtbar zu machen.

2.5.6 Immundetektion spezifischer Proteine

Zur Detektion von bestimmten Proteinen werden primére und sekundare Antikbrper genutzt,
um das Protein, welches von Interesse ist, spezifisch sichtbar zu machen.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran missen zunadchst unspezifische
Bindungsstellen der Antikérper blockiert werden. Dazu wird die Nitrozellulose-Membran
5 Minuten in TBS-T gewaschen, um Rickstdnde vom Transferpuffer zu entfernen und
danach in 5%iger Milchldsung flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Verdiinnung der bendétigten Antikdrper erfolgte in allen Fallen in 5%iger Milch.

Die Inkubation im primaren Antikdrper erfolgte tUber Nacht bei 4 °C. Zur Detektion von
transfiziertem a-Syn wurde der Anti-human-a-Syn—Antikérper (Herkunft Maus) in einer
Konzentration von 1:500 benutzt. Zum Nachweis der a-Syn-Gesamtmenge (Ratte und
transfiziertes humanes a-Syn) wurde der Anti-a-Syn—Antikorper verwendet, welcher sowohl
a-Syn der Ratte als auch a-Syn des Menschen bindet. Fiir den Nachweis von B-Tubulin als
Ladekontrolle wurde der Anti-R-Tubulin—Antikérper (Herkunft Maus) in einer Konzentration
von 1: 1000 genutzt.

Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Membranen dreimal in TBS-T fur 15 Minuten
gewaschen, um nicht gebundene Antikorperriickstande zu entfernen. Danach wurde das
gewunschte Protein mittels eines sekundéren Antikorpers detektiert. Als zweiter Antikdrper
wurde ein Anti-Maus-IgG gekoppelt mit einer horseradish-Peroxidase (HRP) (= Anti-Maus-
HRP) verwendet. Er wurde fur den Nachweis von a-Syn in einer Konzentration von 1:1000
und far den Nachweis von R-Tubulin in einer Konzentration von 1:5000 eingesetzt. Die
Inkubationszeit erfolgte bei Raumtemperatur fir 1 Stunde. Nach dreimaligem Waschen in
TBS-T (15 Minuten) erfolgte die Detektion des Proteins mittels ECL-L6sung (enhanced
chemiluminescence). Die ECL-LAsung wurde hierzu auf die Membran pipettiert und 1 Minute
darauf belassen. Die HRP reagiert als Enzym, welches die Chemolumineszenz-Reaktion des
Luminols in der ECL-L6sung beschleunigt und das Protein in einem weiteren Schritt mittels
Entwicklungsmaschine auf Chemoluminiszenzfilmen dargestellt. Die letztgenannten Schritte

erfolgten in einer Dunkelkammer.
2.5.7 Quantifizierung des Western Blots

Zur statistischen Quantifizierung der Western-Blot-Bilder wurde die optometrische Dichte

(Densiometrie) der einzelnen Banden gemessen.
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Die gewonnenen Bilder wurden dazu eingescannt und in ImageJ als .jpeg-Datei gedffnet.
Jede einzelne Bande wurde markiert und die Intensitat der Pixel als Graph durch ImageJ
dargestellt (Gassmann et al. 2009). Auf jedem Graphen wurde manuell eine Linie gezogen
(line tool), um den Hintergrundbereich der Banden zu markieren, und anschlie3end wurde
die Pixel-Intensitat als Zahlenwert von ImageJ berechnet (magic wand). Es wurde immer die
eGFP-Versuchsgruppe als Referenz (= 1) markiert, und die Quantifizierung der Banden
erfolgte, indem jede Proteinprobe als Bande mit der Referenz in Relation gesetzt wurde.

Die ImageJ Ergebnisse wurden in eine Microsoft Office Excel-Tabelle kopiert, weiter
berechnet und graphisch in Microsoft Office PowerPoint dargestellt.

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der einzelnen Versuchsergebnisse wurde das Programm
KyPlot genutzt. Bei allen Versuchen wurde zunachst eine einfache ANOVA durchgefiihrt, um
zu prufen, ob es zwischen den Versuchsgruppen einen signifikanten Unterschied bzgl. des
Mittelwertes gab, ohne dabei eine Aussage zu machen, zwischen welchen Gruppen der
Unterschied bestand. Ergab sich bei der einfachen ANOVA ein signifikanter Unterschied,
wurden anschlieBend die Versuchsgruppen untereinander mittels Tukey-Kramer oder
Dunnett Post-hoc-Test auf Signifikanz geprift, um herauszufinden, welche Gruppen
zueinander signifikante Unterschiede der jeweiligen MessgréRen aufwiesen. Ein p < 0,05
wurde dabei als statistisch signifikant gewertet. Wann welcher Test eingesetzt wurde, ist den
Ausfuhrungen und den graphischen Darstellungen im Ergebnisteil zu entnehmen. Sofern nur

2 Versuchsgruppen miteinander verglichen wurden, erfolgte dies mittels Student’s t-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der primaren Mittelhirnneuronenkultur

Zu den Mittelhirnneuronen zahlen die dopaminergen und nicht-dopaminergen Neurone. Da
in dieser Arbeit die Untersuchung des Einflusses von humanem a-Syn-WT und seiner
Mutanten A30P und A53T sowohl auf nicht-dopaminerge Mittelhirnneurone als auch auf
dopaminerge und somit Tyrosinhydroxylase-positive (TH-positive) Mittelhirnneurone erfolgte,
wurde zunéachst untersucht, in welcher Quantitat diese Neurone in der verwendeten primaren
Neuronenkultur vorhanden waren. Dies erfolgte mittels immunzytochemischer Farbung
dieser Neurone gegen die Tyrosinhydroxylase der Ratte, ein Enzym im Dopaminstoffwechsel
dopaminerger Neurone. Shimoda et al. beschrieben1992 in ihrem Praparationsprotokoll eine
dopaminerge Zelldichte von 17-21 %, wohingegen Krieglstein et al. 1995 die dopaminerge
Zelldichte mit 8 % angaben.

Zur Sicherung der Préparationsqualitdt wurden die TH-positiven Neurone in der TH-
Immunzytochemie (s. auch 2.4) gezahlt und gemessen an der Gesamtzahl aller
Mittelhirnneurone (Zellkerne/DAPI) quantifiziert. Es wurde im Rahmen von 60 Einzelbildern
in 20-facher VergrolRerung eine durchschnittiche dopaminerge Neuronenzahl von
8,28+ 1,17 % erreicht (s. Abb. 3.1). Hiervon konnten spéter lediglich 6,47 % Uber das
Nukleofektionsverfahren transfiziert werden (s. 3.2.1). Daher musste der Anteil der TH-
positiven Neurone so hoch wie moglich gehalten werden, um die Auswirkungen der

Uberexpression in diesem Zelltyp untersuchen zu kénnen.
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Abb. 3.1 Prozentualer Anteil dopaminerger Neurone an der Gesamtzellkultur. Graph: Durchschnittlich wurde ein Anteil
von 8,28 % dopaminerger Neurone an der Gesamtzellkultur erreicht. Bild: reprasentative Abbildung des prozentualen
Anteils dopaminerger Neurone an der Gesamtzellkultur, blau: Zellkernfarbung mittels DAPI (Gesamtzellzahl), rot:
dopaminerge Neurone (mittels Immunzytochemie gegen Tyrosinhydroxylase). Primére Mittelhirnneurone, DIV5, n =60
Einzelmessungen aus 3 unabhangigen Zellkulturen, Maf3balken: 100 pm, 20x-Objektiv.

3.2 Transfektionsetablierung primarer Mittelhirnneurone

Fir den DNA-Transfer wurde das Nukleofektionsprinzip ausgewahlt (s. auch 2.2.3). Da es
bei dieser Methode zu einer elektrisch getriggerten kurzfristig gesteigerten Permeabilitat
durch eine Porenbildung in der Zellmembran der vulnerablen Mittelhirnneurone kommt und

dies einen negativen Effekt auf das Uberleben einzelner Neurone haben kann, mussten die
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Transfektionsschritte zunéchst optimiert werden. Da die biologischen Eigenschaften von
unterschiedlichen Nervenzellen differieren, stehen je nach Nervenzelltyp unterschiedliche
Transfektionsprotokolle und -kits zur Verfugung. Es gab allerdings bislang keine Erfahrungen
oder Berichte Uber die DNA-Transfektion von primaren Mittelhirnneuronen. Die Nukleofektion
von mesencephalen Neuronen wurde lediglich an deren Vorlauferzellen (Progenitorzellen
E11,5) untersucht (Cesnulevicius et al. 2006). Cesnulevicius et al. verwendeten ebenso das
Basic Nucleofector Kit for primary mammalian neurons, verglichen die Programme A-033
und O-005 in Vorlauferzellen von Mittelhirnneuronen und erreichten mit dem Programm A-
033 die hochste Transfektionsrate von 47 % bei einer Uberlebensrate von 40 %. Von der
Firma Lonza wurden vier Programme empfohlen (A-033, C-013, G-013 und O-005), die fir
die Transfektion (s. auch 2.2.3.1) von primaren Neuronen geeignet sind, wobei die
unterschiedlichen Buchstaben einer bestimmten Stromstarke und die Zahlen der Zeitdauer
des Transfektionspulses entsprechen. Es mussten folglich ein geeignetes Programm, die
optimale zu transfizierende Plasmidmenge und der optimale Transfektionsablauf gefunden
werden. Ziel war aufgrund der insgesamt geringen Anzahl dopaminerger Neurone in der
Zellkultur eine mdoglichst hohe Transfektionsrate unter niedrigem Neuronenverlust und
optimale Wachstumsbedingungen zu erreichen.

Das ursprunglich in dem Transfektions-Kit enthaltene pmaxGFP™-Plasmid als Positiv-
kontrolle hatte einen toxischen Effekt auf die primaren mesencephalen Neurone. Somit
erfolgte die Transfektion mittels eines eGFP-Plasmids, welches freundlicherweise von
U. Michel bereitgestellt wurde (Koch et al. 2011, s. auch 2.3.1).

Um herauszufinden, Gber welches Programm die effektivste Transfektionsrate bei mdglichst
geringer Toxizitat erzielt wird, wurden zuerst die vier von der Herstellerfirma Lonza
vorgeschlagenen Programme inklusive der Programme von Cesnulevicius et al. miteinander

verglichen.

3.2.1 Vergleich unterschiedlicher Transfektionsprogramme

Die primaren Mittelhirnneurone wurden mit den entsprechenden Nukleofektionsprogrammen
und jeweils 3 pg eGFP-Kontrollplasmid transfiziert. Nachdem sie 5 Tage kultiviert wurden
(DIV5), erfolgte die Fixierung und Immunzytochemie gegen TH (s. Abb. 3.3). In der
folgenden quantitativen Auswertung der Transfektionseffizienz an 3 unabhangigen Zell-
kulturen wurde sowohl die Rate aller transfizierten (eGFP-positiven) Mittelhirnneurone im
Vergleich zur Gesamtzellzahl aller (DAPI-positiven) Neurone als auch die Rate der
transfizierten dopaminergen (TH-positiven) Neurone in Relation zur dopaminergen
Gesamtzellzahl bestimmt.

Dabei erbrachte das Programm G-013 in 62 Einzelmessungen in 20-facher Vergréf3erung

die beste Transfektionsrate von durchschnittlich 14,73 + 0,87 % aller Mittelhirnneurone,

53



Ergebnisse

wahrend sich fur die anderen getesteten Programme ein signifikant geringerer Anteil
transfizierter Neurone zeigte. Beim Programm A-033 waren 11,00 + 0,52 % (p = 9,82 * 10
zu G-013, in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test, n = 73), bei C-013
10,34+ 0,52 % (p=1,19*10°% n=59) und bei O-005 10,42+ 0,47 % (p=6,87*10%,
n = 71) der gesamten Mittelhirnneurone transfiziert (s. Abb. 3.2 (a)).

Auch bei den dopaminergen Neuronen konnte die signifikant hochste Transfektionsrate mit
dem Programm G-013 erreicht werden [6,47 £0,91% im Vergleich zu 1,92 + 0,39 %
(p =1,67 *10°) bei A-033, 0,75+ 0,23 % (p = 1,64 * 10)bei C-013 und 2,42 + 0,40 % (p =
2,71 * 10°), s. Abb. 3.2 (b)].

Erganzend wurde die Absolutzahl der transfizierten dopaminergen Neurone pro Gesichtsfeld
in 20-facher VergroBerung (~ 0,147 mm?) betrachtet. Auch hierbei konnte eine signifikant
hohere absolute Transfektionsrate bei G-013 [1,12 + 0,15 im Vergleich zu 0,54 + 0,10
(p =0,0012) bei A-033, 0,22 + 0,07 (p = 2,25 * 10°) bei C-013 und 0,69 + 0,11 (p = 0,030)
bei 0O-005] ermittelt werden. Darlber hinaus ergab sich zusétzlich ein signifikanter
Unterschied zwischen O-005 und C-013 (p = 0,018) (siehe Abb. 3.2 (c)).
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Abb. 3.2 Darstellung der Transfektionseffizienz der unterschiedlichen Programmtypen nach Nukleofektion. Die
beste Transfektionsrate konnte mit dem Transfektionsprogramm G-013 erzielt werden. a) Anteil transfizierter
Mittelhirnneurone an der Gesamtzellzahl. b) Anteil transfizierter dopaminerger (TH+)Neurone an allen dopaminergen
Neuronen. ¢) absolute Anzahl transfizierter dopaminerger Neurone/Gesichtsfeld (20x). Primare Mittelhirnneurone, DIV5, A-
033: n =73, C-013: n =59, G-013: n =62, 0O-005: n =71 Gesichtsfelder in 20-facher VergréRerung aus 3 unabhangigen
Zellkulturen, DIV5, *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p<0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test,
Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.
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Abb. 3.3 Repréasentative Darstellung der TH-Immunzytochemie zur Bestimmung der Transfektionseffizienz der
unterschiedlichen Programmtypen. Es zeigt sich eine deutlich hohere Transfektionsrate bei den mit G-013 transfizierten
Mittelhirnneuronen. a) DAPI Zellkernfarbung, b) eGFP-Fluoreszenz, c) TH-Farbung, d) Uberlagerung von a bis c. 1(a-d) A-
033, 2(a-d) C-013, 3(a-d) G-013, 4(a-d) O-005. Priméare Mittelhirnneurone, DIV5,Maf3balken: 100 pum, 20x-Objektiv.

Zur Bestimmung der Toxizitdt der verschiedenen Transfektionsprogramme erfolgte die
Quantifizierung der Gesamtzellzahl und der Zahl der dopaminergen Neurone. Es zeigte sich
hierbei, dass G-013 mit einer durchschnittlichen Gesamtzellzahl von 223 £ 9 und signifikant
erniedrigter Anzahl dopaminerger Neurone das toxischste und C-013 insgesamt das
schonendste Programm war (s. Tab. 3.1).

Zusammenfassend zeigte sich eine signifikant hohere Transfektionsrate fur G-013 bei zwar
relevanter, aber tolerierbarer Toxizitat im Vergleich zu den tbrigen Programmen, weshalb
sich insbesondere auf Grundlage der erhohten Absolutzahl transfizierter dopaminerger
Neurone fur das Programm G-013 zur weiteren Analyse der optimalen Plasmidmenge, sowie
den Untersuchungen zur Neuritenlange, Neuritenverzweigung, dem Zelliiberleben der TH-
positiven Neurone und zur Vermessung der ZellkdrpergréRe nach Transfektion mit a-Syn-

exprimierenden Plasmiden entschieden wurde.
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Gesamtzellkultur dopaminerge Neurone

Zellzahl Signifikanzlevel (p-Wert) Zellzahl Signifikanzlevel (p-Wert)
Programm C-013 G-013 0-005 C-013 G-013 0-005

A-033 250+ 10 0,026 0,23 0,21 32+2 1,00 1,86 * 10° 0,37

C-013 291+12 6,02 * 10° 0,76 31+2 3,98 * 10°® 0,53

G-013 223+9 0,0013

0-005 277 +11

Tab. 3.1 Gesamtzellzahl und Anzahl dopaminerger Neurone nach Transfektion mit verschiedenen
Transfektionsprogrammen. Signifikante Unterschiede kursiv und fett hervorgehoben. Es zeigt sich, dass G-013 das
toxischste Programm ist.

3.2.2 Optimierung der Plasmidmenge
Ziel der Optimierung der Plasmidmenge war, die beste Expression des auf dem Plasmid

kodierten Proteins zu ermitteln.

3.2.2.1 Quantifizierung der Transfektionsrate in Abhéangigkeit von der
Plasmidmenge

Die Ermittlung der Plasmidmenge fur die hochstmdgliche Transfektionsrate erfolgte tber

eine TH-Immunzytochemie primarer Mittelhirnneurone (s. auch 2.4) nach Transfektion mit

zwei unterschiedlichen Plasmidmengen des Kontrollplasmids eGFP (2 pg und 5 pg) mit dem

Programm G-013 (s. Abb. 3.4).

Abb. 3.4 Beispielhafte immunzytochemische Darstellung der Transfektionseffizienz bei Transfektion mit zwei
unterschiedlichen Plasmidmengen. Es zeigt sich eine deutliche Steigerung der Transfektion durch den Einsatz von 5 pg
Plasmid zur Transfektion im Vergleich zu 2 pg. a) DAPI Zellkernfarbung, b) eGFP-Fluoreszenz, c) TH-Farbung, d)
Uberlagerung von a bis c). 1(a-d) 2 pg, 2(a-d) 5 pg. Primére Mittelhirnneurone, DIV5, MaRbalken: 200 um, 10x-Objektiv.
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Abb. 3.5 Darstellung der Transfektionsraten mit dem Programm G-013 bei 2ug und 5pg eingesetzter
Plasmidmenge (eGFP). a) Anteil transfizierter dopaminerger (TH+) Neurone an der Gesamtzahl dopaminerger Neurone. b)
Anteil transfizierter Mittelhirnneurone an der Gesamtzellzahl. Die Ergebnisse zeigen eine hohere Transfektionsrate bei einer
Plasmidmenge von 5 pg im Vergleich zu 2 pg in beiden Zellgruppen. Priméare Mittelhirnneurone, DIV5, 2 pg: n =11, 5 pug:
n = 13 Gesichtsfelder in 20-facher Vergréf3erung, *: p <0,05,***: p < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Students t-
Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

Die quantitative Auswertung von 11 (2 pg) bzw. 13 (5 pg) Einzelbildern in 20-facher
VergroBerung ergab einen Anteil mittels Transfektionsprogramm G-013 transfizierter
Neurone im Vergleich zur Gesamtzellzahl von 10,73 £ 0,69 % bei 2 ug und 14,59 £ 0,60 %
bei 5 ug eingesetzter Plasmidmenge. Dieser Unterschied war signifikant mit einem p-Wert
von 0,00044 (One-Way ANOVA gefolgt von Student's t-Test). Speziell bei den
dopaminergen Neuronen konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der transfizierten
Neuronenzahl ermittelt werden. Bei 2 pg waren lediglich 2,27 £ 0,63 % TH-positive Neurone
transfiziert, wohingegen bei 5 ug 4,90 £ 1,11 % dopaminerge Neurone eGFP exprimierten
(p = 0,037) (s. Abb. 3.5).

3.2.2.2 Quantifizierung der exprimierten Proteinmenge in Abhangigkeit von der
transfizierten Plasmidmenge

Um quantitativ zu beurteilen, ob nicht nur die Anzahl der transfizierten Neurone, sondern
auch die Menge des in der Gesamtkultur exprimierten Proteins in Abhangigkeit zur
eingesetzten Plasmidmenge steht, wurden Western Blot-Analysen von Zelllysaten der
transfizierten primaren  Mittelhirnneurone  durchgefihrt. Es wurden hierbei die
Plasmidmengen 2 und 4 ug verglichen. Verwendet wurde ein a-Syn-Antikérper, der sowohl
das transfizierte humane a-Syn als auch das endogene Ratten-a-Syn detektiert, um eine
Aussage zur Gesamtexpression von a-Syn treffen zu kénnen.

Die Transfektion mit 2 yg des a-Syn-WT-exprimierenden Plasmids in 2 unabhangigen
Zellkulturen fUhrte zu einer durchschnittlichen Steigerung der a-Syn-Gesamtproteinmenge im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf das 1,39 +0,024-fache (p=0,039 zur eGFP-
Kontrollgruppe, One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test). Bei 4 ug
eingesetzter a-Syn Plasmidmenge konnte eine weitere Steigerung auf das 1,70 + 0,00054-
fache erzielt werden (p =0,000496). Die Differenz zur Kontrollgruppe entspricht dem

exprimierten humanen a-Syn, welches durch die Transfektion der Neurone mit dem Plasmid
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exprimiert werden konnte. Zwischen 2 pg und 4 ug zeigte sich eine ebenfalls signifikante
Steigerung der Proteinexpression (p = 0,0011) (s. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Plasmidmengen-abhéngige Gesamt-a-Syn-Expression. a) Exemplarischer Western Blot der Gesamt-a-Syn-
Expression in Abhangigkeit der transfizierten Plasmidmenge. Es ist ersichtlich, dass die Transfektion mit a-Syn-
exprimierenden Plasmiden zu einer erhdhten Expression des Gesamt-a-Syns fiihrt und hierbei eine héhere Plasmidmenge
auch eine weitere Proteinzunahme bewirkt. b) Quantifizierung der Plasmidmengen-abhéangigen Expression der Gesamt-a-
Syn-Proteinmenge. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Gesamtproteinmenge von a-Syn durch Expression von
humanem a-Syn nach Transfektion mit 2 oder 4 pug a-Syn-WT-Plasmid. Primé&re Mittelhirnneurone, DIV5, n = 2 unabhangige
Mittelhirnzellkulturen, **: p<0,01, ** p<0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test,
Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

Fur alle weiteren Versuche wurde eine Plasmid-Gesamtmenge von 5 ug gewahlt. Dabei
wurden stets insgesamt 3 pg a-Syn-Plasmid zusammen mit 2 ug eGFP-Plasmid als
Positivkontrolle (Transfektionsmarker) transfiziert und 5 ug eGFP-Plasmid als Kontrollgruppe
verwendet.

3.2.2.3 Nachweis des transfizierten humanen a-Syn

Zur eindeutigen Identifikation des transfizieten humanen a-Syns wurde sowohl beim
Western Blot (s. auch 2.5.5) als auch in der Immunzytochemie (s. auch 2.4) ein Antikrper
verwendet, der ausschlieRlich das humane a-Syn und seine pathogenen Isoformen A30P
und A53T, aber nicht das endogene a-Syn der Ratte detektiert. Auf der folgenden Abbildung
ist daher erwartungsgemafl keine Detektion einer a-Syn-Bande in der nur mit eGFP-
transfizierten Gruppe zu verzeichnen, da hier nur das endogene a-Syn der Ratte vorhanden
ist, wahrend die anderen drei Gruppen mit humanen a-Syn-Varianten transfiziert wurden (s.
Abb. 3.7 (a)). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit humanem a-
Syn transfizierten Gruppen. Diese spezifische Expression konnte mittels Immunzytochemie
gualitativ bestatigt werden (Abb. 3.10) und weiterhin erkennt man die nahezu 100%ige Co-
Transfektion in der Uberlagerungsdarstellung (Abb. 3.8 (c)) (s. 3.2.2.4).
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Abb. 3.7 Expression des humanen a-Syns nach Transfektion. a) Reprasentativer Western Blot der Expression des
transfizierten humanen a-Syns. ErwartungsgemaR ist bei deutlicher Darstellung in den mit a-Syn-Plasmid-transfizierten
Versuchsgruppen in der Kontrollgruppe keine Expression von humanem a-Syn zu verzeichnen. b) Quantifizierung der
relativen Bandenintensitat des exprimierten a-Syns. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Expression
zwischen den a-Syn-transfizierten Populationen.Primére Mittelhirnneurone, DIV5, n = 3 unabhangige Mittelhirnzellkulturen,
Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.
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Abb. 3.8 Beispielhafte immunzytochemische Darstellung der Expression von humanem a-Syn nach Transfektion
primérer Mittelhirnneurone mit den verschiedenen a-Syn-Plasmiden im Vergleich zur Kontrolle. Erwartungsgeman
ist bei deutlicher Darstellung in den mit a-Syn-Plasmid-transfizierten Versuchsgruppen in der Kontrollgruppe keine
Expression von humanem a-Syn zu verzeichnen. a) eGFP-Fluoreszenz, b) Farbung mit humanspezifischem a-Syn-
Antikorper, c) DAPI Zellkernfarbung, d) Uberlagerung von a bis c. 1(a-d) a-Syn-WT, 2(a-d) a-Syn-A30P, 3(a-d) a-Syn-A53T,
4(a-d) eGFP-Kontrollgruppe.Pfeile: beispielhafte a-Syn und eGFP co-exprimierende Neurone nach Co-Transfektion mit a-
Syn- und eGFP-Plasmiden, Doppelkonturpfeile: Zellen ohne a-Syn-Expression bei alleiniger eGFP-Plasmid-Transfektion.
Priméare Mittel-hirnneurone, DIV5, Mal3balken: 100 um, 20x-Objektiv.

3.2.24 Nachweis der Co-Transfektion
Die in dieser Arbeit zur Transfektion verwendeten Plasmide exprimieren allesamt die

genannten humanen a-Syn-Varianten ohne zusétzlich angehangte Fluorophore. Dies ist
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wichtig, da die kovalente Addition weiterer Molekiile die biologischen Proteineigenschaften
der jeweiligen a-Syn-Variante verdndern und die Ergebnisse verfalschen kénnte.

Um trotzdem die erfolgreich transfizierten Neurone eindeutig erkennen und von der Mehrzahl
der nicht-transfizierten Neurone sicher unterscheiden zu konnen, wurde stets eine Co-
Transfektion mit 2 pg des eGFP-Plasmids und 3 pyg des Plasmids mit der jeweiligen a-Syn-
Variante durchgefiihrt. Laut Angabe des Herstellers Lonza fihrt die gleichzeitige Nukleo-
fektion zweier Plasmide zu einer nahezu 100%igen Co-Transfektion respektive Protein-Co-
Expression in den Neuronen. Somit ist die alleinige Darstellung der eGFP-Fluoreszenz eines
Neurons ein sicherer Marker fiir den erfolgreichen Transfer beider Plasmide.

Zur Uberpriifung dieser Herstellerangabe wurde eine Immunzytochemie der co-transfizierten
Mittelhirnneurone mit dem humanspezifischen a-Syn-Antikérper durchgefiihrt und die
Farbung mit dem eGFP-Signal verglichen. Wie in Abb. 3.10 zu erkennen ist, fand sich
tatsachlich eine annahernd perfekte Co-Lokalistation der Expressionsprodukte des eGFP-
und der jeweiligen a-Syn-Plasmide (s. ebenfalls Abb. 3.8).

Die Co-Transfektionsraten von eGFP und a-Syn betrugen 98,34 + 0,54 % fir den WT
99,18 + 0,26 % fur A30P und 98,92 + 0,38 % fur A53T (s. Abb. 3.9). Es wurden insgesamt 18
Gesichtsfelder (je 6 pro Coverslip einer Zellkultur) in 20-facher VergréRerung quantifiziert.
Infolgedessen konnte eGFP allein als Transfektionsmarker fir das a-Syn-Plasmid genutzt
werden und auf eine zusatzliche Farbung von a-Syn in weiteren immunzytochemischen

Versuchen verzichtet werden.

100 1

50 =

Co-Transfektionsrate
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WT A30P AS3T eGFP

Abb. 3.9 Quantifizierung der Co-Transfektion von a-Syn und eGFP in der Immunzytochemie. Es zeigt sich eine
nahezu 100%ige Co-Transfektion von eGFP und a-Syn durch die vermittelte simultane Expression beider Proteine in
primaren Mittelhirneuronen. DIV5, n =18 Gesichtsfelder in 20-facher VergroRerung (je 6 pro Coverslip einer
Mittelhirnzellkultur), Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

60



Ergebnisse

1d Uberlagerung

.
1

2d AU berlagerung
e
A
A

Uberlagerung

\4
-
N\

Uberlagerung

*

A '\

Abb. 3.10 Beispielhafte immunzytochemische Darstellung der Co-Transfektion und Expression von humanema-Syn
und eGFP in dopaminergen und nicht-dopaminergen Neuronen. a) TH-Farbung, b) eGFP-Fluoreszenz, c) a-Syn-
Farbung, d) Uberlagerung von a bis c. 1(a-d) a-Syn-WT, 2(a-d) a-Syn-A30P, 3(a-d) a-Syn-A53T, 4(a-d) eGFP-Kontroll-
gruppe.Pfeile: dopaminerge (TH-positive), co-transfizierte Mittelhirnneurone, Pfeilspitze: nicht-dopaminerge (TH-negative),
co-transfizierte Mittelhirnneurone, ungefiilliter Blockpfeil: dopaminerges, eGFP-transfiziertes Mittelhirnneuron ohne a-Syn-
Expression, Stern: nicht-dopaminerge, eGFP-transfizierte Mittelhirnneurone ohne a-Syn-Expression. Priméare Mittelhirn-
neurone, DIV5, MaRRbalken: 25 pm, 20x-Objektiv.

3.2.25 Quantifizierung der Uberexpression

Nach Evaluation des optimalen Nukleofektionsprogramms und der adaquaten
Plasmidmenge erfolgte die quantitative Bestimmung der resultierenden Gesamt-
Uberexpression von a-Syn-WT und seinen pathogenen Isoformen A30P und A53T mittels
Western Blot (s. auch 2.5.5).

Zur Quantifizierung wurde ein Antikérper verwendet (BD Biosciences), der sowohl das
humane als auch das endogene Ratten-a-Syn erkennt (Gesamt-a-Syn). Das exprimierte
Protein konnte mit der eGFP-Kontrolle, die ausschlie8lich das endogene Ratten-a-Syn

enthalt, verglichen werden (s. Abb. 3.13). Die Differenz spiegelt somit das exprimierte
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humane a-Syn wider. Es zeigte sich nach Quantifizierung von 3 unabhéngigen Zellkulturen
fur den a-Syn-WT eine 1,88 + 0,2-fache (p zu eGFP = 0,012, One-Way ANOVA gefolgt von
Tukey-Kramer-Post-hoc-Test), fir die A30P-Mutation eine 2,38 + 0,36-fache (p zu eGFP =
0,0019) und fur die A53T-Mutation eine 2,08 = 0,09-fache (p zu eGFP = 0,0038)
Uberexpression im Vergleich zur eGFP-Kontrolle (s. Abb. 3.11). Zwischen den einzelnen a-
Syn-transfizierten Versuchsgruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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o
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Abb. 3.11 Gesamtexpression von a-Syn nach Transfektion der a-Syn-Varianten (WT, A30P, A53T) im Vergleich zur
eGFP-Kontrollgruppe. a) Exemplarischer Western Blot.Bereits hier ist visuell eine ungefdhre Verdopplung der
Proteinmenge in den a-Syn-transfizierten Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. b) Quantifizierung
der Gesamt-a-Syn-Expression im Vergleich zur eGFP-Kontrollgruppe. Es zeigt sich durchschnittlicheine 2,11-fache
Uberexpression der a-Syn-transfizierten Gruppen im Vergleich zur eGFP-Kontroligruppe. Priméare Mittelhirnneurone, DIVS5,
n = 3 unabhangige Mittelhirnzellkulturen,*: p < 0,05,**: p < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt vomTukey-Kramer-Post-hoc-
Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

3.3 Einfluss von a-Syn auf das Uberleben von

Mittelhirnneuronen

3.3.1 Uberleben dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion

Beim IPS kommt es zum kontinuierlichen Absterben von Neuronen. Zu Beginn der klinischen
Symptome steht dabei eine Degeneration des dopaminergen nigrostriatalen Systems. Eine
pro-apoptotische Wirkung veranderter a-Syn-Mengen in Neuronen ist daher wahrscheinlich,
zudem konnte es eine besondere Suszeptibilitat von dopaminergen Neuronen geben.

Dies wurde in der verwendeten Mittelhirnneuronenkultur untersucht. Hierzu wurde die Anzahl
der TH-positiven Neurone der jeweiligen transfizierten Versuchsgruppe mit der der eGFP-
Kontrollgruppe verglichen (s. auch 2.4.4.4). Die quantitative Auswertung von 167 Gesichts-
feldern in 20-facher VergroRerung ergab in der Kontrollgruppe einen Mittelwert von 19 + 1
dopaminerge Neurone /0,147 mm? (entspr. 1 Gesichtsfeld in 20x-Vergréf3erung). Die
Auswertung fur die mit a-Syn-WT transfizierte Gruppe (n = 133) ergab einen Mittelwert von
16 + 1 dopaminerge Neurone / 0,147 mm?2, einen Mittelwert von 15 £ 1 Neurone / 0,147 mm?
fur die mit a-Syn-A30P transfizierte Gruppe (n = 115) und von 15 + 1 Neurone / 0,147 mm?
fur die A53T-Mutation (n = 133). Hieraus ergaben sich signifikante Unterschiede fur den WT
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(p =0,0059, One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test), A30P
(p = 0,00021) und A53T (p = 2,42 * 10®) im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb 3.12 und 3.13).

Abb. 3.12 Reprasentative immunzytochemische Darstellung des gesteigerten Zelluntergangs nach Transfektion mit
a-Syn-Varianten im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Zu beachten ist die geringere Anzahl TH-positiver Neurone in den
a-Syn-Gruppen. a) TH-Farbung, b) DAPI Zellkernfarbung, c) Uberlagerung von a und b. 1(a-c) a-Syn-WT, 2(a-c) a-Syn-
A30P, 3(a-c) a-Syn-A53T, 4(a-c) eGFP-Kontrollgruppe. Priméare Mittelhirnneurone, DIV5, Maf3balken: 100 um, 20x-Objektiv.
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Abb. 3.13 Anzahl dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion mit a-Syn-Varianten im Vergleich zur eGFP-
Kontrolle. Die Darstellung zeigt eine signifikante Reduktion der dopaminergen Neuronein den a-Syn-transfizierten
Populationen im Vergleich zur eGFP-Kontrolle in priméren Mittelhirnneuronen. WT: n = 133, A30P: n = 115, A53T: n = 133,
eGFP: n=167 Gesichtsfelder in 20-facher VergroRerung aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, **: p <0,01,***:
p < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

3.3.2 Uberleben nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion
Erganzend und vergleichend erfolgte die Analyse des Uberlebens nicht-dopaminerger
Neurone. Hierbei ergab sich nach Auswertung von 100 Gesichtsfeldern in 20-facher
VergroBerung je Versuchsgruppe aus 3 unabhangigen Zellkulturen ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Zellzahl nicht-dopaminerger Neurone in den a-Syn-transfizierten
Versuchsgruppen im Vergleich zur lediglich mit eGFP transfizierten Kontrollgruppe. Im Detail
konnten fur den WT eine Zellzahl von 350 + 12 / 0,147 mm? (entspr. 1 Gesichtsfeld in 20x-
VergroRerung) (p = 3,56 * 10° zu eGFP, One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-
hoc-Test), fir A30P 385 + 13 (p = 0,041 zu eGFP) und fur A53T 334 + 11 (p = 2,10 * 10° zu
eGFP) nicht-dopaminerge Neurone bei einer Zellzahl von 432 + 14 in der Kontrollgruppe
ermittelt werden. Zusétzlich ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen A30P und
A53T (p = 0,0315) (s. Abb. 3.14).

500
= % % %
S ) M
[0 I
DT 450 - *
[TRN) .
£0
Ec
8 .© 400 -
o3 T
20 1
% c 350 T
= L T
é 1
300
wWT A30P A53T eGFP

Abb. 3.14 Anzahl nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion mit a-Syn im Vergleich zur eGFP-
Kontrolle. Die Darstellung zeigt eine signifikante Reduktion der nicht-dopaminergen Neurone bei den a-Syn-transfizierten
Versuchsgruppen im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Priméare Mittelhirnneurone, DIV5, n = 100 Gesichtsfelder in 20-facher
VergroRerung aus 3 unabhéangigen Zellkulturen, *: p < 0,05; ***: p < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-
Post-hoc-Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.
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Somit fanden sich bereits nhach wenigen Tagen in der Zellkultur signifikant negative Effekte
einer Uberexpression von a-Syn auf das Uberleben von Mittelhirnneuronen, wobei eine

spezifische Vulnerabilitat der dopaminergen Neurone nicht nachgewiesen werden konnte.

3.4 Neuritenmorphologie

Um den Einfluss von a-Syn-WT und den pathogenen Mutationsformen auf die Neuriten-
morphologie der primédren mesencephalen Neurone beurteilen zu kénnen, wurden die
Neuriten der Nervenzellen nach immunzytochemischer Féarbung einzeln markiert und
vermessen (s. auch 2.4.4.1).

Zur Analyse der Neuritenmorphologie wurden die Anzahl der Neuriten pro Neuron
(Neuritenanzahl), die durchschnittliche Lange einzelner Neuriten (Neuritenldnge) und die
Gesamtlange aller Neuriten pro Neuron (Gesamtneuritenldnge) bestimmt. Zudem wurde
eine Sholl-Analyse (s. 3.5) zur Beurteilung des Verzweigungsverhaltens der Neuriten
angefertigt. Diese Parameter wurden isoliert fur die dopaminergen und nicht-dopaminergen
Mittelhirnneurone erhoben. Die Mittelhirnneurone wurden zuvor mit dem a-Syn-WT-,-A30P-,
-A53T- oder dem eGFP-Kontrollplasmid transfiziert, um spezifische Effekte der Uber-

expression des jeweiligen Proteins zu erfassen.

3.4.1 Neuritenanzahl

3.4.1.1 Neuritenanzahl dopaminerger Mittelhirnneurone

Zunachst wurden die TH-positiven Neurone nach immunzytochemischer Farbung
vermessen (s. Abb. 3.16). Die untersuchte Zellgruppe bestand somit aus dopaminergen
mesencephalen Neuronen, die co-transfiziert mit eGFP und a-Syn waren. Die
dopaminergen, nicht transfizierten Neurone (untrans) dienten neben der eGFP-Kontrolle als
eine weitere Kontrollgruppe.

Die Transfektion mit a-Syn-Plasmiden und die daraus resultierende Proteinliberexpression
fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der Neuritenanzahl pro Neuron im Vergleich zu den
Kontrollgruppen. Hierbei zeigten sich in der a-Syn-WT-Gruppe 9,62 + 0,32, fur die A30P-
Mutation 10,53 + 0,35 und fur die A53T-Mutation 10,98 + 0,30 Neuriten. Zwischen der
lediglich mit eGFP transfizierten Gruppe (7,96 + 0,26 Neuriten) und der Gruppe bestehend
aus untransfizierten dopaminergen Neuronen (8,074 £ 0,19) ergab sich kein signifikanter
Unterschied. Dies spiegelt, wie zuvor bereits erwahnt, wider, dass die alleinige Transfektion
mit eGFP-Plasmid und die daraus resultierende Expression von eGFP offensichtlich keinen
toxischen Einfluss nehmen. Zusatzlich bestand ein signifikanter Unterschied zwischen dem
a-Syn-WT und der A53T-Mutation. Die folgende Abbildung soll diesen Zusammenhang
zeigen, und in der darauf folgenden Tabelle sind die einzelnen p-Werte dargestellt (s. Abb.
3.15 und Tab. 3.2).
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Abb. 3.15 Durchschnittliche Neuritenanzahl pro dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem
Mittelhirnneuron im Vergleich zur eGFP-Kontrolle und nicht-transfizierter, TH-positiver Kontrollgruppe (untrans). Es
zeigte sich in allen a-Syn-transfizierten Populationen eine erhéhte Anzahl an Neuriten im Vergleich zu den Kontrollgruppen.
WT: n =133, A30P: n =120, A53T: n=130, eGFP: n =171, untrans: n =380 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen,
DIV5, *: p< 0,05, ***: p <0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot:
Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz: arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker:
Maximum, unterer Whisker: Minimum.

Signifikanzlevel (p-Wert)

A30P A53T eGFP untrans
WT 0,26 0,019 0,00079 0,00026
A30P 0,85 1,76 * 10°® 1,72 * 10
AS3T 1,72 %10 1,72 * 10
eGFP 0,997

Tab. 3.2 p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche der Anzahl der Neuriten dopaminerger Neurone zwischen den
Versuchsgruppen. Es zeigte sich in allen a-Syn transfizierten Populationen eine erhéhte Anzahl an Neuriten im Vergleich
zu den Kontrollgruppen. Dariber hinaus ist der Unterschied zwischen A53T und WT ebenfalls signifikant. Kursiv und fett:
signifikante Unterschiede in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test.
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Abb. 3.16 Repréasentative immunzytochemische Darstellung der unterschiedlichen Neuritenanzahl pro
dopaminergem Mittelhirnneuron in den verschiedenen Versuchsgruppen. Bereits visuell ist eine Erhdhung der
Neuritenanzahl in den mit a-Syn transfizierten Versuchsgruppen zu erkennen. a) TH-Farbung, b) eGFP-Fluoreszenz, c)
DAPI-Zellkernfarbung, d) Uberlagerung von a bis c. 1(a-d) a-Syn-WT, 2(a-d) a-Syn-A30P, 3(a-d) a-Syn-A53T, 4(a-d) eGFP-
Kontrollgruppe, 5(a-d) untransfizierte dopaminerge Neurone. Primare dopaminerge Mittelhirnneurone, DIV5, MaRbalken:
12,5 pm, 40x-Objektiv.

3.4.1.2 Neuritenanzahl nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone
Des Weiteren wurden die Neuriten der nicht-dopaminergen Mittelhirnneurone vermessen. Es

zeigte sich hierbei eine signifikante Steigerung der Neuritenanzahl nur bei der A30P
Mutation.
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Pro Neuron fanden sich in der WT-Gruppe 8,85 + 0,36 Neuriten (p = 0,99 zu eGFP, One-
Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test, n =89 Neurone), fur die A30P-
Mutation eine signifikante Erhéhung der Neuritenanzahl auf 10,76 £ 0,54 Neuriten
(p =0,0010 zu eGFP, n=93) und fur die A53T-Mutation ebenfalls eine jedoch statistisch
nicht-signifikante Erhéhung auf 10,05 + 0,38 Neuriten (p = 0,078 zu eGFP, n = 94) bei einer
durchschnittlichen Neuritenzahl von 8,84 + 0,28 in der eGFP-Kontrollgruppe (n = 208).
Zusatzlich bestand ein signifikanter Unterschied zwischen dem WT und der A30P-Mutation
(p= 0,0092). Die folgende Abbildung soll diesen Zusammenhang graphisch zeigen (s. Abb.
3.17).
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Abb. 3.17 Neuritenanzahl pro nicht-dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem Mittelhirnneuron im
Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Lediglich in der A30P-Versuchsgruppe war eine Steigerung der Neuritenzahl zu
verzeichnen. WT: n =89, A30P: n =93, A53T: n =94, eGFP: n =208 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5,**:
p < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot: Box-Reichweite: von 1. bis
3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz: arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker: Maximum, unterer
Whisker: Minimum.

3.4.2 Gesamtneuritenlange
Nachdem zunachst die Anzahl der Neuriten ermittelt worden war, erfolgte die Analyse

der Gesamtlange des Neuritenbaums der einzelnen Neurone.

3421 Gesamtneuritenlange dopaminerger Mittelhirnneurone
Die Gesamtneuritenlange der dopaminergen Neurone, welche mit den einzelnen a-Syn-
Varianten transfiziert wurden, zeigte sich in Bezug auf die Kontrollgruppen nicht

signifikant verandert. Zwar konnte beim WT mit einer Gesamtneuritenlange von
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298,20 £ 11,32 pm eine tendenzielle Erniedrigung und bei der AS53T-Mutante mit
357,18 + 11,69 pum eine leichte Erhéhung im Vergleich zu den Kontrollgruppen (eGFP:
329,08 £ 9,47 um, untrans: 334,72 = 7,08 um) gesehen werden, diese waren jedoch
nicht signifikant. Die A30P-Mutante zeigte eine Gesamtneuritenlange, welche mit
durchschnittlich 336,93 + 12,81 um anndhernd den Kontrollgruppen entsprach (s. Abb.
3.18 und 3.19).

So ergab sich lediglich zwischen der A53T-Mutante und dem WT ein signifikanter
Unterschied (p = 0,0033, One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test).
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Abb. 3.18 Gesamtneuritenlinge eines dopaminergen Mittelhirnneurons nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P,
A53T) im Vergleich zu den Kontrollgruppen [alleinige eGFP-Transfektion bzw. nicht transfiziert (untrans)]. Die
Gesamtneuritenlange zeigte sich im Vergleich der a-Syn-Versuchsgruppen mit den Kontrollen nicht verandert. Bei jedoch
tendenzieller Erniedrigung des WTs und Erhéhung der A53T-Mutation war der Unterschied zwischen diesen Populationen
signifikant. WT: n =133, A30P: n =120, A53T: n =130, eGFP: n=171, untrans: n =380 aus 3 unabhangigen Mittel-
hirnzellkulturen, DIV5,**: p < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot:
Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quatrtile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz: arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker:
Maximum, unterer Whisker: Minimum.
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Abb. 3.19 Repréasentative immunzytochemische Darstellung der Gesamtneuritenlange eines dopaminergen
Mittelhirnneurons nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P, A53T) im Vergleich zu den Kontrollgruppen [alleinige
eGFP-Transfektion bzw. nicht transfiziert (untrans)]. a) TH-Farbung, b) eGFP-Fluoreszenz, c) Uberlagerung von a und b
(Ausschnitt des Zellkorpers), d) schematische Neuritenzeichnung.1(a-d) a-Syn-WT, 2(a-d) a-Syn-A30P, 3(a-d) a-Syn-A53T,
4(a-d) eGFP-Kontrollgruppe, 5(a-d) untransfizierte dopaminerge Neurone. Primare dopaminerge Mittelhirnneurone, DIV5,
MafRbalken: 50 pm, 20x-Objektiv.

70



Ergebnisse

3.4.2.2 Gesamtneuritenlange nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone

Es zeigte sich bei den Neuronen nach Transfektion mit dem a-Syn-WT eine Gesamt-
neuritenlange von 358,31 + 17,93 um, bei der A30P-Mutation von 455,87 + 20,38 um und
bei der A53T-Mutation von 414,34 + 16,99 um im Vergleich zu 439,61 + 12,16 um in der
eGFP-Kontrollgruppe. Es fand sich dabei fir den a-Syn-WT eine signifikante Reduktion der
Gesamtneuritenlange im Vergleich zur A30P-Mutation (p =0,0012, One-Way ANOVA
gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test) und zur eGFP-Kontrollgruppe (p = 0,0017). Die a-
Syn-Mutanten wiesen keine signifikanten Veranderungen gegentber der Kontrolle oder
untereinander auf (s. Abb. 3.20).
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Abb. 3.20 Gesamtneuritenldnge pro nicht-dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem
Mittelhirnneuron im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Lediglich der a-Syn-WT zeigte eine signifikant reduzierte
Gesamtneuritenlange. WT: n =89, A30P: n =93, A53T: n = 94, eGFP: n =208 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen,
DIV5,**: p < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test.Darstellung als Box Plot: Box-Reichweite:
von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz: arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker: Maximum,
unterer Whisker: Minimum.

3.4.3 Durchschnittliche Neuritenlange

Im Weiteren wurde die durchschnittliche Lange eines einzelnen Neuriten betrachtet.

3431 Durchschnittsneuritenlange dopaminerger Mittelhirnneurone

Die durchschnittliche Neuritenlange bzw. mittlere L&dnge einzelner Neuriten war im Vergleich
zu beiden Kontrollgruppen in allen drei a-Syn-uberexprimierenden Gruppen (WT, A30P,
A53T) signifikant vermindert (s. Tab. 3.3).
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Neurone der a-Syn-WT-Versuchsgruppe hatten Neuriten einer durchschnittlichen Lange von
31,42 £ 0,72 um, wahrend die Durchschnittsldange der Einzelneuriten bei der AS0P-Gruppe
33,15 £ 0,99 um und bei der A53T-Mutation 33,13 + 0,80 um betrug.

Zwischen den beiden Kontrollgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied. In der
eGFP-Gruppe wurde eine durchschnittliche Neuritenlange von 44,97 £ 1,41 um und in den
untransfizierten Zellen von 45,32 +0,91 ym gemessen (s. Abb. 3.21). Zwischen den
einzelnen a-Syn-Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 3.21 Durchschnittliche Neuritenldnge eines dopaminergen Mittelhirnneurons nach Transfektion mit a-Syn
(WT, A30P, A53T) im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die durchschnittliche Neuritenlange war in allen a-Syn-
Versuchsgruppen im Vergleich zu den Kontrollen reduziert. WT: n = 133, A30P: n =120, A53T: n=130, eGFP: n=171,
untrans: n = 380 aus 3 unabhéngigen Mittelhirnzellkulturen,***: p < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-
Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot: Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz:
arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker: Maximum, unterer Whisker: Minimum.

Die einzelnen p-Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Signifikanzlevel (p-Wert)

A30P AS53T eGFP untrans

WT 0,88 0,88 1,72 *10° 1,72 *10°

A30P 1,00 1,72 * 10°® 1,72 * 10°®
AS53T 1,72 * 10 1,72 * 10
eGFP 1,00

Tab. 3.3 p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche der durchschnittlichen Neuritenldange dopaminerger Neurone
zwischen den Versuchsgruppen. Die durchschnittliche Neuritenlange war in allen a-Syn-Versuchsgruppen im Vergleich
zu den Kontrollen reduziert. kursiv und fett: signifikante Unterschiede in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-
hoc-Test.
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3.4.3.2 Durchschnittsneuritenlange nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone

Wie in der Zellpopulation dopaminerger Mittelhirnneurone zeigte sich auch hier eine
signifikant verminderte durchschnittliche Neuritenlange. Dabei zeigten sich bei den mit a-
Syn-WT transfizierten Neuronen Neuriten mit einer durchschnittichen Lange von
42,17 £ 1,77 um, bei der A30P-Mutation von 44,87 + 1,44 um und bei der A53T-Mutante von
43,72 £ 1,79 um, wohingegen sich in der eGFP-Kontrollgruppe eine signifikant gréf3ere
durchschnittliche Neuritenlange von 52,61 + 1,23 um fand (s. Abb. 3.22). Zwischen den

verschiedenen a-Syn-Formen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (s. Tab. 3.4).

3K 3k K
160 + * %

120 -

80

40 - X X X -

Durchschnittliche Neuritenléange in um

WT A30P AS53T eGFP

Abb. 3.22 Durchschnittliche Neuritenldnge pro nicht-dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem
Mittelhirnneuron im Vergleich zur eGFP-Kontrollgruppe. Die durchschnittliche Neuritenlange war in allen a-Syn-
Versuchsgruppen reduziert. WT: n=89, A30P: n=93, A53T: n=94, eGFP: n=208 aus 3 unabhangigen
Mittelhirnzellkulturen, DIV5,**: p<0,01, ***: p<0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-
Test.Darstellung als Box Plot: Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz:
arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker: Maximum, unterer Whisker: Minimum.

Signifikanzlevel (p-Wert)

A30P AS53T eGFP

WT 0,70 0,92 9,73 *10°
A30P 0,96 0,0014
AS53T 0.00015

Tab. 3.4 p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche der durchschnittlichen Neuritenlange nicht-dopaminerger
Mittelhirnneurone zwischen den Versuchsgruppen. Die durchschnittliche Neuritenldange war in allen a-Syn-
Versuchsgruppen signifikant reduziert. Kursiv und fett: signifikante Unterschiede in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-
Kramer-Post-hoc-Test.
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Zusammenfassend konnte bei den dopaminergen Neuronen nach der Transfektion mit a-
Syn eine signifikant erhdhte Neuritenanzahl mit einer reduzierten durchschnittlichen
Neuritenlange im Vergleich zu den Kontrollgruppen gezeigt werden, wohingegen die
Gesamtneuritenlange lediglich beim a-Syn-WT erniedrigt war.

Bei den nicht-dopaminergen Neuronen zeigte sich ein d@hnliches Verhalten. Auch hier fand
sich eine Erhéhung der Neuritenzahl bei den Mutationsformen, auch wenn diese lediglich fur
die A30P-Mutante signifikant war. Wie bei den dopaminergen Neuronen war die
durchschnittliche Neuritenlange reduziert, und lediglich beim a-Syn-WT ergab sich eine
signifikante Reduktion der Gesamtneuritenlange.

3.4.4 Perikaryongrof3e dopaminerger Mittelhirnneurone

Des Weiteren wurde der Einfluss auf die Zellkérpergro3e als Korrelat fur die Zellmorphologie
in einer immunzytochemischen Farbung (s. 2.4) untersucht (s. 2.4.4.3). Neurone, welche
einen besonders ausgepragten Neuritenbaum mit langen Projektionen ausbilden (sog.
Projektionsneurone), haben in der Regel auch ein groReres Perikaryon im Vergleich zu sog.
Interneuronen, die lediglich kurze Neuriten ausbilden (Lullmann-Rauch 2009). Es ergab sich
daher die Fragestellung, ob die durch die a-Syn-Uberexpression induzierte, signifikant
reduzierte durchschnittliche Neuritenlange mit einer veranderten Soma-GroR3e korreliert.
Hierbei zeigten sich in 180 Einzelmessungen aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen je
Versuchsgruppe jedoch nahezu identische ZellkdrpergréRen der dopaminergen Neurone,
wie aus der folgenden Tabelle zu entnehmen ist, ohne signifikante Unterschiede (p = 0,10 in

One-Way ANOVA) zwischen den einzelnen Gruppen (s. Tab. 3.5).

WT A30P AS53T eGFP

Zellkorperflache

in um2 112,19+ 2,40 113,58 + 2,46 107,45+ 1,92 106,90 = 2,47

Tab. 3.5 Zellkorperflache der transfizierten dopaminergen Mittelhirnneurone in um2 Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Zellkorperflache zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. n = 180 je Versuchsgruppe
aus 3 unabhéangigen Mittelhirnzellkulturen. DIV5.
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3.5 Sholl-Analyse

Die Analysen der a-Syn-induzierten Veranderungen der Neuritenmorphologie von Mittelhirn-
neuronen wurden erweitert durch eine Untersuchung des Verzweigungsverhaltens (sog.

branching) der Neuriten mittels Sholl-Analyse (s. 2.4.4.2).

3.5.1 Verzweigungsverhalten dopaminerger und nicht-dopaminerger
Mittelhirnneurone

Es wurde das Verzweigungsverhalten der dopaminergen und nicht-dopaminergen Neurone
naher untersucht. Dabei wurden die maximale Anzahl an Neuritenkreuzungen (d. h.
Neuritenverzweigungen) an einem beliebig vom Soma entfernten Messradius (Neuriten-
maximum) pro Neuron und die durchschnittliche Distanz vom Soma, an der es zu diesem
Maximum an Kreuzungen kommt (kritischer Wert), betrachtet. Der ebenfalls ermittelte
Verzweigungsindex (Schoenen-Ramifikationsindex) ist ein Wert, der dieses Verzweigungs-
verhalten zusammenfasst. Zur Berechnung wurde hierflr der Quotient aus dem Neuriten-
maximum und der Anzahl der dem Soma entspringenden Neuriten gebildet. AuRerdem
wurden die durchschnittlichen Neuritenkreuzungen an bestimmten Distanzpunkten vom
Soma (verschiedene Radien) verglichen.

Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft die Analyse der einzeln erhobenen Sholl-
Parameter. Hierbei hebt der rot-gestrichelte Kreis den kritischen Wert des dargestellten
Neurons, also den Messradius, an welchem die meisten Neuritenkreuzungen (entsprechend
dem Neuritenmaximum) auftreten, hervor (im Beispiel: kritischer Wert bei 37,5 um,
Neuritenmaximum: 6, vom Soma entspringende Neurite: 5, daraus resultierend ein
Schoenen-Ramifikationsindex von 1,2). Der Mittelwert verschiedener Einzelradien ergibt den
kritischen Wert (= critical value), also den fiktiven Radius, an welchem das
Neuritenmaximum einer Zellpopulation zu erwarten ist. Die roten Pfeile markieren die direkt
dem Soma entspringenden Neuriten, woraus der Schoenen-Ramifikationsindex als Quotient
aus Neuritenmaximums und der entspringenden Neuriten ermittelt werden kann (siehe Abb.
3.23).
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Abb. 3.23 Beispielhafte Darstellung der erhobenen Parameter der Sholl-Analyse eines dopaminergen
Mittelhirnneurons. Farbung gegen TH, einzelne Neuriten des Neurons sind violett nachgezeichnet. Konzentrisch um das
Zellzentrum angeordnete Kreise entsprechen den Radien, an welchen die Anzahl der Neuritenkreuzungen erhoben wurden

(Abstand jeweils 12,5 um), rot gestrichelter Kreis: Radius des Neuritenmaximums (= kritischer Wert), rote Pfeile: vom Soma
entspringende Neuriten.

3.5.1.1 Neuritenmaximum dopaminerger Mittelhirnneurone

Das Neuritenmaximum entspricht der maximalen Zahl an Neuritenkreuzungen eines
Neurons an einem Messradius, welcher wiederum dem kritischen Wert entspricht.

Hierbei zeigte sich fur den a-Syn-WT ein Neuritenmaximum von 5,61 +0,16 (n =135
Neurone), fur die A30P-Mutation von 5,80 =+ 0,18 (n = 119) und fir die A53T-Mutante von
6,22 + 0,17 (n = 134). Im Vergleich hierzu waren die Neuritenmaxima in den Kontrollgruppen
mit 5,04 + 0,14 bei den eGFP-transfizierten Neuronen (n=171) und 4,91 + 0,11 bei den

untransfizierten dopaminergen Neuronen (n = 373) kleiner (s. Abb. 3.24).
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Abb. 3.24 Neuritenmaximum dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P, A53T) im
Vergleich zur eGFP-Kontrolle und nicht-transfizierten, TH-positiven Kontrollgruppe (untrans). Es zeigt sich eine
signifikante Erhdhung der Neuritenmaxima in den a-Syn-Mutationsversuchsgruppen im Vergleich zur Kontrolle.
WT: n =135, A30P: n =119, A53T: n =134, eGFP: n= 171, untrans: n = 373 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen,
DIV5,*: p <0,05, ***: p<0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot:
Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz: arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker:
Maximum, unterer Whisker: Minimum.

Wahrend der Unterschied zwischen der eGFP-Gruppe und der nicht-transfizierten
Kontrollgruppe nicht signifikant war (p =0,97), waren die Neuritenmaxima der a-Syn-
Mutanten A30P und A53T im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhéht. Fur den
a-Syn-WT ist ein signifikanter Unterschied zur untrans-Kontrollgruppe und in der Tendenz
auch fir die eGFP-Kontrolle zu ermitteln. Ursachlich fiir den nicht bestehenden signifikanten
Unterschied des a-Syn-WTs zur eGFP-Kontrolle, jedoch zur untrans-Versuchsgruppe, ist
maoglicherweise die deutlich héhere Anzahl ausgewerteter Zellen bei untrans (n = 373)
gegenuber eGFP (n=171). Die einzelnen p-Werte sind in der folgenden Tabelle
zusammengefasst (s. Tab. 3.6).

Zu erwdhnen ist hierbei jedoch, dass das Neuritenmaximum eine Abhéngigkeit von den am
Soma entspringenden Neuriten hat und dieser Sachverhalt erst bei der rechnerischen
Ermittlung des Schoenen-Ramifikationsindex bertcksichtigt und sinnvoll herausgerechnet
wird. Hierfur sollte auch in Abb. 3.31 insbesondere der Abstand von 12,5 um, welcher bei
einem Somadurchmesser der Neurone von ca. 10 um praktisch den am Zellkérper

entspringenden Neuriten entspricht, betrachtet werden.
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Signifikanzlevel (p-Wert)

A30P AS53T eGFP untrans

WT 0,74 0,098 0,10 0,0062

A30P 0,46 0,014 0,00038
AS53T 7,60 * 10® 1,72 *10°®
eGFP 0,97

Tab. 3.6 p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche der Neuritenmaxima dopaminerger Neurone zwischen den
Versuchsgruppen. kursiv und fett: signifikante Unterschiede in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-
Test.

3.5.1.2 Neuritenmaximum nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone

Das Neuritenmaximum zeigte sich bei den nicht-dopaminergen Neuronen lediglich fur die
Mutationen des a-Syns signifikant erhdht im Vergleich zur eGFP-Kontrolle (A30P: p = 0,019,
A53T: p=0,047, One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-hoc-Test). Der a-Syn-WT
zeigte keine wesentliche Veranderung im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,83).

Der a-Syn-WT wies hierbei ein Neuritenmaximum von 5,89 + 0,23 (n =87), A30P von
6,47 £ 0,25 (n =93) und die A53T-Mutation von 6,37 + 0,23 (n = 94) auf. Dagegen zeigte
sich in der Kontrolle eine maximale Anzahl an Neuriten von 5,67 +0,17 bei 146

ausgewerteten Neuronen (s. Abb. 3.25).
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Abb. 3.25 Neuritenmaximum pro nicht-dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem Mittelhirnneuron
im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Es zeigt sich eine signifikante Erhéhung der Neuritenmaxima in den a-Syn-Mutations-
versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrolle. WT: n =87, A30P: n =93, A53T: n =94, eGFP: n = 146 nicht-dopaminerge
Mittelhirnneurone aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5, *: p < 0,05 in One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-
Post-hoc-Test. Darstellung als Box Plot: Box-Reichweite: von 1. bis 3. Quartile, innere Bande: Median (2. Quartile), Kreuz:
arithmetischer Mittelwert, oberer Whisker: Maximum, unterer Whisker: Minimum.
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3.5.1.3 Kritischer Wert dopaminerger Mittelhirnneuroneurone

Der kritische Wert (critical value) entspricht dem Radius des konzentrischen Kreises um die
fiktive Mitte des neuronalen Somas, an dem es zum Neuritenmaximum kommt. Er gibt somit
an, in welchem Abstand von der Mitte des Somas eines Neurons die maximale Verzweigung
der Neuriten zu erwarten ist. FUr den a-Syn-WT lag dieser bei 22,13 + 1,40 um, bei A30P
bei 21,50+ 1,36 um, bei A53T bei 23,41+121um und in den Kontrollen bei
26,39 £ 1,45 um in lediglich eGFP-transfizierten Zellen sowie bei 27,80 + 1,02 um in der
Population der nicht-transfizierten TH-positiven Neurone (s. Abb. 3.26). Ein signifikanter
Unterschied zur eGFP Kontrollgruppe bestand nicht (p-Wert zu a-Syn-WT: 0,12, zu A30P:
0,073, zu A53T: 0,40, zu untrans: 0,81 in One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-hoc-
Test).
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Abb. 3.26 Kritischer Wert pro dopaminergem, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem oder nicht-transfiziertem
(untrans) Mittelhirnneuron im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Ein signifikanter Unterschied war nicht zu verzeichnen.
WT: n =135, A30P: n =119, A53T: n =134, eGFP: n= 171, untrans: n = 373 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen,
DIV5, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

3.5.14 Kritischer Wert nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone

In der eGFP-Kontrollgruppe wurde ein kritischer Wert von 29,79 £+ 1,62 um ermittelt. Beim
a-Syn-WT lag dieser bei 20,83 + 1,51 pum, fir A30P bei 25,40 = 1,51 um und fur AS3T bei
24,73 = 1,64 um. Hierbei ergab sich fur den WT ein signifikanter Unterschied im Vergleich
zur Kontrolle (p = 0,00025, One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-hoc-Test) sowie in
der Tendenz eine Reduktion der Mutationen verglichen mit der eGFP-Kontrollgruppe (s.
Abb. 3.27).
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Abb. 3.27 Kritischer Wert der nicht-dopaminergen, mit a-Syn (WT, A30P, A53T) transfiziertem Mittelhirnneuron im
Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Es zeigt sich eine signifikante Reduktion des kritischen Wertes beim WT im Vergleich zur
eGFP-Kontrolle. WT: n =87, A30P: n =93, A53T: n = 94, eGFP: n = 146 nicht-dopaminerge Neurone aus 3 unabhangigen
Mittelhirnzellkulturen, DIV5,***: p < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-hoc-Test, Fehlerbalken:
Standardfehler des Mittelwertes.

3.5.1.5 Verzweigungsindex dopaminerger Mittelhirnneurone

Der Verzweigungsindex (Schoenen-Ramifikationsindex = Schoenen-RlI) trifft eine Aussage
dariiber, wie ausgepréagt sich die dem Soma entspringenden Neuriten weiter aufzweigen und
korreliert somit direkt mit dem Grad der Verzweigung des Neuritenbaums.

Bei den dopaminergen Neuronen zeigte sich, dass sich der a-Syn-WT (Schoenen-RI:
1,26 £ 0,38) und die A30P-Mutation (1,20 + 0,031) im Vergleich zu den Kontrollen (eGFP:
1,43 £ 0,046, untrans: 1,39 + 0,024) signifikant weniger verzweigen. Diese Tendenz war
auch bei der A53T-Mutation (1,31 + 0,036) zu sehen, wobei der Unterschied nicht signifikant
war. Die einzelnen p-Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst (s. Tab. 3.7 und
Abb. 3.28 sowie 3.29).

A30P A53T eGFP untrans
Schoenen-RI Signifikanzlevel (p-Wert)

WT 1,26 + 0,038 0,82 0,91 0,016 0,044
A30P 1,20 + 0,031 0,31 0,00039 0,00094
AS53T 1,31 + 0,036 0,17 0,41
eGFP 1,43 + 0,046

untrans 1,39 + 0,024

Tab. 3.8 p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche der Schoenen-RI dopaminerger Neurone zwischen den
Versuchsgruppen. Kursiv und fett: signifikante Unterschiede in One-Way ANOVA gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-
Test.
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A53T Abb. 3.28 RepréasentativeDarstellung der Sholl-Analyse

dopaminerger, mit a-Syn-transfizierter (WT, A30P, A53T)
Mittelhirnneurone im Vergleich zur eGFP-Kontrolle und
nicht-transfizierten, TH-positiven Kontrollgruppe
(untrans). a und b) TH-Farbung, c) eGFP-Fluoreszenz, d)
DAPI-Zellkernfarbung, e) Uberlagerung von b bis d. 1(a-e)
eGFP-Kontrollgruppe, 2(a-e) untransfizierte dopaminere
Neurone, 3(a-e) a-Syn-WT, 4(a-e) a-Syn-A30P, 5(a-e) a-
Syn-A53T. Maf3balken in 1a) (fir a): 100 um, MaRbalken in
1b) (fiir b-e): 50 pm, 20x-Objektiv. Die Neuriten wurden in a)
schematisch nachgezeichnet (rot) und der zum Radius des
Neuritenmaximums  gehoérende  Kreis  gelb-gestrichelt
hervorgehoben.
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Abb. 3.29 Schoenen-Ramifikationsindex dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P,
A53T) im Vergleich zur eGFP-Kontrolle und nicht transfizierten, TH-positiven Kontrollgruppe (untrans). Lediglich der
a-Syn-WT sowie die A30P-Mutation zeigen eine signifikante Reduktion. WT: n = 135, A30P: n =119, A53T: n = 134, eGFP:
n =171, untrans: n = 373 aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5,*: p < 0,05, ***: p < 0,001 in One-Way ANOVA
gefolgt von Tukey-Kramer-Post-hoc-Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.
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3.5.1.6 Verzweigungsindex nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone

Beim Verzweigungsindex der nicht-dopaminergen Neurone zeigte sich ahnlich wie bei den
dopaminergen Neuronen eine signifikante Reduktion in allen Versuchsgruppen in Bezug auf
die eGFP-Kontrolle.

Beim WT verzweigten sich die initial vom Soma abgehenden Neuriten durchschnittlich
1,31 + 0,053-fach (p =0,0016 zu eGFP, One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-hoc-
Test), in der A30P-Population 1,38 = 0,047-fach (p= 0,034) und bei der A53T-Mutation
1,35 + 0,048-fach (p = 0,0077). Hingegen konnte in der eGFP-Gruppe ein Verzweigungs-
index von 1,56 + 0,053 ermittelt werden (s. Abb. 3.30). Zwischen den einzelnen a-Syn-

Varianten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 3.30 Schoenen-Ramifikationsindex nicht-dopaminerger Mittelhirnneurone nach Transfektion mit a-Syn (WT,
A30P, A53T) im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. Es zeigt sich eine signifikante Reduktion in allen a-Syn-Versuchsgruppen
gegeniiber der eGFP-Kontrolle. WT: n =87, A30P: n=93, A53T: n=94, eGFP: n =146 nicht-dopaminerge Mittelhirn-
neurone aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen,*: p < 0,05, **: p < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett-Post-
hoc-Test, Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwertes.

3.5.2 Neuritenkreuzungen

3521 Durchschnittliche Neuritenkreuzungen dopaminerger Mittelhirnneurone
Der Durchschnitt/Mittelwert der Neuritenkreuzungen eines bestimmten Abstandes vom
Soma der Mittelhirnneurone (Radius) wurde graphisch erfasst und die einzelnen
Messpunkte trotz mathematischer Unkorrektheit zur besseren Visualisierung miteinander
verbunden. Es zeigte sich hierbei, dass in Soma-nahen Abstdnden vor allem bei 12,5 pm
und 25 pym die mit a-Syn-transfizierten Neurone deutlich mehr Neuriten und somit Neuriten-
kreuzungen in diesem Bereich aufwiesen, wobei interessanterweise bei A53T — ahnlich wie
bei den Kontrollgruppen — zunachst ein kleiner Anstieg (entsprechend einer Verzweigung
der Neuriten) zu verzeichnen war. Dann jedoch kam es zu einem schnelleren Abfall der
Anzahl an Neuritenkreuzungen in weiter distal gelegenen Abstanden im Vergleich zur eGFP-
Population, sodass zunachst eine Angleichung zur Kontrollgruppe im Bereich von 37,5-

50 um erfolgte, bevor im noch weiter distal gelegenen Abstandsbereich eine signifikante
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Reduktion der Neuritenkreuzungen zunachst beim WT und im Verlauf auch bei den
Mutationsformen zu sehen war bzw. die Mutationsformen sogar keine Neuritenkreuzungen
im Bereich Uber 212,5 um Abstand zum Somazentrum, also auch keine Neuriten dieser
Lange aufwiesen. Die einzelnen Messwerte sind in der folgenden Abbildung graphisch
aufgezeichnet und anschlieend tabellarisch mit den dazugehdrigen Signifikanzleveln (p-

Werte) zur eGFP-Kontrollgruppe zusammengefasst (s. Abb. 3.31 und Tab. 3.8)

Anzahl der durchschnittlichen Neuritenkreuzungen

3 —WT
A30P

——A53T
——eGFP

2 4 - ntrans

1 -
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Distanz vom Zellzentrum in pm

Abb. 3.31 Graphische Darstellung der durchschnittlichen Neuritenkreuzungen dopaminerger Mittelhirnneurone
nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P, A53T) im Vergleich zur eGFP-Kontrolle und nicht transfizierten, TH-
positiven Kontrollgruppe (untrans) in Bezug auf die einzelnen Radien. Zusammenfassend zeigen sich Soma-nah
deutlich mehr Neuritenkreuzungen bei distal reduzierter Anzahl (s. auch Text). WT: n = 135, A30P: n = 119, A53T: n = 134,
eGFP: n=171, untrans: n =373 dopaminerge Mittelhirnneurone aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5. Zur
besseren Visualisierung erfolgte, wenn auch mathematisch nicht korrekt, die Verbindung der einzelnen Messpunkte und auf
die Darstellung der Fehlerbalken wurde ebenso verzichtet.
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Durchschnittliche Neuritenkreuzungen je Radius (oben) und Signifikanzlevel (p-
Wert) zur eGFP-Kontrolle (unten, kursiv)
Radius
i 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100 112,5 125
in pm
eGFP 3,85 4,22 3,53 2,78 2,29 1,87 1,38 1,13 0,75 0,57
WT 4,75 4,41 3,17 2,34 1,74 1,34 0,99 0,56 0,39 0,25
0,00015 0,88 0,27 0,067 0,0038 | 0,0017 0,021 1,7+10% | 0,0014 | 0,00059
5,07 4,78 3,62 2,73 2,11 1,56 1,19 0,87 0,48 0,29
A30P
1,7*10° 0,11 0,98 0,99 0,69 0,16 0,51 0,12 0,031 0,0049
AB3T 5,01 5,26 4,01 3,01 2,22 163 122 0,98 0,67 0,36
1,8*10° 0,00018 0,082 0,60 0,98 0,31 0,60 0,54 0,83 0,046
3,80 4,19 3,52 2,87 2,31 182 1,45 1,05 0,77 0,50
untrans
0,99 0,97 1,00 0,95 1,00 0,99 0,93 0,83 1,00 0,76
Durchschnittliche Neuritenkreuzungen je Radius (oben) und Signifikanzlevel (p-
Wert) zur eGFP-Kontrolle (unten, kursiv)
Radius
; 137,5 150 162,5 175 187,5 200 2125 225 237,5 250
in pm
eGFP 0,36 0,23 0,15 0,12 0,070 0,053 0,035 0,023 0,018 0,018
WT 0,15 0,081 0,052 0,030 0,022 0,022 0,022 0,0074 | 0,074 | 0,0074
0,0028 0,019 0,065 0,039 0,22 0,44 0,90 0,58 0,83 0,81
0,16 0,084 0,059 0,042 0,0084 | 0,0084 0 0 0 0
A30P
0,0073 0,029 0,12 0,11 0,087 0,16 0,22 0,28 0,46 0,42
0,23 0,16 0,082 0,060 0,045 0,015 0,0075 0 0 0
AS3T
0,093 0,56 0,30 0,28 0,75 0,25 0,40 0,25 0,43 0,36
0,36 0,24 0,16 0,097 0,067 0,048 0,038 0,021 0,019 0,016
untrans
0,97 1,00 1,00 0,87 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Tab. 3.8 Durchschnittliche Anzahl der Neuritenkreuzungen sowie die p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche
zur eGFP-Kontrolle dopaminerger Neurone nach Transfektion. Fett: signifikante Unterschiede (p-Wert < 0,05) in One-
Way ANOVA gefolgt von Dunnett Post-hoc-Testhervorgehoben. WT: n =135, A30P: n =119, A53T: n= 134, eGFP:
n =171, untrans: n = 373 dopaminerge Mittelhirnneurone aus 3 unabhangigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5.

3.5.2.2 Durchschnittliche Neuritenkreuzung nicht-dopaminerger Mittelhirn-
neurone
Auch bei den nicht-dopaminergen Neuronen zeigte sich ein &hnliches Verhalten der
Neuritenverzweigung wie bei den dopaminergen Mittelhirnneuronen. Letztlich konnte auch
hier zun&chst eine Soma-nahe Erhohung der Neuritenkreuzungen im Sinne einer zunachst
zunehmenden Verzweigung beobachtet werden. Es zeigte sich jedoch im Unterschied zu
den dopaminergen Neuronen auch ein kurzer Anstieg der Neuritenkreuzungszahl bei der
A30P-Mutation (minimal auch beim a-Syn-WT) und nicht nur bei A53T. Im weiteren Verlauf
kam es zunachst zu einem starker ausgepragten Abfall in den a-Syn-transfizierten
Zellpopulationen mit im mittleren Abstandsbereich von ca. 50-175 um signifikant weniger
Neuritenkreuzungen bevor noch weiter distal der a-Syn-WT sowie die A53T-Mutation sich
wieder der Kontrollgruppe anglichen, jedoch die A30P Mutation weiter weniger

Neuritenkreuzungen aufwies, auch wenn dieser Unterschied aufgrund der insgesamt
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geringen Anzahl von Neuritenkreuzungen in allen Versuchsgruppen sich nicht mehr
signifikant darstellte. Letztlich fanden sich jedoch bei den nicht-dopaminergen Neuronen im
Gegensatz zu den dopaminergen Neuronen auch nach Transfektion mit den beiden aSyn-
Mutationsformen bis weit nach distal reichende Neuriten (s. Abb. 3.32 und Tab. 3.9). Dies
entspricht dem oben beschriebenen, weniger stark ausgepragten Effekt der a-Syn-
Uberexpression auf die durchschnittliche Neuritenlange bei nicht-dopaminergen im Vergleich

zu dopaminergen Neuronen.

Anzahl der durchschnittlichen Neuritenkreuzungen

0 v v z = = =

12,5 50 100
Distanz vom Zellzentrum in pm

Abb. 3.32 Graphische Darstellung der durchschnittlichen Neuritenkreuzungen nicht-dopaminerger Mittelhirn-
neurone nach Transfektion mit a-Syn (WT, A30P, A53T) im Vergleich zur eGFP-Kontrolle in Bezug auf die einzelnen
Radien. Zusammenfassend zeigen sich Soma-nah deutlich mehr Neuritenkreuzungen bei distal reduzierter Anzahl (s. auch
Text).WT: n =87, A30P: n =93, A53T: n =94, eGFP: n = 146 nicht-dopaminerge Mittelhirnneurone aus 3 unabh&ngigen
Mittelhirnzellkulturen, DIV5.Zur besseren Visualisierung erfolgte, wenn auch mathematisch nicht korrekt, die Verbindung der
einzelnen Messpunkte und auf die Darstellung der Fehlerbalken wurde ebenso verzichtet.
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Durchschnittliche Neuritenkreuzungen je Radius (oben) und Signifikanzlevel (p-
Wert) zur eGFP-Kontrolle (unten, kursiv)
Radius
i 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100 112,5 125
in pm
eGFP 4,03 4,72 4,28 3,73 3,19 2,71 2,27 1,77 1,51 1,14
WT 4,85 4,87 3,29 2,60 2,14 1,68 1,39 1,08 0,82 0,63
0,0067 0,94 0,00084 | 7,4*10°5 | 0,00015 | 4,4*10° | 83*10° | 6,4*10° | 53*10° | 6,0%10°
5,02 5,72 4,63 3,67 2,97 2,40 1,88 1,67 1,23 0,92
A30P
0,00052 0,0042 0,42 0,99 0,72 0,30 0,087 0,87 0,10 0,16
AB3T 5,04 5,46 411 3,30 2,51 1,88 1,47 0,98 0,83 0,65
0,00036 0,050 0,86 0,24 0,020 0,00016 3,1*10° 3,3*10°° 4,9*10°° 7,1*10°
Durchschnittliche Neuritenkreuzungen je Radius (oben) und Signifikanzlevel (p-
Wert) zur eGFP-Kontrolle (unten, kursiv)
Radius
) 137,5 150 162,5 175 187,5 200 2125 225 237,5 250
in pm
eGFP 0,99 0,72 0,53 0,36 0,26 0,20 0,15 0,096 0,062 0,055
WT 0,59 0,41 0,33 0,31 0,26 0,25 0,15 0,11 0,069 0,057
0,0014 0,0060 0,061 0,83 1,00 0,73 1,00 0,95 0,99 0,99
A30P 0,67 0,41 0,30 0,16 0,12 0,086 0,065 0,043 0,032 0,010
0,012 0,0040 0,019 0,015 0,076 0,16 0,18 0,49 0,70 0,27
AB3T 0,54 0,41 0,32 0,26 0,17 0,16 0,13 0,13 0,053 0,053
0,00022 0,0049 0,034 0,33 0,38 0,87 0,94 0,82 0,99 0,99

Tab. 3.9 Durchschnittliche Anzahl der Neuritenkreuzungen sowie die p-Werte der einzelnen Signifikanzvergleiche
zur eGFP-Kontrolle nicht-dopaminerger Neurone nach Transfektion. Fett: signifikante Unterschiede (p-Wert < 0,05) in
One-Way ANOVA gefolgt von Dunnett Post-hoc-Testhervorgehoben. WT: n =87, A30P: n =93, A53T: n=94, eGFP:
n =146 aus 3 unabhéngigen Mittelhirnzellkulturen, DIV5.
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4 Diskussion

Um ein weiteres Verstandnis der pathomechanistischen Verdnderungen im Rahmen des
idiopathischen Parkinsonsyndroms zu erlangen, wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen
einer leichten a-Syn-Uberexpression auf das Neuritenwachstum sowie die Neuriten-
verzweigungen grundlegend untersucht. Zusammengefasst konnte dabei gezeigt werden,
dass in den a-Syn-Uberexprimierenden Versuchsgruppen durchschnittlich kiirzere Neuriten
auswachsen. Durch jedoch deutlich mehr am Zellkbrper entspringende Neuriten
unterscheidet sich die Gesamtneuritenlange der einzelnen Neurone nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Daneben zeigten die a-Syn-tberexprimierenden Neurone deutlich weniger
Verzweigungen.

Bei der Therapie des IPS muss grundsatzlich zwischen kausaler und symptomatischer
Therapie unterschieden werden. Als kausale Therapie bezeichnet man die Behandlung der
Krankheitsgenese, mit deren Hilfe der fortschreitende Krankheitsprozess inhibiert, gestoppt
oder sogar ruckgangig gemacht werden kann. Eine solche Therapie steht bislang jedoch
weder fur das IPS noch fir die seltenen genetischen Parkinson-Formen zur Verfigung. Es
fehlen weiterhin kausale, kurative und neuroprotektive Therapiestrategien, sodass rein
symptomatisch bspw. mit den Medikamenten L-Dopa, DOPA-Decarboxylase-Hemmern oder
Dopaminagonisten behandelt wird. Die Substitution des Neurotransmitters L-Dopa ist bereits
seit Ende der sechziger Jahre des 20. Jh. Hauptprinzip der gangigen, klassischen
symptomatischen Therapie beim IPS (Barbeau 1969).

Lange Zeit konzentrierte sich das Verstandnis der Erkrankung darauf, dass das IPS durch
einen fortschreitenden, lokal begrenzten Verlust von ausschlielllich dopaminergen,
pigmentierten Neuronen im ventrolateralen Teil der SNpc mit konsekutivem Dopaminmangel
gepragt ist. Inzwischen weifld man, dass im Verlauf der Erkrankung multilokular diverse Teile
des Nervensystems und unterschiedliche Zellarten betroffen sind, sodass das IPS vielmehr
als eine Multisystemerkrankung verstanden werden muss (Goedert et al. 2013).

Die Sichtweise &nderte sich unter anderem durch die Erkenntnisse des Neuroanatomen
Braak. Seine klinisch-pathologische Studie zerebraler Querschnitte zeigte eine Degeneration
verschiedener auch nicht-dopaminerger Transmittersysteme, wie bspw. die serotonergen
Raphekerne oder des noradrenergen Coeruleus-Komplexes. Dabei finden sich zudem LK,
als pathognomonisches Korrelat, nicht nur in den dopaminergen Neuronen der SNpc,
sondern ebenso in den Ganglien des Meissner- und Auerbach-Plexus des gastrointestinalen
Traktes (Pouclet et al. 2012, Wakabayashi et al. 1990), in den sympathischen Ganglien und
dem Grenzstrang (Braak et al. 2007, Wakabayashi und Takahashi 1997), in der Glandula
submandibularis (Del Tredici et al. 2010) sowie im Herz (Orimo et al. 2005, lwanaga et al.
1999) und dessen Reizleitungssystem (Ghebremedhin et al. 2009). Dabei wird eine

systematische Ausbreitung der LK-Pathologie Uber das zentrale Nervensystem abh&ngig
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vom Krankheitsstadium beobachtet, wie in der Einleitung bereits ausfihrlich beschrieben (s.
1.2.4.2).

Nicht nur unterschiedliche neuronale Zellarten sind betroffen, sondern ebenso
unterschiedliche Zellkompartimente, insbesondere die neuronalen Zellfortsatze (Axone und
Dendriten) (Braak et al. 2003). Da sich der Verlust von nigrostriatalen Neuriten bereits in
frihen Phasen der Pathogenese des IPS ereignet, konnte eine Unterbindung bzw.
Reduktion dieses Neuritenverlustes ein potentiell kurativer Ansatz sein, vor allem da zu
diesem Zeitpunkt das neuronale Soma noch intakt ist. Chronologisch ist der Neuritenverlust
als eine retrograde axonale Degeneration charakterisiert, welche peripher an den Synapsen
und Terminalen der Neuriten beginnt und erst im Verlauf zu einer Apoptose der neuronalen
Perikaya fuhrt (Tagliaferro und Burke 2016). Als molekulare Mechanismen der axonalen
Degeneration werden unter anderem eine mitochondriale Dysfunktion, eine verminderte
Autophagie, inflammatorische Verdnderungen oder gestérte apoptotische Prozesse
diskutiert (Tagliaferro und Burke 2016).

Multiple unterschiedliche Untersuchungsergebnisse zeigen, dass das Protein a-Syn eine
bedeutende Rolle in der Pathogenese des IPS spielt. Die Entdeckung des ersten Gens fir
eine seltene erbliche Form — genannt PARK1 — definiert eine gesttrte Produktion des
Proteins a-Syn. Kurz danach konnte gezeigt werden, dass die LK vornehmlich aus
aggregiertem a-Syn bestehen. Hierauf beruht letztlich auch die Stadien-Einteilung von
Braak. LK finden sich allerdings nicht nur im Zellkbrper, sondern ebenso in den Neuriten
(Duda et al. 2002, Galvin et al. 1999). Zudem weisen aktuelle Studien daraufhin, dass a-Syn
an den Pathomechanismen eines gestérten Neuritenwachstums beteiligt ist (Liu et al. 2013,
Sousa et al. 2009, Takenouchi et al. 2001) und insbesondere stark verzweigte Neuriten
(dopaminerge Neurone weisen unter physiologischen Bedingungen eine ausgepréagte
Verzweigung auf) anféllig fur die Ausbildung von Lewy-Neuriten sind (Kanazawa et al.
2012).

Da eine verdnderte Neuritenmorphologie und die Degeneration der Neuriten zentrale
Charakteristika im frGhen Krankheitsstadium des IPS sind und zugleich dem Protein a-Syn
eine wichtige Rolle in der Pathogenese des IPS zugeschrieben wird, wurden in der
vorliegenden Arbeit morphologische Effekte einer milden Uberexpression vom a-Syn-WT
und seinen Mutanten A30P und A53T in einem In-vitro-Modell, d. h. in der Zellkultur von
primaren dopaminergen und nicht-dopaminergen Ratten-Mittelhirnneuronen, untersucht.
Dabei wurden die Neuritenmorphologie und das neuronale Uberleben in einem friihen

embryonalen Entwicklungsstadium ausgewertet.
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4.1 Dosis-Effekte intraneuronaler a-Syn-Konzentrationen

Die Uberexpression von a-Syn ist ein gangiges Parkinson-Modell sowohl zellkulturell als
auch im Tier-Modell, um die dadurch verénderten zellularen Ablaufe besser zu verstehen.
Es ist bekannt, dass eine Uberexpression von a-Syn in Tiermodellen ein Krankheitshbild
ahnlich dem idiopathischen Parkinsonsyndroms bedingt (Kirik et al. 2003, Lauwers et al.
2003, Singleton et al. 2003).

Auf Grundlage der besonderen Bedeutung des Proteins a-Syn und des bekannten Gen-
Dosis-Effektes in Parkinsonsyndromen (Tan et al. 2003), wurden in der vorliegenden Arbeit
der humane a-Syn-WT und seine pathogenen Isoformen A30P und A53T in primaren
Mittelhirnneuronen der embryonalen Ratte (E14) fiir insgesamt 5 Tage (DIV5) Uber die
Transfektion mit human-a-Syn-exprimierenden Plasmiden leicht Uberexprimiert, um
anschliel3end die Effekte auf das Neuritenwachstum zu quantifizieren.

Eine artifizielle Uberexpression durch die Transfektion von a-Syn-Plasmiden, wie in diesem
Modell, spiegelt daneben Verénderungen wie bei einer (speziellen) genetisch-familiaren
Form des Parkinsonsyndroms wider. Bei dieser genetischen Form fiihren Multiplikationen
des a-Syn-Locus, d. h. die Duplikation oder Triplikation des a-Syn-WT-Gens oder Poly-
morphismen im Promotorgen, ebenfalls zu einer Uberexpression von a-Syn und induzieren
Uber eine erhdhte intraneuronale a-Syn-Proteinmenge einen Gen-Dosis-Effekt (Bendor et al.
2013, Chartier-Harlin et al. 2004, Singleton et al. 2003, Tan et al. 2003).

Zwar konnte in menschlichen Gehirnen von postmortalen IPS-Patienten keine erhohte
Transkription des a-Syn-Locus in Form von vermehrter a-Syn-mRNA gefunden werden
(Kingsbury et al. 2004), dennoch kann angesichts der a-Syn-Aggregate in Form von LK
auch beim IPS von einer erhéhten intraneuronalen a-Syn-Menge ausgegangen werden, die
in diesem Fall nicht Folge einer erhdhten Transkription, sondern z. B. Folge eines gestdrten
Abbaus des Proteins a-Syn sein kann.

Aufgrund des von Tan et al. beschriebenen Gen-Dosis-Effektes in einer Fall-Kontroll-Studie,
in der durch eine Verdopplung oder auch Verdreifachung des a-Syn-Gens und einer damit
einhergehenden 2-3-fach erhdhten Gesamtproteinmenge von a-Syn ein Parkinsonsyndrom
verursacht wird, sollte keine unverhaltnismallige a-Syn-Proteinexpression, sondern eine
vergleichbare milde Steigerung auf das 2-3-Fache der nativen a-Syn-Expression erzeugt
werden, um ein realitatsnahes Modell der Parkinsonerkrankung zur weiteren Analyse zu
etablieren.

In dem in dieser Arbeit verwendeten In-vitro-Modell wurde eine milde, durchschnittlich 2,1-
fache Uberexpression von a-Syn nach der Transfektion der human-a-Syn-exprimierenden
Plasmide (s. 3.2.2.3) induziert, welche sehr gut, neben den pathogenetischen Effekten der
Mutationsformen, den Gen-Dosis-Effekt, z. B. der krankheitsassoziierten a-Syn-Duplika-

tionen oder die anders induzierten, pathologisch erhdhten intraneuronalen a-Syn-
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Konzentrationen, widerspiegelt. Hier wurde zwischen der milden 2,1-fachen Uberexpression
und der physiologischen intrinsischen Expression unterschieden. Zuklnftig ware es
vielversprechend, anlehnend an dieses Transfektionsmodell, die Effekte verschiedener
Transfektionsdosen und konsekutive Proteinkonzentrationen zu testen, um eine Aussage
verschieden starker Uberexpressionen von a-Syn treffen zu kénnen und daraus resultierend,
ab welcher Konzentration ein negativer Effekt — im Sinne eines Schwellenwertes — entsteht,
ob niederschwellige Konzentrationserh6hungen moglicherweise auch positive Auswirkungen
haben kdnnten und ob sich daraus ubertragbar auf den Menschen ggfs. eine Messgrof3e im
peripheren Blut entwickeln lasst, die zur Frihdiagnostik eines Parkinsonrisikos verwendet
werden kann und somit eine prasymptomatische Kuration erméglicht, sofern bis dato eine

kurative Therapie zur Verfigung steht.

4.2 a-Syn-induzierter neuronaler Zelltod

Die Uberexpression aller eingesetzter a-Syn-Varianten zeigte in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu physiologischen a-Syn-Konzentrationen eine leichte Zytotoxizitat, was sich in
einer Reduktion der dopaminergen und der nicht-dopaminergen Neuronen im Vergleich zur
Kontrolle ausdriickte.

Das IPS zeichnet sich durch progressive intraneuronale Ablagerungen von a-Syn in
verschiedenen Hirnregionen aus (Braak et al. 2003). In vielen dieser Regionen, wie z. B. in
der Amygdala, kommt es allerdings im direkten Vergleich zur SNpc mit ihren dopaminergen
Neuronen zu einem relativ geringen Zellverlust, obwohl sich bereits friih a-Syn-Aggregate
finden lassen (Harding et al. 2002).

Passend dazu konnte gezeigt werden, dass sich die dopaminergen Neurone der SNpc durch
eine besondere Vulnerabilitat gegenlber der a-Syn-Pathologie auszeichnen, was zu einem
signifikant erhéhten neuronalen Zelltod in dieser Region fuhrte (Damier et al. 1999, Fearnley
und Lees 1991, Hirsch et al. 1988). Dieser Unterschied der spezifischen Vulnerabilitat der
dopaminergen Neurone gegeniber anderen Neuronen konnte in diesem Modell zwar nicht
nachgewiesen werden, dennoch ist es denkbar, dass der Zelltod der dopaminergen Neurone
frihzeitiger als bei den nicht-dopaminergen Neuronen eingetreten ist oder erst zu einem
spateren Zeitpunkt Uberproportional in Erscheinung tritt. Die Auswertung einer gestaffelten
Zeitreihe (bspw. DIV1-5) sowie Beobachtungen nach einer langeren Zeitperiode kdnnten
unter den Gegebenheiten dieses Modells eingesetzt werden, um auch in dieser
Versuchsanordnung die zahlreichen Hinweise einer héheren Sensibilitat der dopaminergen
Neurone gegenulber der a-Syn-Pathologie zu erfassen.

Der Grund fir die beschriebene erhdhte Vulnerabilitdt der dopaminergen Neurone ist bis
heute nicht abschlieRend verstanden. Da man unter physiologischen Bedingungen eine

besonders hohe Dichte an protektiver Mikroglia in der Substantia nigra finden konnte, wurde
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eine ausgepragte Vulnerabilitat der dopaminergen Neurone gegeniber inflammatorischen
Prozessen postuliert (Kim YS und Joh 2006). Protektive Mikroglia gleicht dieses Defizit bis
zu einem gewissen Grad aus. Fehlt diese Protektion, wirken sich inflammatorische Prozesse
auf einen neuronalen Zellverlust aus. Da in dem verwendeten Modell dieser Arbeit durch
entsprechende Préparation eine Selektion insbesondere von dopaminergen und nicht-
dopaminergen Neuronen angestrebt wurde, ist die Menge der Mikroglia hier auf ein relatives
Minimum reduziert. Somit ist potentiell von einem inflammatorischen Milieu ohne relevanten
Schutzmechanismus der Mikroglia auszugehen, welches sich in einem erhéhten Zelltod aller
Neurone (dopaminerg und nicht-dopaminerg) auf3ert und daher die bekannte Vulnerabilitét
der dopaminergen Neurone nicht mehr nachgewiesen werden kann.

Oxidativer Stress, bspw. ausgeltst durch inflammatorische Ereignisse, ist eine mutmalflich
vorgeschaltete und beeintrachtigende Komponente. Dopaminerge Neurone haben
nachgewiesenermallen eine erhdhte Sensibilitit gegeniber oxidativem Stress, die
maoglicherweise mit den Besonderheiten des Dopaminstoffwechsels zusammenhéangt
(Faucheux et al. 2003, Jenner und Olanow 1998). Oxidativer Stress kann wiederum die
proteasomale Funktion inhibieren (Ding und Keller 2001) und auch die intrazellulare
Aggregationsbildung ist abhangig von oxidativen Ereignissen (Demasi und Davies 2003).
Unter diesem Gesichtspunkt und anlehnend an dieses Modell, ist es von besonderem
Interesse die proteasomale Funktion sowie die Aggregationshildung ber eine insgesamt
verlangerte Zeitperiode zu beobachten. In den Experimenten dieser Arbeit sind diese
exogenen Faktoren bzw. Pathomechanismen, die eine erhdhte Vulnerabilitat der
dopaminergen Neurone bedingen kénnten, nicht differenziert worden, waren aber bei der
veranderten Neuritenmorphologie von Interesse.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass eine milde Uberexpression von a-Syn
eine toxische Wirkung auf dopaminerge und nicht-dopaminerge Mittelhirnneurone hat, wobei
die zugrundeliegenden Mechanismen hier nicht weiter untersucht wurden. Mogliche

Erklarungsanséatze bestehen jedoch im oxidativen Stress oder inflammatorischen

Prozessen.
4.3 Neuritenmorphologie primarer Mittelhirnneurone
4.3.1 Durchschnittsneuritenlédnge

Die milde Uberexpression von a-Syn-WT und seinen Mutanten A30P und A53T fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion im Langenwachstum der Neuriten eines Neurons
(Durchschnittsneuritenléange), sowohl der primaren dopaminergen als auch der nicht-
dopaminergen Mittelhirnneurone der embryonalen Ratten. Zwischen den einzelnen a-Syn-
Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Neben dieser Beobachtung ist es

jedoch auch von wesentlicher Bedeutung zu erwéhnen, dass sich keinerlei Unterschiede
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zwischen den beiden Kontrollgruppen im Rahmen der spezifischen Analyse dopaminerger
Neurone ergaben. So konnten sowohl in der eGFP-transfizierten als auch in der untrans-
fizierten dopaminergen Neuronenpopulation nahezu identische Werte festgestellt werden.
Hieraus ist zu entnehmen, dass neben der Methode der Transfektion auch die alleinige
eGFP-Expression keinen Einfluss auf die erhobenen Parameter haben und somit die in den
a-Syn-transfizierten Versuchsgruppen erfassten Veranderung spezifisch auf die Uber-
expression von humanen a-Syn zurickzufuhren sind, wenngleich es zukiinftig weiterer
mechanistischer Klarung dieser Effekte auf das Neuritenwachstum zum Verstandnis der
Pathophysiologie bedarf.

Korrelierend mit den o. g. Ergebnissen konnte in einer Studie gezeigt werden, dass das
Langenwachstum der ,Major Neuriten“ (Axone) primarer hippocampaler Neurone allein
durch die Expression der A30P-Mutation (ohne Uberexpression), signifikant vermindert war.
Die ,Minor Neuriten* (Dendriten) zeigten beim a-Syn-WT und A30P jedoch keine
signifikanten Anderungen des Langenwachstums (Sousa et al. 2009). Somit hat die
Expression der Mutation A30P einen primaren Effekt auf das Langenwachstum der langsten
Fortsétze (Axone), sodass der A30P-Variante eine gesonderte Bedeutung zukommt und
eine erhdhte Vulnerabilitdt der langen und filigranen Axone im Vergleich zu den wesentlich
kirzeren Dendriten suggeriert wird. Zudem wird dadurch die dying back-Theorie (Burke und
O’Malley 2013) und die retrograde Degeneration, welche am distal gelegensten Bereich der
Neurone (Axon) beginnt, untermauert. In dieser Arbeit wurden Axone und Dendriten nicht
separat untersucht. Da die Zahl der Dendriten die der Axone deutlich Ubersteigt und die
Ergebnisse hier trotzdem hoch signifikant sind, ist davon auszugehen, dass die Effekte der
Uberexpression von a-Syn und seinen Mutanten A30P und A53T unter den gegebenen
Versuchsbedingungen nicht nur die Axone, sondern auch die Dendriten betreffen.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass der Dosis-Effekt eine entscheidende Rolle spielt, da die
physiologische Expression bzw. intrazellulare Konzentration von a-Syn-WT keinen Einfluss
auf das Neuritenwachstum hat, wohingegen eine Uberexpression, wie in dieser Arbeit, und
somit gesteigerte intrazellulare Konzentrationen des a-Syn-WTs und seiner Mutationsformen
das Neuritenwachstum partiell inhibiert bzw. zu einer reduzierten Neuritenldnge fuhrt.
Demgegenuber kann diskutiert werden, dass die Mutationsformen A30P und A53T per se,
ohne dass es deren Uberexpression bedarf, zu einer Beeintrachtigung des Neuriten-
wachstums fihren. Diese Hypothese misste jedoch in entsprechenden Zellkulturen
mutanter Tiere tberpriift werden, in denen eine Uberexpression mittels Plasmid vermieden
werden kann.

Kontroverserweise filhrte die Behandlung von primaren Kortexneuronen der Ratte mit
erhohten Konzentrationen von humanem a-Syn-WT-Protein (durch passive Diffusion), im

Gegensatz zu den Ergebnissen in dieser Arbeit, zu einer signifikanten Steigerung der
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Neuritenlange im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, in der lediglich endogenes a-Syn
exprimiert wurde (Liu et al. 2013). Dieser Widerspruch kénnte insbesondere dadurch erklart
werden, dass in dem Modell von Lui et al. keine Uberexpression induziert wurde, sondern
dass erhohte Proteinkonzentrationen direkt in die Neurone eingebracht wurden. Erhéhte
intrazellulare a-Syn-Konzentrationen koénnen sich somit offenbar unter spezifischen
Bedingungen auch positiv auf das Neuritenwachstum auswirken. Somit kdnnten
vorgeschaltete Prozesse in der Proteinexpression, bspw. eine gesteigerte mRNA-
Expression, negative Auswirkungen auf das Neuritenwachstum haben. Eine weitere
Erklarung fur die durch Lui et al. kontrovers beobachtete Zunahme des Langenwachstums
bei dem a-Syn-WT verglichen mit den vorliegenden Ergebnissen ist, dass das
Neuritenwachstum zu einem frihen Zeitpunkt und somit noch in der Phase der
Neuritenbildung (Initiation), d. h. 1-4 Stunden nach der Aussaat der Zellen beobachtet wurde
und nicht nach 5 Tagen (DIV5) der a-Syn-Uberexpression, wie in dieser Arbeit (s. auch
3.4.1). Interessant ware es daher unter den gegebenen Versuchsbedingungen dieser Arbeit
die Neuritenbildung wéhrend DIV1-4 zu vergleichen, wobei zuvor die entsprechend
exprimierte Proteinkonzentration an DIV1-4 bestimmt werden musste, da initial von einer
geringeren Proteinkonzentration ausgegangen werden muss, welche im Rahmen der
Expression  stetig ansteigt bis die  durchschnittich gemessene  2,1-fache
Proteinkonzentration an DIV5 erreicht wird. Wenn man in der Studie von Lui et al. lediglich
die a-Syn-WT-Gruppe (ohne Berilicksichtigung der Kontrollgruppe) mit den humanen
Isoformen A30P und A53T vergleicht, kdnnte auch andersherum postuliert werden, dass die
Mutationsformen zu einer signifikant verkiirzten Neuritenlange fuhren. Dies wirde zumindest
fur die Mutationsformen mit den vorliegenden Ergebnissen korrelieren und kénnte die zuvor
beschriebenen Aspekt aufgreifen, dass die Mutationsformen unabh&ngig von ihrem
Expressionsgrad pathogene Eigenschaften aufweisen.

Weiterhin wurde in der Studie von Lui et al. ausschlie3lich der lAngste Neurit eines Neurons
(konsekutiv dem Axon entsprechend) in die Quantifizierung einbezogen, wohingegen in der
vorliegenden Arbeit die Neuritenlangen der Dendriten und Axone kummuliert wurden. Da
Sousa et al. bereits einen inkongruenten Effekt des a-Syn-WT und A30P auf Dendriten und
Axone beschrieb, liegt es nahe, dass sich ein direkter Vergleich dieser Studien als schwierig
erweist. Dagegen beziehen sich Lui et al. und Sousa et al. zumindest beide auf die l&angsten
Neuriten (mutmaRlich Axone), allerdings wurde durch Sousa et al. keine Uberexpression
konstruiert, sodass auch hier der Vergleich erschwert wird. Dennoch konnten in dieser Arbeit
und in den beiden beschriebenen Studien ein Einfluss durch a-Syn auf das
Neuritenwachstum nachgewiesen werden. Dabei kann sich die Expression sowohl negativ

als auch positiv auswirken.
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Lui et al. erklart das durch erhdhte intrazellulare a-Syn-WT-Konzentrationen gesteigerte
Langenwachstum durch Interaktionen zwischen Tubulin und a-Syn. Es gibt zahlreiche
Studien, welche Interaktionen zwischen a-Syn und Tubulin sowie Mikrotubuli zeigen. a-Syn
bindet direkt an Tubulin und bewirkt eine erhdéhte Polymerisationsrate von Tubulin (Lui et al
2013). Der a-Syn-WT fordert folglich als Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) die
Polymerisation von Tubulin in Mikrotubuli, wohingegen die beiden Mutanten A30P und A53T
diese Eigenschaft interessanterweise nicht aufweisen (Liu et al. 2013, Yin et al. 2011, Alim
et al. 2004). Durch diesen Verlust der Polymerisationsféahigkeit der Punktmutationen wére
das verminderte Neuritenwachstum bei den pathogenen Mutationsformen in dieser Arbeit
erklarbar, ohne dass diese eine Uberexpression bediirfen.

Wodurch wird dennoch eine verminderte Neuritenldnge bei intraneuronal erhdhten
Konzentrationen der physiologischen WT-Form in dieser Arbeit verursacht? Ein ungestortes
Langenwachstum von Neuriten benétigt die Polymerisation von Tubulin an Mikrotubuli,
wodurch diese wachsen und sich somit erst lange Zellfortsatze entwickeln kénnen (Tsaneva-
Atanasova et al. 2009, Gordon-Weeks 1991). Mikrotubuli sind polarisierte Polymere mit
einem Plus- und einem Minusende, welche sich an ihrem Plusende durch eine Guanosin-
triphosphat-abhéangige Polymerisation verlangern (Flynn 2013). Da die Polymerisation von
Tubulin fir das Langenwachstum von zentraler Bedeutung ist, kann das Neuritenwachstum
sowohl positiv als auch negativ durch Interaktionen mit a-Syn beeinflusst werden. Bezogen
auf das reduzierte Langenwachstum der Neuriten in dieser Arbeit ist es denkbar, dass es
durch erhohte intrazellulare Konzentrationen von a-Syn-WT zu vermehrten Tubulin-a-Syn-
Bindungen kommt. Beispielsweise konnte in-vitro gezeigt werden, dass durch Tubulin-a-
Syn-Bindungen sogar eine Inhibierung der Mikrotubuli-Formierung entsteht (Zhou RM et al.
2010). Die Uberexpression von a-Syn in primaren Zellkulturen von Hinterstrangzellen hatte
ebenfalls einen negativen Effekt auf das Mikrotubuli-Netzwerk und in degenerierenden
Neuriten zeigten sich vermehrt Co-Aggregate von Tubulin und a-Syn (Lee et al. 2006). Eine
beeintrachtigte Polymerisation von Tubulin an Mikrotubuli wéare ein mdgliches Erklarungs-
modell der vorliegenden Ergebnisse.

Das Langenwachstum von Mikrotubuli und damit verbunden das Neuritenwachstum wird
Uber die NAC-Einheit (Mittelstlick) und das C-terminale Ende (61-140) von a-Syn durch eine
Faszilitation der Polymerisation von Tubulin in Mikrotubuli vermittelt (Chen et al. 2007, Liu et
al. 2013). Somit agiert a-Syn als Chaperon-Protein und diese Eigenschatft ist in der NAC-
Einheit und dem C-terminalen verankert (Kim TD et al. 2002, Rekas et al 2012). Chaperone
sind Proteine, die neu synthetisierten Proteinen zu einer korrekten Faltung verhelfen.
Bezogen auf die vorliegenden Ergebnisse kann der Verlust dieser Eigenschaft ein

vermindertes Langenwachstum erklaren. Da die Mutationsformen A30P und AS53T das
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benannte Charakteristikum nicht aufweisen (Liu et al. 2013, Yin et al. 2011, Alim et al. 2004),
erklart die Expression und Uberexpression beider ein gestortes Neuritenwachstum.
Wodurch wird dartber hinaus Uber gesteigerte Konzentrationen von a-Syn-WT-Produkten
ein negativer Einfluss auf das Neuritenwachstum ausgeldst? Vermehrt anfallende Aggregate
oder Zwischenprodukte auf dem Wege der Aggregatbildung kdnnten herbei negativ in den
Prozess des Neuritenwachstums eingreifen. Die Uberexpression des a-Syn-WTs fiihrte zu
einer gesteigerten Akkumulation von a-Syn in der Taufliege Drosophila (Feany et al. 2000)
und in transgenen Mausen (Kahle et al. 2000, Masliah et al. 2000). A30P und A53T fihren
ebenfalls bereits ohne Uberexpression zu einer erhohten Oligomerisierung (Conway et al.
2000). A30P fuhrt zwar zu einer verminderten Fibrillenbildung, dartber jedoch konsekutiv zu
einer vermehrten Akkumulation von Oligomeren (Conway et al. 2000). Gemeinsam ist
folglich beiden a-Syn-Mutanten A30P und A53T wie auch der Uberexpression des a-Syn-
WTs (mit erhdhten intrazellularen Konzentrationen) eine erhdhte Oligomerisierungsrate.
Durch Fehlfaltungen von a-Syn entstehen Oligomere und aus ihnen wiederum Fibrillen.
Allerdings wird angenommen, dass die Oligomere und Protofibrillen die eigentlich toxischen
Produkte sind, welche hier vermehrt anfallen (Conway et al. 2000, Goldberg und Lansbury
2000, Masliah et al. 2000). Im Vergleich zu Fibrillen konnte in einem In-vivo-Rattenmodell
gezeigt werden, dass a-Syn-Oligomere die toxischen Produkte sind, welche einen erhéhten
dopaminergen Neuronenverlust zur Folge hatten (Winner et al. 2011). Ein wichtiger Beweis
dafiir ist, dass eine Uberexpression von a-Syn in Zellkultursystemen zur Apoptose sowie
Schadigung von Zellorganellen ohne das Vorhandensein von Fibrillen fiihrte (Gosavi et al.
2002).

DarUber hinaus induzierte die Behandlung von primaren Kortexneuronen mit a-Syn-
Oligomeren eine signifikant reduzierte Neuritenl&ange (Danzer et al. 2009). Erklart wird diese
Beobachtung damit, dass Zwischenprodukte auf dem Wege der Aggregatbildung das
Neuritenwachstum dadurch stéren, indem a-Syn Oligomere ebenfalls die Polymerisation von
Tubulin inhibieren. Bspw. konnte in dopaminergen Neuronen (MES-Zellkulturlinie) gezeigt
werden, dass extrazellulares, aggregiertes a-Syn (einschliellich Oligomere) eine
verminderte Tubulin-Polymerisation und mitochondriale Funktion sowie morphologische
Veranderungen zur Folge hat (Chen et al. 2007). Multimere Formen insbesondere
Oligomere von a-Syn beeintrachtigen in-vitro ebenfalls die Polymerisation von Tubulin und
dariiber die Mikrotubuli-Bildung und -Interaktion (Prots et al. 2013, Lee et al. 2006). Diese
Zusammenhange sind ein Erklarungsmodell, uber welches a-Syn das Neuritenwachstum in
primaren Neuronen negativ beeinflusst. Da a-Syn die Funktion als MAP durch die Bildung
von Oligomeren verliert (Chen et al. 2007), liegt es nahe, dass die in dieser Arbeit induzierte
milde Uberexpression eine vermehrte Oligomerisationsrate zur Folge hat, obwohl in diesem

Modell nicht explizit zwischen Aggregaten und freien a-Syn-Monomeren differenziert wurde,
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sodass eine Unterscheidung zwischen a-Syn-Monomeren und Oligomeren mittels Western-
Blot-Verfahren eine vielversprechende Methode waére, um diese Hypothese weiter zu
untermauern.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass alle getesteten a-Syn-Formen einen
negativen Einfluss auf die Lange der Neuriten der dopaminergen und nicht-dopaminergen
Neurone haben. Als méglicher Mechanismus kann auf Basis der vorhandenen Literatur vor
allem eine Interaktion von a-Syn, mdglicherweise auch in der oligomeren Form, mit Tubulin

und der dadurch gestdrten Bildung von Mikrotubuli diskutiert werden.

4.3.2 Neuriteninitiation

Neben der beschriebenen Neuritenlange wurde die initiale Neuriteneubildung bzw.
Neuriteninitiation durch die Quantifizierung der Neuritenanzahl, welche direkt dem Soma
entsprangen bewertet, da diesem zellularen Ereignis andere Mechanismen als dem reinen
Neuritenwachstum zu Grunde liegen. Bei der Betrachtung der Neuritenanzahl eines
einzelnen Mittelhirnneurons zeigte sich interessanterweise eine Erhdhung der
Neuritenanzahl, wenn die dopaminergen Neurone a-Syn-WT und die Mutationsformen A30P
oder A53T moderat Uberexprimierten. Die Neuritenanzahl war bei dem a-Syn-WT und den
Mutationsformen (A30P und A53T) derart erhéht, dass dadurch die Gesamtneuritenlange
des Neuritenbaumes eines Neurons gleich blieb, obwohl im Vergleich zu den
Kontrollgruppen kirzere Neuriten ausgebildet wurden.

Ein pathomechanistischer Ansatz ist die Polymerisation von Aktin, da die initiale
Neuritenbildung stark von Aktin abhangig ist. Die Umverteilung von Aktin in grof3e Aktin-
Aggregate legt die Neuritenneubildung/-initiation fest. Dabei muss zum einen fir die Initiation
der Neuriten gentigend nicht-polymerisiertes Aktin, d. h. freie Aktin-Monomere vorliegen und
zum anderen eine ungehinderte Polymerisation moglich sein, sodass ein ungestorter
dynamischer Fluss zwischen der Polymerisation und Depolymerisation erfolgt.

Eine artifiziell UbermaRig gesteigerte Polymerisation von Aktin fuhrt zu einer Hemmung der
Initiation, weil dadurch kein freies monomeres Aktin mehr vorhanden ist. Andersherum
fordern artifiziell hinzugefuhrte, stark depolymerisierende Agenzien die Initiation, well
ausreichend freie Aktinmonomere zur Verfugung stehen (Zhang SX et al. 2016). Da a-Syn
mit Aktin interagiert und dadurch dessen Eigenschaften beeinflusst, kénnten hierdurch die
Effekte von a-Syn auf die Neuritenneubildung vermittelt werden. Erstmalig wurde eine Co-
Lokalisation von a-Syn mit Aktin in zwei neuronalen Zelllinien von Esposito et al. 2007
beschrieben. Die in dieser Arbeit herbeigefiihrte milde Uberexpression des a-Syn-WTs und
den Mutationen, fuhrte zu einer vermehrten Neuritenbildung bei den dopaminergen
Mittelhirnneuronen, sodass postuliert werden kann, dass erhdhte Konzentrationen des a-

Syn-WTs und den Mutationen Einfluss auf den vorliegenden Pool freier Aktinmonomere
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nehmen und hierriber die Neuritogenese férdern. Anlehnend an die Ergebnisse von Zhang
SX et al. wére eine durch erhdhte intraneuronale Konzentrationen des WTs oder der
Mutationsformen gesteigerte Depolarisationsrate denkbar. In priméren hippocampalen
Neuronen, in denen physiologische Konzentrationen vom a-Syn-WT oder A30P vorlagen,
zeigt der a-Syn-WT eine erhthte Tendenz an Aktin-Monomere zu binden, verlangsamt
deren Polymerisation und erhdht die Depolymerisation, d. h. eine erhdhte Absonderung von
Aktin-Monomeren. Dies ist eine weitere Erklarung dafiir, dass wie in der vorliegenden Arbeit
bei einer Uberexpression eine vermehrte Neuritenbildung induziert wird.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei den Uberexprimierenden nicht-dopaminergen
Mittelhirnneuronen der Effekt der erhdhten Neuritenanzahl ausschlief3lich bei a-Syn-A30P
und nicht bei dem a-Syn-WT oder der A53T-Mutation. A30P induziert somit in dem
vorliegenden Modell bei beiden Neuritenpopulationen eine Steigerung der Neuritenbildung
und zeigt demgemalR einen weitreichenderen Einfluss auf die Neuriteninitiation als die
Uberexpression des a-Syn-WTs und der A53T-Mutation.

Alternativ kbnnte argumentiert werden, dass dopaminerge Neurone insgesamt sensitiver auf
die moderate Uberexpression bei der Initiation der Neuritenbildung (Neuritenanzahl)
reagieren als nicht-dopaminerge Neurone bzw. dass die WT-, A30P, und AB53T-
Uberexpression vergleichbare Effekte auf dopaminerge Neurone im Gegensatz zu der
Uberexpression von A30P bei den nicht-dopaminergen Neuronen hat.

Esposito et al. 2007 zeigten bereits, dass der a-Syn-WT — anders als A30P — mit Aktin
interagiert. Die A30P-Mutation verminderte sowohl die Interaktionen mit Tau als auch die
Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett. A30P bindet nicht an Aktin-Monomere, sondern an
Aktin-Filamente und stabilisiert diese. Es steigert somit die Polymerisationsrate von Aktin
(Sousa et al. 2009). Solange zeitgleich genlgend freie Aktin-Monomere vorliegen, kénnte
dieser Unterschied der Grund fur die bei den nicht-dopaminergen Neuronen nur durch A30P
beobachtete gesteigerte Neuriteninitiation (Neuritenanzahl) sein.

Interaktionen mit Aktin spielen dartber hinaus eine wichtige Rolle im Proteintransport. Ein
pathologisch veranderter Transport des Proteins kdnnte eine weitere wichtige Schnittstelle
sein. a-Syn wird sowohl tber den schnellen als auch den langsamen axonalen Transport
transportiert. Zu 76 % wird a-Syn dabei aktiv Uber den langsamen axonalen Transport
(anterograd vom Ort der Synthese im Perikaryon) Uber die Neuriten bis in die
Axonterminalen bewegt (Jensen et al. 1999b und 1998). Der schnelle Transport ist mit
tubulovesikularen Strukturen und der langsame Transport mit zytoskelettalen Komponenten
assoziiert. Zu den zytoskelettalen Filamenten gehdren Mikrotubuli und Aktin-Filamente. Es
wurde bereits erwahnt, dass es zu Interaktionen dieser Komponenten mit a-Syn kommt. a-
Syn selbst beeinflusst somit ebenfalls den Transport entlang neuronaler Axone. Ein

zumindest fur die A30P-Mutation bewiesener Mechanismus besteht in einer reduzierten
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Membranbindungsfahigkeit von a-Syn. Hierdurch ist der Transport entlang der axonalen
Strukturen gestort, was folglich zu einer vermehrten toxischen Akkumulation von a-Syn fihrt.
Dies konnte anhand quantitativer Proteinanalysen von Rattenhirnlysaten gezeigt werden (Jo
et al. 2002, Jensen et al. 1998). Durch das Fehlen des schnellen Transportes kénnte eine
gesteigerte Akkumulation von A30P mit konsekutiv veranderter Neuritenmorphologie erklart
werden. A30P kommt in dieser Arbeit ebenso eine besondere Bedeutung zu, da nur eine
milde Uberexpression von A30P in beiden Neuronenpopulationen (dopaminerg und nicht-
dopaminerg) zu einer gesteigerten Neuriteninitiation flhrt.

Allerdings waren in dem Modell dieser Arbeit ebenso Veranderungen in der a-Syn-WT-
Versuchgruppe und A53T-Population bei den dopaminergen Neuroenen zu beobachten. So
konnte in einer weiteren Studie bei der Transfektion von primaren kortikalen Neuronen der
Ratte mit a-Syn-A30P und -A53T gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit des axonalen a-
Syn-Transportes im Vergleich zum a-Syn-WT reduziert wird (Saha et al. 2004), was die
Wahrscheinlichkeit erhdht, dass a-Syn akkumuliert und sich Aggregate bilden. Im weiteren
zeitlichen Verlauf dieser Studie kam es zu einer Angleichung der Geschwindigkeiten des a-
Syn-Transportes zwischen den Versuchsgruppen, sodass ebenfalls eine Beeintrachtigung
des axonalen Transports durch den a-Syn-WT denkbar ware, der hier nicht mit einer
untransfizierten Kontrolle verglichen wurde. Es ist noch unklar, ob die Veranderungen des
axonalen Transports zur Akkumulation von a-Syn filhren oder ob die Akkumulation von a-
Syn den axonalen Transport stort.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Neuriteninitiation durch die a-Syn-
Uberexpression verstarkt wird. Als moglichen zugrundeliegenden Pathomechanismus wird

vor allem eine Interaktion mit der Aktin-Polymerisierung diskutiert.

4.4 Grofie der Perikarya dopaminerger Neurone

Da bereits ein Zusammenhang zwischen der PerikaryongrofRe und den Neuriten von
speziellen Funktionstypen von Neuronen bekannt ist, wurden die Grol3en der Perikarya der
dopaminergen Mittelhirnneurone vermessen, um herauszufinden, ob es einen Zusammen-
hang zwischen der Neuritenlange und der GroRe des Perikaryons gibt. So haben
Projektionsneurone (Golgi-Typ 1) entsprechend ihren weiten Projektionen bzw. Neuriten ein
grol3eres Perikaryon als Interneurone (Golgi-Typ II), die mit ihren kurzen Neuriten lediglich
relativ kurze Distanzen zur nachsten Synapse Uberbricken (Lullmann-Rauch 2009). Das
Perikaryon ist das Zentrum fir den Ernahrungs- und Funktionsstoffwechsel. Da Neurone mit
weit reichenden Projektionen Uber grol3ere Distanzen einen hdheren Versorgungsbedarf
haben, benétigen diese ein groReres Perikaryon, in dem bspw. mehr Golgiapparate, rauhes
endoplasmatisches Retikulum oder Mitochondrien beherbergt werden kdnnen. Bei den

dopaminergen Mittelhirnneuronen, welche a-Syn-WT, A30P oder A53T Uberexprimierten,
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zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied bei der GréRe der Perikarya im Vergeich
zur Kontrollgruppe. Somit konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der verkirzten
Neuritenlange und einer veranderten SomagréRe hergestellt werden. Der Grund dafir
kénnte dadurch erklart werden, dass sich zwar eine reduzierte Neuritenlange ereignet, aber
ebenso eine gesteigerte Neuriteninitiation induziert wird und somit bspw. der Energie-
aufwand oder Versorgunsbedarf annahernd gleich bleibt und konsekutiv zu keiner
veranderten Somagrofe fuhrt. Ein anderer denkbarer Ansatz ware, dass die eigentlichen
pathomechanistischen Ereignisse primar in den Neuriten selbst und nicht in den Somata
auftreten. Dieser Erklarungsansatz wirde sich zudem gut mit der dying back-Theorie
erganzen, welche von einer distal in den Neuriten beginnenden und erst im spateren Verlauf

auf die Somata ausbreitenden Patholgie des IPS ausgeht.

4.5 Sholl-Analyse: Verzweigungsverhalten

Die Analysen der a-Syn-induzierten Veranderungen der Neuritenmorphologie von
Mittelhirnneuronen wurden in der vorliegenden Arbeit erweitert durch eine Untersuchung des
Verzweigungsverhaltens (branching) der Neuriten mittels einer Sholl-Analyse. Dopaminerge
Neurone haben lange, diinne und unmyelinisierte Axone (Braak und Del Tredici 2009), die
unter physiologischen Bedingungen eine starke Verzweigung mit Ausbildung multipler
Synapsen aufweisen. In diesem Zelltyp kommt es aus diesem Grund zu einem hohen
Energieumsatz im Bereich der Axonterminalen, was insbesondere unter pathologischen
Bedingungen zu erhohtem oxidativem Stress fuhren kann (Pissadaki et al. 2013). Das
Verzweigungsverhalten der Neuriten wurde in der vorliegenden Arbeit naher beschrieben,
indem die maximale Anzahl an Neuritenverzweigungen an einem beliebig vom Soma
entfernten Messradius pro Neuron (Neuritenmaximum), die durchschnittliche Distanz vom
Soma, an der es zu diesem Maximum an Kreuzungen kommt (kritischer Wert), sowie der
Verzweigungsindex (= Schoenen-Ramifikationsindex), welcher beides zusammenfasst,
ermittelt wurden. Der Verzweigungsindex trifft eine Aussage dariber, wie ausgepragt sich
die am Soma entspringenden Neuriten weiter aufzweigen und korreliert somit direkt mit dem
Grad der Verzweigung des Neuritenbaums. Zusatzlich wurden die durchschnittlichen
Neuritenkreuzungen an bestimmten vom Soma entfernten Distanzpunkten ermittelt. Es
zeigte sich eine reduzierter Verzweigungsrad bei erhdhten intrazellularen Konzentrationen
des a-Syn-WT und A30P bei den dopaminergen und nicht-dopaminergen Neuronen. Bei den
nicht-dopaminergen  Neuronen wurde ebenfalls durch A53T ein geringerer
Verzweigungsgrad induziert. Eine reduzierte Verzweigung ware hierbei sogar ein
anzunehmender Schutzmechanismus eines Neurons seinen Energieumsatz zu drosseln und

konsekutiv erhdhten oxidativen Stress zu vermindern.
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Interessanterweise konnte in einer Studie gezeigt werden, dass bei der LK-Pathologie
vorwiegend stark verzweigte Neuriten im menschlichen Gehirn befallen waren (Kanazawa et
al. 2012). Hier zeigten sich quantitativ mehr Lewy-Neuriten in sich starker verzweigenden
Axonen.

So konnten Kanazawa et al. 2012 zeigen, dass zu einem spaten Zeitpunkt der Erkrankung
stark verzweigte Neurone anfalliger sind, Lewy-Neuriten auszubilden, und man koénnte
andersherum annehmen, dass zu einem sehr frilhen Zeitpunkt in der Pathogenese oder
bereits in der Embryogenese, wie in diesem Modell eher vertreten, die Verzweigung bereits
negativ beeintrachtigt bzw. reduziert wird.

Darlber hinaus wird angenommen, dass LK vornehmlich direkt an den Verzweigungsstellen
entstehen und sich von dort aus centripedal nach proximal ausbreiten oder vielleicht sogar
Lewy-Neuriten zu LK werden. Dabei gilt das Anschwellen der Axone als das friheste
Zeichen von a-Syn-Ablagerungen und ist dementsprechend hauptsachlich an axonalen
Verzweigungsstellen zu beobachten (Uchihara und Giasson 2016). Auch wenn in dem hier
verwendeten In-vitro Modell keine Detektion von LK vorgenommen wurde, so fiihren erhdhte
a-Syn-Konzentrationen, welche durch die Uberexpression induziert werden, nachweislich zu
einem reduzierten Verzweigungsgrad. Kontroverserweise zeigte die Betrachtung des
Durchschnitt/Mittelwertes der Anzahl an Neuritenkreuzungen eines bestimmten Abstandes
vom Soma der Mittelhirnneurone (Radius), dass in Soma-nahen Abstanden vor allem bei
12,5 um und 25 ym, die mit a-Syn transfizierten Neurone deutlich mehr Neuriten und somit
Neuritenkreuzungen in diesem Bereich aufwiesen. Postuliert werden kdnnte entsprechend,
dass priméar distale Verzweigungen reduziert werden; was wiederrum passend zur dying
back-Theorie bzw. einer von centripedal nach proximal fortschreitenden Beeintrachtigung zu
sehen ist. Die erhdhten Soma-nahen durchschnittlichen Neuritenkreuzungen spiegeln dabei
indirekt die erhdhte Neuriteninitiation wider.
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disease progression

vulnerability

Abb. 4.1 Schematische Darstellung eines stark verzweigten, diinnen und langen Axons eines dopaminergen
Neurons mit intraneuronaler Progression der LK-Pathologie von den distalen Axonterminalen zum Soma
fortschreitend. Der obere Pfeil zeigt in Richtung des Krankheitsprogresses, bei dem sich die ersten Aggregate von a-Syn
in den distalen Terminalen finden und sich dann in Richtung Soma (hier nach unten) ausbreiten. a) Das Anschwellen der
Axone gilt als das friiheste Zeichen fir eine a-Syn-Ansammlung, welche vornehmlich an Verzweigungsstellen auftritt. b) und
c) Lewy-Neuriten treten von distal nach proximal in Richtung Perikaryon auf. d) Perikaryon mit LK (&uRere Schicht grun:
Neurofilament, innere Schicht blau: Ubiquitin, mittlere Schicht rot: a-Syn). e) Dreischichtung in der Immuno-
elektronenmikroskopie in LK (d) und Lewy-Neuriten (c). Wenn ein Lewy-Neurit in Verbindung mit einem LK steht (f) finden
sich ununterbrochene Schichten, sodass angenommen wird, dass Lewy-Neuriten zu LK werden oder die Lewy-Neuriten von
den Neuriten zum Soma wandern (oranger Pfeil). f und g) abgeandert aus Kanazawa et al. 2008 (unveréndert aus Uchihara
und Giasson 2016, doi: 10.1007/s00401-015-1485-1).

Auf pathomechanistischer Ebene betrachtet, entstehen im Bereich von Verzweigungsstellen
(und auch wahrend des Langenwachstums) von Neuriten physiologischerweise Wachstums-
kegel. Sie kdnnen erst entstehen, wenn die Neurogenese eines Neuriten (Neuriteninitiation)
bereits abgeschlossen ist. Bei der Entstehung von Wachstumskegeln von wachsenden
Neuriten entwickeln sich wiederum Filopodia. Filopodia, auch Mikrospikes genannt, sind
lange, unipolare und gebindelte Aktin-Filamente, die lber die fuhrenden Kanten von
Lamellipodia, die aus kurz verzweigten Aktin-Filamenten bestehen, hinausragen (Flynn
2013). Neurone die keine Filopodia bilden, weil bei diesen die Polymerisation von Aktin-
Filamenten partiell gehemmt wurde, kbnnen zwar Wachstumskegel ausbilden, allerdings ist
deren Ausrichtung beeintrachtigt und stark verandert (Bentley et al. 1986), was sich zum
einen in einer Beeintrdchtigung des Langenwachstums und zum anderen in einer
verminderten distalen Verzweigung (s. 4.5) der Neuriten widerspiegeln kénnte, welches
ebenfalls in dem Modell dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Somit kdnnte eine
beeintrachtigte Polymerisation von Aktin-Filamenten eine pathomechanistische Ursache

sein.
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Zusammenschauend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von humanem a-Syn einen ausgepragten Einfluss auf die Morphologie und
das Auswachsen neuronaler Auslaufer der dopaminergen aber auch der nicht-
dopaminergen Mittelhirnneurone hat. Die milde Uberexpression von a-Syn-WT und seinen
Mutationen A30P und A53T induziert eine verminderte Neuritenlange mit einer reduzierten
Verzweigung bei gesteigerter Neuriteninitiation in dopaminergen Neuronen.

Dabei spielen vermutlich verschiedene Mechanismen, wie in friiheren Arbeiten teils schon
diskutiert, eine wesentliche Rolle. Inwieweit diese Mechanismen fir sich allein oder in
Kombination diese Verénderungen ausldsen, muss in weiteren Untersuchungen, die sich z.
B. auf gemeinsame Signalmolekule fokussieren, eruiert werden. Von entscheidender
Bedeutung dabei sind jedoch vor allem Interaktionen zwischen a-Syn und Tubulin,
Mikrotubuli und/oder Aktin und dadurch gestorte Mechanismen des zellularen sowie
axonalen Transportes oder Prozesse der Autophagie. Stérungen hierbei kénnen eine
Fehlverteilung von a-Syn zwischen Soma und Synapse der Neurone bedingen, was einen
toxischen Einfluss haben kann und bspw. der Grund fiir eine retrograde Degeneration von
Neuriten oder die Progression der LK-Pathologie von den distalen Axonterminalen
beginnend sein kdnnte, da diese Anhaufungen nicht adaquat degradiert werden kénnen.
Diese Mechanismen werden einen entscheidenden Einfluss auf die hier dargestellten
Veranderungen haben. Ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhange koénnte in Zukunft
fur kausale Therapieanséatze bei der Behandlung des IPS sorgen, indem vor dem
irreversiblen Verlust von Neuronen oder pathologisch veranderten Neuriten in die

Pathogenese eingegriffen werden kann.
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5 Zusammenfassung

Das klassische Kklinische Erscheinungsbild des IPS umfasst insbesondere motorische
Symptome, welche auf zellularer Ebene durch einen Dopaminmangel insbesondere in der
SNpc erklart werden. Allerdings gehen der motorischen Symptomatik, dem Dopaminmangel
und dem Untergang dopaminerger Neurone zahlreiche pathologische Mechanismen auf
molekularer Ebene voran, welche ndher an dem eigentlich zugrunde liegenden
Pathomechanismus liegen. Der Untergang einer dopaminergen Zelle steht dabei am Ende
eines langen pathologischen Prozesses. Ihm voran geht bspw. eine Degeneration der
zugehdrigen Neuriten. Die genauen pathomechanistischen Zusammenhange, welche zu
einer Anreicherung von toxischen Substanzen, wie bspw. fehlgefaltetem a-Syn, fuhren, sind
dabei noch nicht vollstandig verstanden. Um Therapien mit kurativem Ansatz zu entwickeln,
mussen die zugrunde liegenden pathologischen Ereignisse am Anfang der Erkrankung des
IPS analysiert werden. Ein therapeutischer Ansatz auf der Basis der zu Beginn dieser
Erkrankung vorliegenden Pathomechanismen kann den irreversiblen Untergang der
dopaminergen Neurone vermeiden und wirde symptomatische Therapiestrategien in den
Hintergrund drangen, wenn nicht sogar vollstandig ersetzen.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer milden Uberexpression des a-Syn-WT und
seinen pathogenen Isoformen A30P und A53T auf primare Mittelhirnneurone untersucht, um
die Auswirkungen auf die Neuritenmorphologie von dopaminergen und nicht-dopaminergen
primaren Mittelhirnneuronen zu analysieren.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine milde Uberexpression vom a-Syn-WTs und
seinen Mutantionsformen das durchschnittliche Langenwachstum bei den dopaminergen
und nicht-dopaminergen Neuronen vergleichbar reduziert und somit beeintrachtigt.

Sehr interessant ist, dass die latente Uberexpression des a-Syn-WTs und seinen
Mutantionsformen A30P und A53T die Neuriteninitiation (Neuritenanzahl, die dem Soma
entspringt) bei den dopaminergen Neuronen erhoht und zwar derart, dass dadurch die
Gesamtneuritenldnge unbeeintrachtigt ist, obwohl kiirzere Neuriten ausgebildet wurden.
Hervorzuheben ist, dass die a-Syn-A30P-Variante auch bei den nicht-dopaminergen
Neuronen eine signifikant erhdhte Neuriteninitiation (Neuritenanzahl) induziert. Insgesamt
zeigte die Isoform A30P in diesem Modell somit die starksten Effekte bei beiden
Neuronenpopulationen.

Die verminderte durchschnittiche Neuritenlange (s. 3.4.3) in den transfizierten
dopaminergen und nicht-dopaminergen Neuronen spiegelt sich auch in dem abnehmenden
Verzweigungsgrad in den distalen Neuritenbereichen und in dem kritischen Wert in der
Sholl-Analyse wider. Somit hemmt a-Syn in diesem Modell nicht nur das Neuriten-

auswachstum, sondern auch deren Verzweigung.
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Des Weiteren wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen der leichten Uberexpression auf das
Neuronentiiberleben und die PerikaryongréRe untersucht. Die milde Uberexpression des a-
Syn-WTs und seinen Mutanten in primaren Mittelhirnneuronen induziert hierbei einen
vermehrten neuronalen Zelltod gleichermaf3en bei den dopaminergen und nicht-
dopaminergen Neuronen. Die GrolRe der Perikarya bleibt dabei, trotz reduzierter
Neuritenlange, unbeeinflusst.

Das Wissen uber die molekularbiologischen Mechanismen, welche auf dem Weg bis zur
vollstandigen Ausbildung eines Parkinsonsyndroms beteiligt sind, konnte genutzt werden,
indem versucht wird, diese pathologischen Mechanismen positiv zu beeinflussen und
daruber das Fortschreiten der Erkrankung zu verlangsamen und irreversible Neuronen-
verluste zu inhibieren, sodass das IPS zukinftig vielleicht kurativ behandelt werden kann.
Hierbei spielen die Neuriten eine zentrale Rolle, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt

wurde.
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