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Abktrzungen und Anglizismen

Viele wissenschaftliche Begriffe entstammen dem englischen Wortschatz und koénnen nur
schwer ins Deutsche Ubersetzt werden. Die hieraus verwendeten Begriffe und Abkurzungen sind
im folgenden erlautert:

3' oder 5' Bezeichnug des DNA-Strangendes, das die 3'- bzw. 5'-Hydroxylgruppe
des Zuckers des DNA-Ruckgrats tragt.

AMBA Acrylamid-/Bisacrylamid-L6sung

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin

cCAMP zyklisches Adenosin-3’, 5’~-Monophosphat

cDNA komplementare DNA, die durch revers transkribierte mRNA erhalten
wird

cfu colony forming units

CTAB Cetyl-Trimethylammoniumbromid

C-terminal am Carboxylende eines Proteins gelegen

dCTP desoxy-Cytidintriphosphat

DMEM Dulbecco's modified eagle medium

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP aquimolare Desoxyribonukleotidtriphosphatmischung

D-PBS Dulbecco's PBS

DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EST expressed sequence tag

g Erdbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase

GDI GDP dissociation inhibitor

GDP Guanosin-5'-Diphosphat

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosin-5'-Triphosphat

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsiure

HRP Meerrettich-Peroxidase

[o[€ Immunglobulin G

insert in einen Vektor klonierte DNA-Sequenz

IP-3 Inositol-3-Phosphat
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IPTG
kb
Kb
kD
KO
lift

mMRNA
Munc
NACP
NEB
NMDA
Northernblot
NSF
N-terminal
oD

PAGE
PBS

PCR

PET

pfu

Pfu

pH

PMSF
PNS

post nuclear
supernatant

Primer

Rim

RNA

rpm

SCAMP
SDS
SDS-PAGE
SNAP
SNAP-25
SNARE
Southernblot

Isopropyl-B-thiogalactopyranosid
1000 Basenpaare
Dissoziationskonstante
Kilodalton

knockout = Nullmutante

durch Auflegen einer Nylonmembran auf Agar adsorbieren z.B. Phagen
an dieser

messenger- oder Boten-RNA

mammalian unc (uncoordinated movements) homolog

non-Ag component of AD amyloid protein

New England Biolabs GmbH

N-Methyl-D-Aspartat

uber Kapillarwirkung erzielter RNA-Transfer vom Gel auf Membranen
N-ethylmaleimide-sensitive factor

am Aminoende eines Proteins gelegen

optische Dichte

Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphatgepufferte physiologische Kochsalzldsung
Polymerasekettenreaktion
Positronen-Emissions-Tomographie

plaque forming units

Pyrococcus furiosus, thermophiler Bakterienstamm

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Phenyl-Methylsulfonyl-Fluorid

post nuclear supernatant

Uberstand einer Zentrifugation bei 1000x g eines Gewebehomogenates,
durch die Zellkerne und Kern-haltige Zellen sedimentiert werden

synthetisch hergestellte einzelstrangige DNA, die z.B als Starter-
molekdle fur PCR-Reaktionen verwendet werden

Rab3 interacting molecule

Ribonukleinséure

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

secretory carrier membrane protein

Sodiumdodecylsulfat

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

soluble NSF-attachement protein

synaptosome-associated protein of 25 kD

SNAP-Rezeptor

uber Kapillarwirkung erzielter DNA-Transfer vom Gel auf Membranen
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tag

Taq

TCA
TEMED
TEV

U

UCHL
UTR
Westernblot

wit
X-Gal
ZNS

In dieser Arbeit als Bezeichnung fur kurze an ein Protein angefugte
Aminosdurensequenzen, Uber die dieses affinitdtschromatographisch
gereinigt werden kann oder die als Antigen flr die Immunodetektion
dienen

Thermus aquaticus, thermophiler Bakterienstamm
Trichloressigsdure

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

tobacco envelope virus

Unit

Ubiquitin-Carboxylterminale-Hydrolase

5' oder 3' gelegener nicht translatierter Sequenzabschnitt der mMRNA

durch ein elektrisches Feld erzielter Protein-Transfer vom Gel auf
Membranen

Wildtyp
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-Galactosid
Zentralnervensystem
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1 Einleitung

1.1 Anatomische und funktionelle Grundlagen

Das Zentralnervensystem besteht aus schatzungsweise 10** Neuronen, die miteinander iiber
Neurotransmitter kommunizieren. Als Neurotransmitter dienen die Aminoséuren Glutamat und
Glycin, GABA sowie Monoamine, insbesondere Dopamin, Serotonin und Histamin. Glutamat
wirkt Uber seine Rezeptoren erregend auf die nachgeschalteten Nervenzellen, wahrend GABA
und Glycin inhibierend wirken.

Systematisch unterteilt man das Gehirn von kaudal nach rostral in Rautenhirn, Mittelhirn,
Zwischenhirn und Endhirn. Das Endhirn enthalt als oberstes Integrationszentrum zentralnervoser
Prozesse die GroBhirnrinde und als akzessorisches Zentrum sowohl motorischer als auch
mentaler Aktionen Anteile der Basalganglien. Die Basalganglien bestehen aus Nucleus caudatus,
Putamen, dem dem Zwischenhirn angehérenden Globus pallidus und dem dem Mittelhirn
angehdrenden Nucleus subthalamicus sowie der Substantia nigra. Funktionell und zytologisch
werden der Nucleus caudatus und das Putamen als Striatum zusammengefalit. Die Substantia
nigra besteht aus der Zona compacta, die groRe Neuromelanin-haltige Neurone des dopa-
minergen Systems enthalt, und der Zona reticulata, die zytologisch dem Globus pallidus gleicht.

[ C(;r\tex

¥ Striatum \

Abb. 1: Schematische Darstellung der neuronalen Verschaltung in den Basalganglien. Glutamaterge Neurone des
Cortex innervieren zwei Haupttypen von inhibitorischen Neuronen im Striatum. Der eine Typ koexprimiert die
Neuropeptide Dynorphin und Substanz P und projiziert direkt auf den Globus pallidus internus (GPi) und die
Substantia nigra pars reticulata (SNr) (direkter Weg). Die andere Gruppe der GABAergen Neurone exprimiert
Enkephalin und projiziert tber den indirekten Weg Uber den Globus pallidus externus und den Nucleus
subthalamicus auf den Globus pallidus internus bzw. die Substantia nigra pars reticulata. VVon diesen wird der
Thalamus gehemmt, von dem glutamaterge Neurone zuriick in den Cortex projizieren. Die GABAergen Neurone im
Striatum werden weiterhin von lokalen cholinergen Neuronen (ACh) stimuliert bzw. von dopaminergen Neuronen
aus der Substantia nigra pars compacta inhibiert. GABAerge Wege sind durch gestrichelte Pfeile, glutamaterge
durch durchgezogene Pfeile, dopaminerge durch graue Pfeile und cholinerge durch Pfeile mit offener Spitze
dargestellt.



Als akzessorisches motorisches Zentrum unterstiitzen die Basalganglien die Willkirmotorik uber
Steuerung des Muskeltonus von Agonisten und Antagonisten (Abb. 1). So fiihren Erkrankungen
der Basalganglien zu hypo- oder hyperkinetischen Syndromen, wie etwa den Parkinson-
Syndromen, der Chorea Huntington, dem Hemiballismus und anderen. Die Eingangsstruktur
bildet das Striatum, dessen Haupt-Innervation glutamaterg aus dem pramotorischen Cortex auf
das Putamen erfolgt. Die Ausgangsstruktur bilden der Globus pallidus internus und die
Substantia nigra pars reticulata, von denen GABAerge Bahnen zum Hirnstamm und dem
Thalamus ziehen. Vom Putamen ziehen zwei Bahnen (ber verschiedene Stationen zum
Thalamus. Der direkte Weg fihrt GABAerg zum Globus pallidus internus und Uber ihn zur
Anregung des Thalamus, wahrend der indirekte Weg GABAerg zum Globus pallidus externus
und Nucleus subthalamicus und glutamaterg zum Globus pallidus internus zieht und dadurch zur
Inhibition des Thalamus fihrt. Der direkte und indirekte Weg steuert Agonisten und
Antagonisten der Muskeln und wirkt daher synergistisch. Der direkte und der indirekte Weg
werden Uber dopaminerge Fasern aus der Substantia nigra moduliert, die je nach Dopamin-
rezeptorsubtyp inhibierend oder stimulierend wirken.

1.2 Dopaminerge Systeme

Das dopaminerge System wird in vier Bahnen unterteilt. Der nigrostriatale Trakt zieht von
Neuromelanin-haltigen Neuronen der Substantia nigra pars compacta zum Striatum. Wie oben
erwahnt, wirkt er modulatorisch auf die akzessorische motorische Funktion der Basalganglien.
Reduktion der dopaminergen Zellen und Dopaminantagonisten fihren zu Hypokinese, Rigor und
Tremor.

Der mesokortikale Trakt entstammt dem ventralen mesenzephalen Tegmentum und innerviert
den anteromedialen Frontalkortex. Erkrankungen dieses Systems fiihren moglicherweise zu
kognitiven Storungen bei Parkinson-Syndromen.

Der mesolimbische Trakt zieht vom ventralen mesenzephalen Tegmentum zum limbischen
System. Er reguliert Stimmung, Affekt und Antrieb, und indirekte Dopaminagonisten wie
Kocain fihren hier zu Halluzinationen. Die Wirksamkeit von Neuroleptika bei der Behandlung
von Psychosen wird durch einen Effekt auf dieses System erklart.

Tuberoinfundibulére Bahnen innervieren die Hypophyse aus dem Hypothalamus. Sie fihren zur
Hemmung der Prolaktin-Freisetzung. Daher kdnnen Dopaminantagonisten wie Bromocriptin
zum Abstillen verwendet werden. Neuroleptika wirken ebenfalls auf diese Bahnen und kdnnen
als unerwiinschte Wirkung zu Laktation fuhren.

1.3 Parkinson-Syndrome

In Parkinson-Syndromen kommt es zu einer Degeneration dopaminerger Neurone in der Zona
compacta der Substantia nigra (SNC). Beim idiopathischen Parkinson-Syndrom, dem Morbus
Parkinson, sind die ventrolateralen Anteile, die zum Putamen ziehen, besonders stark betroffen.
Charakteristisch fiir Parkinson-Syndrome sind eosinophile intrazytoplasmatische EinschluB3-
korperchen, die Lewy-Kdrper, die in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra, aber auch in
anderen Neuronen vorkommen. Lewy-Korper kommen aber auch bei anderen neurodege-
nerativen Erkrankungen, insbesondere einer Unterform des Morbus Alzheimer vor (Lang und
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Lozano 1998; Lowe et al. 1990). Eine infektiése Form der Parkinson-Syndrome, die Encephalitis
lethargica, und eine familidre Form, das juvenile autosomal rezessive Parkinson-Syndrom,
zeigen keine EinschluBkorperchen. Allen Formen gemeinsam ist eine Reduktion der Neurone in
der Substantia nigra, die zu einer dopaminergen Minderinnervation des Striatums fihrt. Ab
einem Verlust von ca. 60 % der Neuromelanin-haltigen Neurone oder einer Dopaminreduktion
von ca. 80 % im Striatum kommt es zu den charakteristischen Symptomen, wie Tremor, Rigor
und Bradykinese (Bernheimer et al. 1973; Fearnley und Lees 1991; McGeer et al. 1988). Die
idiopathische Form ist mit 80 % der Falle auch die h&ufigste. Sie beginnt im allgemeinen
zwischen dem 50- und 60sten Lebensjahr. Die jahrliche Inzidenz liegt bei 20 pro 100.000 Ein-
wohnern mit einer Pravalenz von 100 bis 200 pro 100.000. Damit ist der Morbus Parkinson die
zweith&ufigste neurodegenerative Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer. Friher war die
Mortalitdt von Parkinson-Patienten dreifach gegeniiber gleichaltrigen Personen erhoht. Nach
Einflhrung der Dopaminsubstitutionstherapie war sie nicht mehr signifikant erhoht. Problema-
tisch bleibt insbesondere nach mehrjéhriger Therapiedauer die hohe Rate der Pflegebedurftigkeit.

Neben der Substantia nigra sind auch andere pigmentierte Hirnareale betroffen. Hierunter fallen
der noradrenerge Locus coeruleus, der serotonerge Nucleus raphe dorsalis und der dorsale
motorische Vaguskern. Bei Parkinson-Patienten mit kognitiven Stérungen findet man im
Nucleus basalis Meynert einen tber 70 %igen Verlust cholinerger Neurone. Dieser Kern ist
insbesondere beim Morbus Alzheimer betroffen.

Obwohl die Parkinson-Erkrankung schon 1817 erstmals von James Parkinson beschrieben
wurde, ist erst in den letzten Jahren tber die Atiologie etwas bekannt geworden. Eine toxische
Genese wurde vermutet, nachdem Drogenabh&ngige durch die Injektion von mit 1-Methyl-4-
Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydro-Pyridin (MPTP) verunreinigten Meperidin-Analoga ein Parkinson-
Syndrom entwickelten (Langston et al. 1983). MPTP wird in Gliazellen tber die Monoamin-
oxidase B in das L-Methyl-Phenyl-Pyridinium-lon (MPP") oxidiert und tiber den Dopamin-
transporter selektiv in dopaminerge Neuronen aufgenommen (Javitch et al. 1985; Markey et al.
1984). MPP" inhibiert effektiv den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette (Nicklas et al.
1985; Ramsay et al. 1986). So wurde in Parkinson-Patienten eine verminderte Aktivitat der mito-
chondrialen NADH-Dehydrogenase in der SNC nachgewiesen. Neben der verminderten ATP-
Synthese deuten erhohte Eisen- und reduzierte Glutathion- und Ferritin-Spiegel auf eine erhohte
Anfalligkeit gegenliber oxidativen Entgleisungen hin (Dexter et al. 1990; Jellinger et al. 1993;
Sian et al. 1994).

Eine genetische Ursache des Morbus Parkinson konnte bisher zwar nicht bewiesen werden, doch
fand sich bei PET-Zwillingsstudien eine hohe Konkordanz fur verminderte striatale Dopamin-
level im praklinischen Stadium (Piccini et al. 1999).

Die sehr viel selteneren familidren Formen der Parkinson-Syndrome koénnen in zwei Gruppen
aufgeteilt werden. Die erste wird autosomal-dominant vererbt und durch Mutationen im o-—
Synuclein- oder dem UCHL 1-Gen charakterisiert. Beide bisher im o-Synuclein-Gen identi-
fizierten Mutationen fiihren zu einem einzelnen Aminosaurenaustausch, Alanin-30 zu Prolin
(A30P) bzw. Alanin-53 zu Threonin (A53T) (Kriiger et al. 1998; Polymeropoulos et al. 1997).
Der Erkrankungsbeginn (im Mittel 45 Jahre) liegt wesentlich fruher als beim Morbus Parkinson.
Der Aminoséurenaustausch von Isoleucin-93 zu Methionin im UCHL 1-Gen reduziert die
enzymatische Aktivitdt dieses Proteins und fihrt ebenfalls zu einem L-DOPA-sensitiven
Parkinson-Syndrom (Leroy et al. 1998). Der Erkrankungsbeginn der beiden betroffenen
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Geschwister lag bei 50 Jahren. Die Penetranz dieser Erkrankung ist jedoch nicht vollstandig, wie
der Erbgang Uber den nicht erkrankten Vater zeigt. UCHL 1 kann wie auch a-Synuclein in
Lewy-Korpern nachgewiesen werden (Lowe et al. 1990). Das Protein selber ist eines der
haufigsten neuronalen Proteine und macht ca. 2% des Proteingewichtes des menschlichen
Gehirns aus (Wilkinson et al. 1992; Wilkinson et al. 1989). Zwei weitere autosomal dominant
vererbte Loci an den chromosomalen Positionen 2p13 und 4p15 wurden bisher identifiziert,
wobei die betroffenen Gene noch nicht bekannt sind (Farrer et al. 1999; Gasser et al. 1998).

Der Erbgang der zweiten Gruppe erfolgt autosomal rezessiv. Diese Erkrankung ist durch einen
frihen Beginn, eine langsame Progredienz, Empfindlichkeit gegenuber L-DOPA und die Abwe-
senheit von Lewy-Korpern charakterisiert (Matsumine et al. 1998). Das identifizierte Gen liegt
an der chromosomalen Position 6q27 und kodiert fur das Protein Parkin (Kitada et al. 1998). Bei
den betroffenen Patienten waren unterschiedliche Exone deletiert.

1.4 a-Synuclein

Die Synuclein-Proteinfamilie wird im Menschen von vier verschiedenen Genen an den
chromosomalen Positionen 4921.3 fir a-, 5935 fir - und 10g23.2 flr y-Synuclein kodiert
(Jakes et al. 1994; Lavedan et al. 1998; Polymeropoulos et al. 1997). Zusétzlich gibt es noch das
Retina-spezifische Paralog Synoretin (Surguchov et al. 1999). Die drei Paraloge a-, 3- und y
Synuclein sind zwischen 127 und 140 Aminoséuren lang und zu 55-62 % identisch. N—terminal
sind sie durch eine unvollendete Aminosaurenwiederholung (fiinf bis sieben Wiederholungen)
charakterisiert (Goedert 2001). Der C-Terminus des loslichen Proteins ist negativ geladen. Die
Klonierung der Proteine erfolgte unabhéngig in verschiedenen biologischen Zusammenhangen.
y-Synuclein wurde 1988 zunéchst aus dem elektrischen Organ des Zitterrochens isoliert und
spater aus der Ratte kloniert (Maroteaux und Scheller 1991; Maroteaux et al. 1988). Die damals
identifizierte synaptische und nukleére Lokalisation gaben dem Protein seinen Namen Synuclein.
Das (-Ortholog wurde bei der Suche nach Phosphoproteinen im Rinderhirn als Phospho-
Neuroprotein 14 (PNP-14) entdeckt (Nakajo et al. 1993; Nakajo et al. 1990). Bei der Charakteri-
sierung von Alzheimer-Plaques wurde in diesen spater das humane a-Ortholog als weitere
Komponente neben Ag identifiziert und als NACP bezeichnet (Ueda et al. 1993). Das o-
Synuclein-Ortholog Synelfin der Zebrafinken wurde im Zusammenhang von verénderten
Protein-Expressionsmustern wéahrend der kritischen Phase des Lernens von Balzliedern durch
mannliche Vogel gefunden (George et al. 1995). Dieses regulierte Expressionsmuster veranla3te
die Autoren, Synuclein eine Funktion in der synaptischen Plastizitat zuzuschreiben.

a-Synuclein ist ein sehr hdufiges présynaptisches Protein, das ca. 1 % des gesamten l6slichen
Gehirnproteins ausmacht (lwai et al. 1995). Wahrend a-Synuclein bevorzugt im Endhirn expri-
miert wird, ist die Verteilung von [3-Synuclein homogener (Irizarry et al. 1996; Iwai et al. 1995;
Nakajo et al. 1994). y-Synuclein wurde durch subtraktive Hybridisierung aus Spinalganglien
kloniert und wird bevorzugt in diesen und dem Ruckenmark exprimiert (Akopian und Wood
1995; Buchman et al. 1998a; Buchman et al. 1998b). In der Prasynapse liegen a- und
B-Synuclein hauptsachlich zytosolisch vor, wie durch subzelluldre Fraktionierungen und
Immunogold-Farbungen gezeigt werden konnte (Clayton und George 1999; Iwai et al. 1995;
Kahle et al. 2000; Nakajo et al. 1994; Shibayama-Ilmazu et al. 1993). In vitro bindet a-Synuclein
an Vesikel, die einen hohen Anteil saurer Phospholipide enthalten (Davidson et al. 1998). Durch



die Bindung veréndert das Protein seine Struktur von ungefaltet in a-helikal, wobei insbesondere
der N-terminus beteiligt ist (Clayton und George 1998; Davidson et al. 1998; Weinreb et al.
1996). Interessanterweise nimmt o-Synuclein in Lewy-Korper-Filamenten eine fur Amyloid
typische gekreuzte B-Faltblatt-Struktur an, die fiir die Aggregation notwendig ist (Conway et al.
2000; Serpell et al. 2000).

Uber die physiologische Funktion von Synuclein ist trotz intensiver Forschung noch wenig
bekannt. Neben dem indirekten Hinweis auf eine Beteiligung bei der synaptischen Plastizitat
wurde eine Funktion in der Signaltransduktion vermutet. In diesem Zusammenhang wurden Q-
und B-Synuclein als potente Inhibitoren der Phospholipase D2 isoliert (Jenco et al. 1998).
Phospholipase D2 ist nahe der Plasmamembran lokalisiert und hydrolysiert Phosphatidylcholin
in Cholin und Phosphatidylséure, die als sekunddre Botenmolekiile wirken (Colley et al. 1997;
Exton 1997). Eine Phosphorylierung von a-Synuclein durch G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
kinasen (GRKn) am Serin-129 und durch Mitglieder der Src-Tyrosinkinase-Familie am
Tyrosin-125 deutet in die gleiche Richtung (Ellis et al. 2001; Pronin et al. 2000). Eine physio-
logische Bedeutung konnte jedoch bisher fiir keinen dieser Prozesse nachgewiesen werden.



2 Zielsetzung

Das erste Synuclein-Ortholog wurde zwar bereits 1988 kloniert, doch fand das Molekul bis 1997
wenig Aufmerksamkeit. Erst mit der Identifikation seiner Rolle bei Parkinson-Syndromen wurde
die Forschung Uber dieses Protein intensiviert.

Vier Paraloge wurden bisher in der Synuclein-Familie identifiziert. Uber die physiologische
Funktion dieser Proteinfamilie ist jedoch noch wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, anhand
der Charakterisierung von a-Synuclein Hinweise auf die physiologische Funktion zu erhalten
und die Rolle in der Pathogenese tierexperimenteller Parkinson-Modelle zu untersuchen.

Hierzu wurden Antikdrper zur spezifischen Detektion der einzelnen Paraloge bendtigt, die tber
rekombinante Proteine hergestellt werden sollten. Die Untersuchung der Gewebeverteilung und
subzelluldren Verteilung der beiden hirnspezifischen Paraloge a- und 3-Synuclein sollte verglei-
chend in Méausen erfolgen. Da nur in Mausen bisher eine gezielte Mutagenese mdglich ist, war
beabsichtigt, dieses Tiermodell fiir die funktionelle Charakterisierung zu verwenden. Uber
homologe Rekombination sollte die a-Synuclein-Expression ausgeschaltet und der Effekt dieser
Mutation auf die synaptische Funktion untersucht werden. Hierzu war in erster Linie eine
Analyse mit biochemischen und morphologischen Methoden beabsichtigt, die je nach Phanotyp
durch elektrophysiologische Studien ergénzt wirden.

Fur die Untersuchungen der Rolle von a-Synuclein in der Pathogenese von Parkinson-
Syndromen war die Analyse von zwei tierexperimentellen Modellen geplant. Einerseits war
beabsichtigt, ein pharmakologisches Modell zu verwenden, in dem der EinfluR von a-Synuclein
auf die MPTP-Toxizitat analysiert werden sollte, andererseits sollten die a-Synuclein-Muta-
tionen der familiaren Formen der Parkinson-Syndrome in Mausen transgen exprimiert werden.

Hierbei stand die Frage im Vordergrund, inwieweit neurochemische Veranderungen wie der
striatale Dopaminverlust und Einschlukérperchen der Parkinson-Syndrome in Méusen induziert
werden kénnen.



3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Agarosegelsysteme

Cryostat, Jung CM 3000
DNA-Sequencer 373 Stretch

E. coli Pulser
Epifluoreszenzmikroskop, Axiophot

Fastproteinliquidchromatographie
(FPLC) Anlage

Filmentwickler Curix 60

Fluo-Link

Flussigkulturenschuttler Innova 4000
Fujix BAS 5000

Gefriermikrotom CM 1325
Gen-Pulser Elektroporationssystem 11

Hi Load 16/60 Superdex 75-Chromato-

graphiesdule

Konfokales Mikroskop MRC 1024
Mehrkanalpipette, 12-Pette, 10 — 200 pl
Mehrkanalpipette, zwolffach, 1 — 10 pl
Mikroplattenreplikator

Mikrotiterplattenlesegerdt Thermomax
PCR-Maschine DNA Engine Tetrad
PCR-Maschine Uno 11

pH-Meter

Potter Elvehjem, 15 ml

Potter Elvehjem, 2 mi

Potter Elvehjem, 30 und 60 ml
Préparierbesteck

Proteingelsysteme, Mini-PROTEAN I
Spektralphotometer

Sterilwerkbanke
Thermomixer 5436

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggenstein-
Leopoldshafen und Konstruktionen der Instituts-
werkstatt

Leica, Bensheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Zeiss GmbH, Jena

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Agfa-Gevaert GmbH, Martsel, Belgien

Biometra, Gottingen

New Brunswick Sience GmbH, Nurtingen
Raytest Isotopenmel3gerdte GmbH, Straubenhardt
Leica, Bensheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Costar GmbH, Bodenheim
Sudlaborbedarf GmbH, Gauting

Merk eurolab GmbH, Hannover und Konstruktionen
der Institutswerkstatt

Molecular Devices, MWG-Biotech AG, Ebersberg
MJ Research, Waltham, USA

Biometra, Gottingen

Knick, Schitt GmbH, Gottingen

Wheaton, Schitt, Géttingen

Glas-Col, Schitt, Gottingen

B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen
martin, Karl Grosse GmbH, Braunschweig
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Beckmann Instruments GmbH, Minchen und
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Haereus GmbH, Hanau
Eppendorf, Hamburg



Tischzentrifuge, Biofuge 13

Ultra Turrax, T8

Ultrafine Juwelier Pinzette 11 cm
Ultraschallbad
Ultraschall-Homogenisator Labsonic U
Videogeldokumentationsanlage
Zentrifuge, 5403

Zentrifuge, Megafuge 3.0R

Zentrifuge, Optima TLX und Optima
L60

Zentrifuge, RC-5B Plus

3.2

Excel
LaserGene Navigator
MacBas Version 2.3

National Center for Biotechnology
Information (NCBI)

OligoOrder Vers. 1.0.1

Swiss Institute for Experimental
Cancer Research (ISREC)

Research Collaboratory
Structural Bioinformatics (RCSB)

WebLab Viewer Lite Vers. 3.2

for

3.3 Verbrauchsmaterialien

Bio Spin P30, Chromatographieséule
Biomax-5K, Ultrafiltrationseinheit
Column PD-10, Sephadex G-25 M
ECL-Rontgenfilme

Elektroporationskiivetten
4 mm Elektrodenabstand

Fettmarkerstift fur die Immunzytochemie
Hybond-N"* Nylon-Membranen
Kunststoffgeféale

1 mm

Nitrocellulose Transfermembran, Protran

0,2 um

Nitrocellulose-Filter
137 mm) Typ HA, 0,45 pm

oder

(Durchmesser

Haereus GmbH, Hanau

IKA, Schitt GmbH, Géttingen

Medicon Instrumente, Tuttlingen

Branson, Schutt GmbH, Géttingen

B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen
Intas GmbH, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Haereus GmbH, Hanau

Beckmann Instruments GmbH, Miinchen

Sorvall GmbH, Bad Homburg

Computerprogramme und Internetzugange

Microsoft, Seattle, USA

DNA-Star Inc., Madison, USA

Raytest Isotopenmeligerdte GmbH, Straubenhardt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Applied Biosystems, Weiterstadt
http://www.isrec.ish-sib.ch/

http://www.rcsb.org/pdb

Molecular Simulations Inc., San Diego, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Millipore GmbH, Eschborn

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Amersham-Buchler GmbH & Co., Braunschweig
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Amersham-Buchler GmbH & Co., Braunschweig
Brandt, Costar, Falcon, Greiner, Sarstedt
Schleicher & Schuell, Dassel

Millipore GmbH, Eschborn



Phase Lock Gel | heavy
Reaktionsgefale
Rontgenfilme

SuperFrost Plus Objekttréager

Verstarkerfolie fur Autoradiographie-

kassetten
Whatman 3MM Chr

GF/B-Filter, 25 mm Durchmesser
Nitrocellulosefilter Hybond ECL, 0,45 pm

Sterilfiltrationsaufsatze  Millex

Porengrolie)

3.4 Chemikalien

[a-*P]dCTP
[*H]-Dopamin
2,2,2-Tribromethanol
Agarose

Alkalische Phosphatase
AMBA
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

Coomassie Blue R250
DNA-L&ngenstandard A BstE Il
dNTP

DTT

ECL-Reagenzien
Einbettmedium
Ethidiumbromid

Extran

Ficoll 400

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz

Freund'sches Adjuvans
GBR12909
Gelatine

5 Prime - 3 Prime, Boulder, Colorado, USA
Eppendorf, Hamburg

Kodak, Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Menzel-Glaser, Braunschweig

Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg

Whatman International Ltd, Maidstone, England
Whatman International Ltd, Maidstone, England

Amersham  Pharmacia  Biotech, Bucking-
hamshire, England

Millipore GmbH, Eschborn

Amersham-Buchler GmbH & Co., Braunschweig
Amersham-Buchler GmbH & Co., Braunschweig
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH,
Eggenstein-Leopoldshafen

Boehringer Mannheim GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
BioMol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
Difco Laboratories GmbH, Augsburg
Difco Laboratories GmbH, Augsburg
Difco Laboratories GmbH, Augsburg
BioMol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
New England Biolabs, Schwalbach
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Amersham-Buchler GmbH & Co., Braunschweig
Jung, Leica, Nussloch

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
DIFCO Laboratories GmbH, Augsburg
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Glutathion-Agarose-Matrix
IPTG
Klenow-DNA-Polymerase
Lachsspermien-DNA
Lysozym

Methamphetamin

Molekulargewichtsstandard  fiir
PAGE “low” und “high”

MPTP
Mung-Bean-DNA-Polymerase
Natriumperoxynitrit
Ni%*-NTA-Agarose-Matrix
N-Lauroylsarkosin
N-Propylgallat
PBS-Puffertabletten

PEG 8000

Pfu-Polymerase

Phenol, puffergeséttigtes Phenol

SDS-

Polyvinylpyrrolidon

Ponceau S

PowerScript DNA Polymerase Mix
Proteaseinhibitor-Cocktail-Tabletten

Proteaseinhibitoren: Aprotinin, Leupeptin,
Pepstatin A, PMSF

Proteinase K

Quick clone cDNA aus Menschengehirn
Quick clone cDNA aus Rattengehirn
Reserpin

Restriktionsendonukleasen

RNase DNase free
SDS
Szintillationsflissigkeit: Rotiszint eco plus

T4 DNA Polymerase, 3-5 ssDNA
Exonuklease-, keine 5'-3' Exonuklease-
aktivitat

T4 DNA-Ligase

Tag-Polymerase

TEMED

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
BioMol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
New England Biolabs, Schwalbach
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
New England Biolabs, Schwalbach
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich-GmbH, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Stratagene GmbH, Heidelberg

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-

stein-Leopoldshafen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
PAN Systems GmbH, Aidenbach
Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH

Boehringer Mannheim GmbH
Clontech, Palo Alto, USA
Clontech, Palo Alto, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Boehringer Mannheim GmbH oder New England

Biolabs, Schwalbach
Boehringer Mannheim GmbH
Boehringer Mannheim GmbH
Roth, Karlsruhe

Boehringer Mannheim GmbH

Boehringer Mannheim GmbH
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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TEV-Protease (spez. Aktivitat: 10-50 U/ug)  Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Tris (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan) Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Triton X-100 Boehringer Mannheim GmbH

Trockenmilchpulver Glicksklee Magermilchpulver, Nestle Deutsch-
land AG, Frankfurt/Main

Tween 20 Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

X-Gal BioMol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Ziegenserum Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firma Merck GmbH (Darmstadt) in p.A.
Qualitat bezogen.

3.5 Chemikalien fur die Zellkultur

2-Mercaptoethanol “cell culture tested” Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Albumin, Rind Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

B27-Supplement Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Cystein Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

DMEM/25mM HEPES Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-

stein-Leopoldshafen
DMEM-Pulvermedium mit L-Glutamin, Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-

4,5 g/l D-Glucose, ohne Natriumpyruvat stein-Leopoldshafen

D-PBS Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

ESGRO-LIF Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-

stein-Leopoldshafen

Fotales Rinderserum (embryonale Stamm- HyClone, Erembodegen-Aalst, Belgien
zellkultur)

Fotales Rinderserum (FBS) fur die Seromed, Berlin
Neuronenkultur, Hitze-inaktiviert fiir 30 min

bei 56°C

Fotales Rinderserum, hitzeinaktiviert Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Gangciclovir Roche AG, Basel, Schweiz

Glutamax-Stammlésung Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-

stein-Leopoldshafen

- 11 -



HBSS (Hanks Balanced Salt Solution)
Kollagen

L-Glutamin, 100x

MEM nichtessentielle Aminosduren, 100x

Mineral6l
MITO

Mitomycin C
Neomycin (G418-Sulfat)

Neurobasal
Papain

Penicillin/Streptomycin, 500x: 50000 1U/ml
Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin

Trypsin Inhibitor
Trypsin-EDTA, 1x

3.6 Kits

BCA Protein Assay-Kit

Plasmid Mini, Midi und Maxi-Kits
Prime-It Il - Random Primer Labeling-Kit
Qiaex II-Kit

QIAquick PCR Purification-Kit
TOPO-Quick Ligation Kit

3.7 Antikorper

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Collaborative Biomedical Products; Becton
Dickinson Labware, Bedford, USA

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Collaborative Biomedical Products; Becton
Dickinson Labware, Bedford, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Worthington Biomedical Corporation, Lake-
wood, USA

Boehringer Mannheim GmbH

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Life-Technologies Gibco-BRL GmbH, Eggen-
stein-Leopoldshafen

Pierce, Rockford, Illinois, USA
Qiagen AG, Hilden

Stratagene GmbH, Heidelberg
Qiagen AG, Hilden

Qiagen AG, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Es wurden zusétzlich zu den neu erstellten die unten angegebenen primaren Antikorper
verwendet. Die Bezugs- oder Literaturquelle ist angegeben.

Aktin AC-40
Amphiphysin P924
APP U955
Complexin 1 und 2 P942

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Synaptic Systems, Goéttingen

Prof. T. C. Sudhof, Dallas, USA
Synaptic Systems, Gottingen
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CSP aCSP Dr. B. Stahl, Gottingen

Doc2A Maus anti Doc2A  Transduction Laboratories, Lexington, USA

Dopamintransporter M369 Transduction Laboratories, Lexington, USA

Dynamin E765 (Robinson et al. 1993)

GAPDH 6G5 Biotrend GmbH, Koln

GDI CI81.3 (Chou und Jahn 2000)

Hexahistidin Maus anti Peptide Qiagen AG, Hilden
»RGSHHHH*

Mint P932 Prof. T.C. Siidhof, Dallas, USA

mSEC7 SA3613 H. Koch, Gottingen

Munc13-1 3H5 (Betz et al. 1998)

Munc18 1370 Prof. T.C. Studhof, Dallas, USA

Neuroligin | 4C12 (Song et al. 1999)

NMDA-R1 Cl54.1 (Brose et al. 1994)

NSF 1372 (McMahon und Sudhof 1995)

pl16 der vesikuldren 587 Synaptic Systems, Goéttingen

ATPase

Presenilin | Schleife aPSI Prof. T. C. Sudhof, Dallas, USA

Rab3A 583 Synaptic Systems, Goéttingen

Rab3A Cl42.2 (Matteoli et al. 1991)

Rab3B U954 (Schliter 2000)

Rab3C P180 (Castillo et al. 1997)

Rabaptin R321 Dr. Y. Wang, Dallas, USA

Rabphilin 1734 (Lietal. 1994)

Rim Maus anti Rim Transduction Laboratories, Lexington, USA

SCAMP P936 Synaptic Systems, Gottingen

aSNAP 1373 Prof. T. C. Sudhof, Dallas, USA

SNAP-23 P914 Synaptic Systems, Goéttingen

SNAP-25 Cl72.2 Prof. R. Jahn, Gottingen

Synapsin I und Il E028 (Rosahl et al. 1995)

Synaptobrevin 1 P938 Synaptic Systems, Gottingen

Synaptobrevin 2 Cl69.1 (Edelmann et al. 1995)

Synaptogyrin P925 Synaptic Systems, Gottingen

Synaptojanin P923 Synaptic Systems, Goéttingen

Synaptophysin | Cl7.2 Prof. Dr. R. Jahn

Synaptophysin Il ap37 (Fykse et al. 1993)

Synaptotagmin | V216 (Perin et al. 1990)

Synaptotagmin Il 1735 (Rosahl et al. 1995)

Syntaxin 1 Cl78.2 Prof. R. Jahn, Gottingen
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Syntaxin 1b P941
Tyrosin Hydroxylase Maus anti TH

Vesikulare  Monoamin- oaVMAT-2
transporter 2

Synaptic Systems, Goéttingen
Boehringer Mannheim GmbH
Prof. E. Weihe, Marburg

a-, B-Synuclein Q698 Dr. R. Janz, Houston, Texas, USA

aSNAP 1373 (McMahon und Stidhof 1995)

a-Synuclein aSyf Transduction Laboratories, Lexington, USA
a-Tubulin DMla Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
B-Tubulin TUB2.1 Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Tyrosinhydroxylase (TH) oTH Boehringer Mannheim GmbH

Zur Detektion wurden folgende sekundare Antikdrper verwendet:

Affinitatsgereinigter Kaninchen-anti-Maus-1gG (H+L) Anti-  Jackson ImmunoResearch

korper

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Kaninchen-1gG (H&L) konju-
giert mit Cy2, Amax489 nm, €max: 505 nm

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Maus-1gG (H&L) konjugiert
mit Cy3.29, Amax: 552 NM, Eqax: 565 NM

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Maus-1gG (H&L) konjugiert
mit Cy2

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Kaninchen-1gG (H&L) konju-
giert mit Cy3.29

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Maus-1gG (H&L) konjugiert
mit Cy5.29, Amax: 650 NM, €nax: 667 NM

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Maus (H&L) konjugiert mit
HRP

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Kaninchen (H&L) konju-
giert mit HRP

Affinitatsgereinigter Ziege-anti-Ratte-lgG (H&L) konjugiert
mit Cy2

3.8 Plasmidvektoren

Lab., West Grove, USA
Rockland, Gilbertsville, USA

Rockland, Gilbertsville, USA
Rockland, Gilbertsville, USA
Rockland, Gilbertsville, USA
Rockland, Gilbertsville, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH,

Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Rockland, Gilbertsville, USA

pcDNAZ3: 5,4 kb (Invitrogen, Groningen, Niederlande). Eukaryontischer Expressionsvektor mit
Ampicillin-Resistenz-Gen, einem CMV ,,promotor/enhancer* Element, einer BGH Polyadeny-
lierungskassette, einem SV40 Replikationsstartelement und einer Neomycinresistenz-
Expressionskassette (NeoR) zur Selektion von stabilen Transfektanten.

pBluescript 11 SK+: 2,9 kb (Stratagene GmbH, Heidelberg). Klonierungsvektor mit Ampicillin-
Resistenz-Gen mit hoher Kopienzahl und der Mdglichkeit zur Testung von rekombinanten
Klonen uber B-Galaktosidase-Expressionstest.

pTK-Neo 3a: ca. 8 kb (Rosahl et al. 1993). Klonierungsvektor zur Klonierung von Rekombi-
nationsvektoren fur die homologe Rekombination. In den Mehrfachklonierungsbereich von

- 14 -



pBluescript Il wurden zwei Thymidinkinase-(TK) und eine Neomycinresistenz-Expressions-
kassette (Neo®) mit RNA-Polymerase II-Promotor kloniert. Als singulare Restriktionsschnitt-
stellen sind zwischen TK und NeoR Sall und Clal und 3’ von der Neo® BamHI, Spel, Notl und
Sacll vorhanden.

pPpGEX-KG: 5,0 kb (Guan und Dixon 1991). Bakterieller Expressionsvektor mit Ampicillin-
Resistenz-Gen zu Expression von N-terminalen Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteinen
(GST).

NHispBSK.1: 2,9 kb (Schluter 2000). In Vektor pBlueScript SK+ (Stratagene GmbH,
Heidelberg) wurde tber die Restriktionsenzyme HinDIIl und BamHI eine Oligonukleotidpaar
kloniert, das die Kozak-Nukleotidsequenz ,,CCACC*, gefolgt vom Startcodon ,,ATG* und die
Codons fur die Aminosauresequenz ,,RGSHHHHHH* kodierte.

pCR-Script 11: 2,9 kb (Schliter 2000). Im Vektor pCR-Script (Stratagene GmbH, Heidelberg)
wurde die zusatzliche Smal-Restriktionsschnittstelle durch Spel ersetz. Bei der Klonierung von
PCR-Fragmenten mit glatten Enden konnte die Srfl-Restriktionsschnittstelle sowohl mit Smal als
auch mit Srfl wahrend der Ligation geschnitten werden.

pTSC21: 9,1 kb (Dr. M. Goedert, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, England).
pUC18-Vektor, der das Maus-Thyl-Gen enthdlt. Die kodierenden Bereiche der Exone zwei bis
vier wurden ausgeschnitten und eine einzige Klonierungsstelle fur das Restriktionsenzym Xhol
eingefugt. Das Gen kann tiber die Restriktionsenzyme EcoRI oder Notl und Pvul aus dem Vektor
herausgeschnitten werden.

3.9 Genbibliotheken

pVP16-3 cDNA-Bibliothek aus Ratte (E18) Dr. Massaya Okamoto, Southwestern
Medical Center, Dallas, USA

Lambda FIX 11 genomische Phagenbibliothek Stratagene GmbH, Heidelberg
aus der Mauslinie 129SvJ

3.10 Synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden vom institutseigenen Oligosyntheselabor hergestellt und sind anhand
der Synthesenummer bezeichnet.

288: CCTGTCCGGTGCCCTGAATGAA

428: GAGCGCGCGCGGCGGAGTTGTTGAC

439: CGCGAATTCATTGGGGAAAACAGGAGG

440: CGCGAATTCCACTGTTGTCACTCCATG

670: CGCATCGATAGATCTCGTGGCTGAACTTGAGC

672: CGCATCGATTCCAGGAAGAAATATCAGATATC

739: GCTGAGGGAAGGAAAAGGCTGAAGCC

741: CCCCTCGAGTTCAGAGGGCCCTCAG

786: CGAATTCTAATGGATGTGTTCATGAAAGGACTTTCAAAGGC
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787.
801:
817:
818:
832:
887:
946
947:
948:
9409:

1103:
1106:
1120:
1121:
1122:
1123:
1241
1242:
1243:
1244
1333:
1334:
1383:
1643:
1646:

2033:

2034:

2035:

2036

2199:
2200:

CGCAAGCTTTTAGGCTTCAGGCTCATAGTCTTGGTAGC
CGCAAGCTTTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATACC
CGCAAGCTTCCACCATGGATGTGTTCATGAAAGGACTTTC
CGCCTCGAGAATCCGAAGTCCGAGTATCAGAACC
CGCCTCGAGTTAGGCTTCAGGCTCATAGTCTTGG
GCCGATCCCCTCAGAAGAAC
CCACCATGGACGTCTTCAAGAAAGGC
CCTTCTAGTCACCTCCACTCTTGGCC
GGAGGGAGTGGTCCATGGTGTGACAACAGTGGCTGAGAAGACC
GGTCTTCTCAGCCACTGTTGTCACACCATGGACCACTCCCTCC
TCTCTGGTGTGGCATCTGGGCTCGT
GTTGGTTGGAGGTGCGGTGCGTGAGG
CGAATTCGCGATCGCTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATACC
GGGTGTGGCAGAAGCCCCGGGAAAGAC
GTCTTTCCCGGGGCTTCTGCCACACCC
GGCGCGCCACCATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTC
GCGGATCCGATGTGTTCATGAAAGGACTTTCAAAGG
GCGGATCCGACGTGTTCATGAAGGGCCTGTCC
ATCATGGACCCTTCGCCTCTGGTTCGTATTCCTG
GGAAGATCTGACGTCTTCAAGAAAGGCTTCTCC
GGCACCTAGAGGATCTCGACTAGTGG
GGACCTCGACGCTTAGGCTTCAGG
TGGAGCCTACATAGAGAACACCCTC
CGCAAGCTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGA

GCTCTAGAAAACCTGTATTTTCAGGGCATGGATGTATTCATGAAAGGACTTT
CA

GATCCTGACAATGAGGCCTATGAAATGCCTGATGAGGAAGGGTATCAAGAC
TACGAACCTGAAGCCTA

AGCTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATACCCTTCCTCATCAGGCATTTCAT
AGGCCTCATTGTCAG

GAGGGAGCAGGGGACATTGCAGCTGCCACTGGC
GCCAGTGGCAGCTGCAATGTCCCCTGCTCCCTC
GTGGATCTCAAGCCCTCAAGG (Thyl fwd. sequencing primer)
TGAGATATTTGAAGGACTTGG (Thyl rev. sequencing primer)

T1818 CGGAATTCGGATCCTTACGCCTCTGGCTCGTATTCC
T1819 GCATATGGACGTGTTCATGAAGGGCC
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3.11 Bakterienstamme

Klonierungen und Uberexpressionen wurden mit den folgenden Escherichia-coli-Bakterien-
stdammen (E. coli) durchgefihrt:

XL1-Blue Stratagene GmbH, Heidelberg
BL21(DE3)pLysS Novagen, Madison, USA
XL1-Blue MRA(P2) Stratagene GmbH, Heidelberg
3.12 Zellinien

203 Zellen: Diese Zellinie wurde durch Transfektion von menschlichem embryonalen
Nierengewebe mit Adenovirus Typ 5 DNA-Fragmenten immortalisiert (Graham et

al. 1977).

MEF: Embryonale Primérkulturen aus Mausfibroblasten (GenomeSystems, St. Louis,
USA).

E14.1: Omnipotente embryonale Mausstammzellinie aus der Mauslinie 129SV (Hooper et
al. 1987). Freundlicherweise von Prof. Dr. K. Rajewsky, Koéln, zur Verfugung
gestellt.

3.13 Zuchttiere

Die Mauslinie C57BI6/J wurden vom Tierzuchtbetrieb Elevage Janvier, Le Genest St Isle,
Frankreich, und die Mauslinie C57BI6/J/ola/hsd von Harlan Winkelmann, Borchen, bezogen und
im institutseigenen Tierhaus gezlchtet. Erstere wurde fur die Blastozystengewinnung und
Verpaarungen der chiméaren Méuse und Rickkreuzungen verwendet. Die Mauslinie FVB wurde
im institutseigenen Tierhaus gezichtet und fir die Gewinnung befruchteter Eizellen fur die
Erstellung trangener Mé&use verwendet.

Wistar-Ratten fur die Gewinnung von Gewebeproben, Chinchilla-Kaninchen fur die Immuni-
sierung und NMRI-Mause als Ammen fur Embryotransfers wurden ebenfalls aus den instituts-
eigenen Tierstallen bezogen.

3.14 Medien und L6ésungen

Falls nicht anders angegeben, beziehen sich die Konzentrationsangaben auf wélrige Lésungen,
die mit Hilfe von vollentsalztem Wasser (H,O) hergestellt wurden.

Ampicillin-Stammldsung, 20 mg/ml

200x:

Denaturierungslésung: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH.

Denhardt's Losung, 50x: 1% Rinderserumalbumin; 1 % Ficoll 400; 1% Polyvinyl-
pyrrolidon

Homogenisationspuffer 320 mM Saccharose; 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 0,1 mM
EDTA
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Hybridisierungslosung:

IPTG-Stammldsung, 1000x:

LB-Kulturschalen:

LB-Medium:

LB-Selektionsmedium:
LB-Top-Agar:
Neutralisierungslsung:
PBS:

Prahybridisierungslésung:

SDS-Probenpuffer
SM-Puffer

SSC, 20x:
TAE, 50x:
TBS, 10x:
TE-Puffer:

X-Gal-Stammlésung, 1000x:

3.15 Methoden

Préhybridisierungslésung mit radioaktiv markierter DNA-
Sonde

30 mg/ml

159/l Bacto-Agar in LB-Medium, autoklaviert. Bei
Selektionsmedien erfolgte die Zugabe der Antibiotika nach
Abkuhlung auf 50°C.

109/l NaCl; 109/l Bacto-Trypton; 59/l Hefeextrakt;
autoklaviert.

LB-Medium mit Antibiotikazugabe direkt vor Gebrauch.
LB-Medium mit 0,7 % Agarose
1,5M NaCl; 1 M Tris/HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA

8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l Na;HPO,*7 H,0, 0,24 gl
KH,PO,*H,0, pH 7,4

50% Formamid; 5x Denhardt's; 1,5% SDS; 5x SSC;
0,1 mg/ml denaturierte Lachsspermien-DNA (Denaturierung
durch funfminttiges Kochen direkt vor Gebrauch der Losung).

50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 3,3 % SDS; 30 % Glycerin; 0,03 %
Bromphenolblau; 50 mM DTT

5,8 g/l NaCl; 2 g/l MgSO4*H,0; 50 ml/l 1 M Tris/HCI, pH
7,5: 5 ml/l 2 % Gelatine, autoklaviert

3 M NacCl; 0,3 M Nas-Citrat

242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
0,2 M Tris/HCI, pH 7,4; 1,4 M NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 8; 1 mM EDTA.

50 mg/ml in DMF

3.15.1 DNA-Amplifikation Gber die Polymerasekettenreaktion

(Saiki et al. 1988)

Fur die Amplifikation von DNA wurden verschiedene Matrizen verwendet: 1 ul cDNA aus
Ratten- oder Menschengehirn, 1 ul genomische Maus-DNA oder 1 pg Plasmid-DNA. Fur die
Gen-Klonierung wurden die Pfu-Polymerase oder die Polymerasenmischung PowerScript
verwendet, wobei sich erste durch eine geringere Fehlerrate und zweite durch erhohte
Produktmenge auszeichneten. Die verwendeten Primer wurden auf eine optische Dichte bei
260 nm von 5 eingestellt. Ein typischer PCR-Ansatz hatte folgende Komponenten:

1l Matrizen-DNA

5ul 10x Reaktionspuffer

10 pl 5x Enhancer (nur PowerScript)
1l 50 mM MgCl;, (nur PowerScript)
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1,4 ul Primer 1

1,4 ul Primer 2

1 pl 40 mM dNTP

0,5 ul Pfu (5 U/ul) bzw. 1 pl PowerScript (2,5 U/ul)
ad50 ul - H,O.

Initial erfolgte eine Denaturierung fir 5 min bei 94°C. Die Zyklenzahl betrug 30 bis 45 Zyklen,
wobei die Synthesezeit der letzten 20 Zyklen um je 10 s verldngert wurde. Die Schmelzzeit
betrug 30 s, -temperatur 94°C, die Hybridisierungszeit 30 s und die Synthesetemperatur 72°C.
Die Synthesezeit betrug zu Beginn 2 min pro 1000 bp. Die Hybridisierungstemperatur wurde 2
bis 10°C unterhalb der mit dem Programm OligoOrder bestimmten Schmelztemperatur gewéhit.

3.15.2 Polymerasekettenreaktion fur die Genotypisierung

Der Reaktionsansatz enthielt in 10 pl TNK-Puffer (Blanchard et al. 1993) 0,5 pul 100 mM dNTP
und 0,2U Tag-Polymerase verschiedener Hersteller. Die Primer wurden mit Hilfe des
OligoOrder-Programms gewahlt, so daR der GC-Gehalt ca. 50-60 %, die Lange 17-26 Basen und
die Schmelztemperatur 59-64°C betrug. Die Endkonzentration betrug 0,25 pMol. Die Zyklen-
parameter wurden wie oben angegeben eingestellt.

TNK-Puffer, 10x: 100 mM Tris/HCI pH8,5; 15 mM MgCl,; 500 mM KCI; 50 mM NH,CI

3.15.3 Subklonierung von Plasmid-DNA

3.15.3.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Ein Liter LB-Medium wurden 1:100 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C im
Schittelinkubator bei 300 rpm kultiviert. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase
bei einer optischen Dichte (ODggo) von 0,5 bis 0,7 wurden die Bakterien durch Zentrifugation
(15 min, 4000x g, 4°C) geerntet. Die Bakterien wurden nachfolgend mit einem Liter, 0,51 und
0,25 | eiskalter, steriler 10 %iger Glycerinldsung gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation
wurde das Bakterienpellet in 4 ml 10 %iger Glycerinldsung resuspendiert und in Aliquots auf in
einem Trockeneis/Isopropanol-Bad vorgekiihlte ReaktionsgefiRe verteilt. Uber mehrere Monate
behielten die Bakterien eine Transformationseffizienz von bis zu 10° cfu/pg pBluescript Il SK
bei Lagerung bei -80°C.

3.15.3.2 Transformation von Bakterien

Ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut. 20 bis 40 pl Bakterien-
suspension wurden mit bis zu 5 pl Plasmidlésung in H,O in eine Elektroporationskiivette mit
0,1 cm Elektrodenabstand geftllt. Die Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV im E.-coli-Pulser.
Unmittelbar anschlielend wurden die Zellen in 300 pl LB-Medium aufgenommen und auf LB-
Selektionsplatten ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.15.3.3 Blau-wei3-Selektionstest

Die Mehrfachklonierungsstelle in den Vektoren pBluescript Il SK und pCR-Script war im lacZ-
Gen enthalten. Bakterienkolonien, die Vektoren mit in die Mehrfachklonierungstelle eingefugter
DNA enthielten, lieRen sich durch B-Galaktosidase-Expressionstests als weiRe Kolonien identi-
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fizieren. Vor Ausstreichen der transformierten Bakterien wurden die LB-Selektionsplatten mit
30 pl IPTG-Stammldsung und 30 pl X-Gal-Stammldsung ausgestrichen.

3.15.3.4 Testung auf gewiinschte Klone Uber radioaktive Sonden

Die transformierten Bakterien wurden auf Nylonfiltern auf Selektionsplatten ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Filter wurde auf ein Filterpapier gelegt und eine Kopie durch
Auflegen eines zweiten Nylonfilters erhalten (replica). Nach Markierung der Orientierung wurde
die Kopie auf die Selektionsplatte gelegt und fiir weitere 4 h bei 37°C inkubiert. Zur Lysierung
der Bakterien wurde der Originalfilter 5 min auf ein mit 10 %iger SDS-L6sung getranktes
Filterpapier gelegt. Die Denaturierung der DNA erfolgte nach Transfer fir 5 min auf ein mit
Denaturierungspuffer getranktes Filterpapier. AnschlieRend wurde der Filter 5 min auf einem mit
Neutralisierungspuffer getranktem Filterpapier inkubiert und die DNA auf dem noch feuchten
Filter bei 1 J/cm2 im Fluo-Link vernetzt. Bakterienreste wurden mit 2x SSC abgewaschen. Die
Hybridisierung der Bakterienlifts erfolgte wie weiter unten beschrieben.

3.15.3.5 Testung auf gewiinschte Klone Giber PCR

Einzelkolonien der LB-Selektionsplatten wurden in 100 pl LB-Selektionsmedium in 96-
Lochplatten fir mehrere Stunden bei 37°C inkubiert. Der PCR-Reaktionsansatz wurde in 96-
Loch-PCR-Reaktionsplatten vorgelegt und die Reaktion nach Zugabe von ca. 1 pl Bakterien-
I6sung Uber einen Miktroplattenreplikator gestartet. Der PCR-Reaktionsansatz enthielt einen
Vektor-spezifischen und einen insert-spezifischen Primer.

3.15.4 Préaparation von DNA

3.15.4.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Denaturierung von Proteinen wurde die DNA-Losung mit gleichem Volumen
Phenol/Chloroform-Mischung versetzt. Zur Phasentrennung wurde der Ansatz 5 min bei
15000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die obere waRrige Phase wurde mit gleichem
Volumen Chloroform extrahiert und nach Trennung die Phasen durch erneute Zentrifugation
getrennt. Die DNA aus der oberen walrige Phase wurde geféllt.

Phenol/Chloroform-Mischung: Puffergesattigtes Phenol / Chloroform im Volumenverhaltnis
von 1:1

3.15.4.2 DNA-Préazipitation

Die DNA-L6sung wurde auf eine NaCl-Konzentration von 200 mM eingestellt und mit zwei
Volumina Ethanol gefallt. Die DNA wurde 10 min bei 15000 rpm in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in H,O gelost, so daR eine DNA-
Konzentration von 0,5 bis 1,5 pg/pl resultierte.

3.15.4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Gelbanden wurden unter der UV-Handlappe (312 nm) ausgeschnitten und mit Hilfe des
Qiaex Il Kits nach Herstellerangaben isoliert. Transgene Vektoren wurden anschliefend noch mit
Phenol/ChCl; extrahiert, die DNA in 5 mM Tris/HCI (pH7,5) aufgenommen und steril filtriert.

Gelstiicke mit DNA-Fragmenten groRer als 20 kb wurden mit zwei Volumen puffergeséattigtem
Phenol versetzt und eingefroren. Die Proben tauten wahrend der zehnminitigen Zentrifugation in
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der Tischzentrifuge bei 15000 rpm zur Phasentrennung auf. Die DNA aus der oberen wéfrigen
Phase wurde mit Chloroform extrahiert und gefallt und anschlieRend in 30 pl H,O geldst.

3.15.4.4 Plasmidschnellpraparation
(Del Sal et al. 1988)

Zur Testung auf den gewinschten Klon nach Ligation wurden 1 ml fiir Plasmide mit hoher
Kopienzahl oder 5ml LB-Selektionsmedium fir Plasmide mit niedriger Kopienzahl in
Reaktionsgefalen bzw. 15 ml Réhrchen mit Einzelkolonien angeimpft und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Bakterien wurden 1 min in ReaktionsgefaBen in der Tischzentrifuge bei
10000 rpm bzw. 10 min bei 3500 rpm in der Schwingrotorzentrifuge geerntet. Das Pellet wurde
in 200 ul STET aufgenommen und nach Zugabe von 4 pl Lysozymldsung 5 min unter Schitteln
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend fir 1 min bei 100°C behandelt.
Zelltrimmer und denaturierte Proteine wurden 5 min bei 15000 rpm in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert und mit einem Zahnstocher entfernt. Die DNA wurde durch Zugabe von 8 pl
5 %ige CTAB-L6sung prézipitiert und 10 min bei 15000 rpm in der Tischzentrifuge abzentri-
fugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde die DNA in 300 pl 1,2 M NaCl-Lésung unter
kraftigem Schitteln geldst und nach Zugabe von 750 ul Ethanol geféllt. Die DNA wurde wie
oben erwihnt abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und nach Trocknung bei Raumtemperatur
in 20 bis 30 pl H,O geldst. 3 bis 5 pl der Préparation wurden einem analytischen Restriktions-
verdau unter Zugabe von 1 pul RNAse pro Ansatz unterzogen, um den gewinschten Klon zu
identifizieren.

STET: 8 % Sucrose; 0,1 % Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM Tris/HCI, pH 8
Lysozymldsung: 50 mg/ml Lysozym

3.15.4.5 Plasmidpréaparation hoher Reinheit

Fur die DNA-Sequenzierung und Transfektion bzw. Mikroinjektion eukaryontischer Zellen
wurde Plasmid-DNA hoher Reinheit ben6tigt. Hierfur wurden die Mini- und Midi-Kits von der
Firma Qiagen verwendet und nach Herstellerangaben vorgegangen.

3.15.4.6 Praparation genomischer DNA aus Gewebeproben

5 mm Schwanzspitze von Mausen wurden in 200 ul SNET mit Proteinase K Uber Nacht bei
55°C lysiert. Die DNA wurde mit 400 pl Phenol/Chloroform-Gemisch extrahiert. Der Ansatz
wurde in ein Phase Lock Gel | heavy-Gefal? Gberfiihrt und die Phasentrennung nach 10min(tiger
Zentrifugation bei 15000 rpm in der Tischzentrifuge erreicht. Die wéalirige Phase wurde mit
400 pl Chloroform extrahiert und die Phasen durch kurze Zentrifugation getrennt. Die DNA
wurde geféllt und in 50 pl H,O Uber Nacht geldst.

SNET: 20 mM Tris/HCI pH 8,0; 5 mM EDTA; 1 % SDS; 400 mM NaCl

Proteinase K: 100 pg/ml frisch eingewogen

3.15.5 Kurzlyseprotokoll fur genomische DNA von Gewebeproben
Jackson Laboratory, Main Harbor, USA

2 mm Schwanzspitzen von Mausen wurden in 1,2 ml fassende collection tubes tberfiihrt und in
200 ul PBND mit 5 pl 10 %iger Proteinase K-Losung ber Nacht bei 55°C lysiert. Der Ansatz
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wurde 10 min im kochenden Wasserbad inkubiert. Ca. 1 pl der Lésung wurde fur PCR-Reak-
tionen verwendet.

PBND:10 mM Tris/HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 2,5 mM MgCl,; 0,1 mg/ml Gelatine; 0,45 % (v/v)
Nonidet P40; 0,45 % (v/v) Tween 20; autoklaviert.

3.15.6 DNA-Analyse

3.15.6.1 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Plasmid-DNA nach Isolierung tber das Plasmid Mini- oder Midi-Kit
wurde Uber die Absorption bei 260 nm im Photometer bestimmt. Dabei entspricht eine DNA-
Konzentration von 50 pg/ml einer optischen Dichte von eins. Ansonsten wurde die DNA-
Konzentration nach Agarosegelelektrophorese im Vergleich zu der Intensitat der Ethidium-
bromid gefarbten Banden des Langenstandards A BstE Il ermittelt.

3.15.6.2 Restriktionsverdau von DNA

Fur analytische Zwecke wurden 0,5 bis 2 pg Plasmid-DNA in 25 pl Gesamtvolumen Gber eine
Stunde mit 1 bis 5 U eines oder mehrerer Restriktionsendonukleasen verdaut. Der Inkubations-
puffer und die Inkubationstemperatur wurden nach Empfehlung des Enzymherstellers gewéhlt.
Die Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das Restriktionsmuster
mit Hilfe der Videogeldokumentationsanlage dokumentiert.

Fur préparative Zwecke wurden bis zu 10 pg Plasmid-DNA in 50 bis 100 pl Gesamtvolumen
verdaut. Die Isolation des Vektors (Fragment, das die Anteile des Plasmides enthalt, die fir die
Propagation in Bakterien notwendig sind) erfolgte nach Auftrennung durch Agarosegel-
elektrophorese mit Hilfe des Qiaex II-Kits oder, falls nur Fragmente kleiner 20 bp abgetrennt
wurden, durch Fallung. Die tbrigen Fragmente wurden mit Hilfe des Qiaex I1-Kits gereinigt.

3.15.6.3 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden nach einer modifizierten Didesoxy-Methode durchgefiihrt
(Sanger et al. 1977). Die Sequenz aller subklonierten PCR-Produkte, von Teilen aller Rekombi-
nationsvektoren und aller Expressionskonstrukte wurde Uber die DNA-Sequenzierung Uberpruft.
Plasmid-DNA wurde auf eine Konzentration von 100 ng/ul und PCR-Produkte auf 10-30 ng/ul
eingestellt. Die Sequenzierung erfolgte tber das institutseigene Sequenzierlabor.

3.15.7 Modifikation von DNA

3.15.7.1 Dephosphorylierung der 5'-Enden von DNA

Nach Restriktionsverdau der Plasmid-DNA wurde der Ansatz vierfach mit H,O verdiinnt. Nach
Zugabe des 10fach konzentrierten Inkubationspuffers des Herstellers und 1 U pro pg DNA
alkalischer Phosphatase wurde der Ansatz 2-4 h bei 37°C inkubiert. Die Proteine wurden tber
Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt und die DNA anschlie3end in H,O aufgenommen.

3.15.7.2 Ligation von DNA

20 bis 100 ng Vektor-DNA wurden mit ca. der dreifachen molaren Menge der einzufiigenden
DNA (insert) in einem Endvolumen von 30 pul vermischt. Die Reaktion erfolgte im mitge-
lieferten Puffer mit 1 U T4-DNA-Ligase Uber Nacht bei 16°C.
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Bei der Ligation von nicht kohesiven Enden (blunt end) wurde die Reaktion fur 2-4 h bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Ein Teil des Ansatzes wurde in Bakterien transformiert.

Die Ligation von PCR-Produkten mit nicht kohesiven Enden erfolgte in den Vektor pCR-
Script Il. 25 ng Vektor-DNA verdaut mit Smal wurden mit ca. der flnffachen molaren Menge
uber das Qiaex Il- oder QIAquick PCR Purification-Kit-gereinigte PCR-Produkt in einem
Endvolumen von 10 pl vermischt. Nach Zugabe von NEB-Puffer A, 0,5 pl 10 mM ATP, 2 U
Smal oder Srfl und 1 pul T4 DNA-Ligase wurde die Ligation flr 2 h bei Raumtemperatur durch-
gefuhrt und ein Aliquot transformiert.

Die Ligation von PCR-Produkten nach Amplifikation mit der Power-Script-Polymerase-
Mischung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem TOPO-Ligations-Kit. 1 pl des 8 pl-Ansatzes
wurden in elektrokompetente Bakterien transformiert.

3.15.7.3 Zielgerichtete Mutationen, eingefligt tiber die Polymerase-Kettenreaktion
(Higuchi 1990)

Zwei Primerpaare, die den gewinschten Genabschnitt flankieren, wurden erstellt. Im Bereich der
einzufigenden Mutation wurden zwei gegenléufige Primerpaare generiert, die die Mutation und
eine stille Mutation zur Einfigung einer neuen Markierungs-Restriktionsschnittstelle enthielten.
AnschlieBend wurden zwei Polymerase-Kettenreaktionen mit je einem Mutationsprimer und
einem flankierenden Primer durchgefiihrt. Die Sequenz dieser Produkte Uberlappt sich um ca.
30 bp. Die Produkte wurden 1:100 verdiinnt, in einer neuen Reaktion ohne Primer eingesetzt und
uber 5-10 Zyklen verschmolzen. Anschlieend wurden die flankierenden Primer zugeftigt und
das gewiinschte mutierte Produkt amplifiziert, isoliert und in den gewinschten Vektor kloniert.
Der Erfolg konnte ber die eingefuigte Markierungsschnittstelle Gberpruft werden.

3.15.7.4 Auffiillen und Verdau von lUberstehenden Enden nach Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wie z.B. Kpnl produzieren 3'-Gberh&ngende Enden. Fir die Ligation mit
nicht kohesiven DNA-Fragmenten wurde die DNA nach Restriktionsverdau gefallt und in 50 pl
Endvolumen im mitgelieferten Inkubationspuffer mit 2 U T4-DNA-Polymerase und 0,1 mM
dNTP fur 1 h bei 37°C inkubiert.

Restriktionsenzyme wie z.B. EcoRI produzieren 5'-iiberhdngende Enden. Diese wurden mit 2 U
Klenow-DNA-Polymerase und 1 mM dNTP innerhalb von 1 h bei 37°C aufgefiillt.

Die Entfernung von 5'-tiberhdngenden Enden erfolgte mit der Mung-Bean-Exonuklease nach
Herstellerangaben.

Fur die partielle Auffillung von 5'-Uberhdngenden Enden wurden nur die entsprechenden
Nukleotide in den Reaktionsansatz gegeben. Das verbleibende 5'-Uiberhdngende Ende wurde
dann mit Hilfe der Mung-Bean-Exonuklease entfernt.

Falls die DNA nach Modifizierung noch einem weiteren Restriktionsverdau unterzogen wurde,
wurde die DNA vorher mit Phenol/Chloroform extrahiert und in dem entsprechenden Puffer
wieder gelost.

Die erhaltenen Fragmente wurden iber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
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3.15.7.5 Radioaktive Markierung von DNA
(Feinberg und Vogelstein 1983)

Die Markierung wurde nach Vorschrift des Prime-IT Il Random Primer labeling-Kits durchge-
flhrt und nicht inkorporierte Nukleotide Uber Bio Spin P30-Sdulen abgetrennt.

3.15.8 DNA-Gelelektrophorese

StandardmaRig wurden fur Plasmid-DNA 1 %ige Gele und fir die Analyse von PCR-Produkten
bei der Genotypisierung 1,5 %ige Gele verwendet. Die Analyse von DNA-Fragmenten Kkleiner
als 500 bp wurde mit Hilfe einer Agarosekonzentration von 2 % durchgefihrt. Die Agarose
wurde unter Kochen in 1x TAE geldst. Nach Abkihlung auf ca. 50°C wurde Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugefligt, das Gel in den Geltrager der Elektrophorese-
kammer gegossen und der Probenkamm eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit ca. 0,2
Volumen des Probenpuffers versetzt, bei 150 bis 250 V im Gel aufgetrennt und die Fragmente
auf dem UV-Leuchttisch (254 nm) sichtbar gemacht.

6x Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau, 40 % Saccharose.

3.15.9 DNA-Transfer auf Nylonmembranen nach Southern
(Southern 1975)

Fur Hybridisierungen wurde die DNA auf einen Nylontrager transferiert. Nach Agarosegel-
elektrophorese wurde das Gel 20 min im Denaturierungspuffer inkubiert. Das Gel wurde auf
zwei Lagen in Denaturierungspuffer getranktem Whatman 3MM-Filterpapier aufgelegt, deren
Enden in Tanks mit reichlich Denaturierungspuffer eintauchten. Auf das Gel wurde eine feuchte
Nylonmembran, gefolgt von zwei Lagen feuchtem Filterpapier und einem Stapel trockener
Papierhandtucher, gelegt. Der Aufbau wurde mit einem Gewicht von ca. 200 bis 500 g
beschwert, um eine bessere Kapillarwirkung der Handtucher zu bewirken. Nach zwdlfstindigem
Transfer wurde die Nylonmembran 5 min im Neutralisierungspuffer und 5 min in 2x SSC
inkubiert. Die DNA wurde durch UV-Licht (1 J/cm2) im Fluo-Link kovalent an die Membran
gebunden.

Fur den zweistlindigen Transfer von Plasmid-DNA wurde das Gel auf einen Streifen Frischhalte-
folie ohne Denaturierungspuffer-Reservoir gelegt.

3.15.10 Hybridisierung

Nylonmembranen nach Southernblot, Bakterienlifts oder Phagenlifts wurden 2 bis 4 h bei 42°C
im Préahybridisierungspuffer inkubiert. Die Losung wurde durch Hybridisierungspuffer ersetzt
und Gber Nacht bei 42°C unter Schwenken inkubiert. Die Membran wurde zweimal 20 min bei
60°C in reichlich Waschlosung | und 20 min bei 60°C in reichlich Waschldsung Il gewaschen.
Die luftgetrocknete Membran wurde anschlielend auf einem Rontgenfilm bei -70°C oder einer
Expositionsplatte des FujiBas 5000 exponiert.

Waschldsung I 2x SSC; 0,1 % SDS
Waschldsung I 0,1x SSC; 0,1 % SDS
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3.15.11 Klonierung aus Phagen-Genbibliotheken

3.15.11.1 Screening einer Phagen-Genbibliothek

Mit Hilfe von DNA-Sonden kdnnen uber Hybridisierung einzelne Klone einer Genbank
identifiziert werden. Uberlappende Klone umspannen das gesamte Gen bzw. die cDNA.

50 ml LB-Medium mit 0,2 % Maltose und 10 mM MgSO, wurden mit einer Kolonie Bakterien
(XL1-Blue MRA(P2)) tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert und nach
einmaligen Waschen in SM-Puffer aufgenommen, so da3 die Suspension eine optische Dichte
bei 600 nm von eins hatte. Zur Titerbestimmung wurde eine Verdlnnungsreihe der Bibliothek
von 107 bis 10°® hergestellt. 40 pl Phagenverdiinnung wurden mit 400 pl Bakterien 20 min bei
37°C inkubiert mit 8 ml 50°C warmem Top-Agar vermischt und auf vorgewarmte LB-
Kulturschalen (15 cm Durchmesser) ausgegossen. Nach Erhdrten des Agars wurden die
Kulturschalen ca. 10 h bei 37°C inkubiert, bis die Lysehdfe konfluent wurden.

Die Genbibliothek wurde mit einem Titer von 50.000 pfu pro Platte auf ca. 20 Platten
ausplattiert. Von den erkalteten Platten wurden doppelte Filter-Replikate (Phagenlifts) erstellt.
Die Phagen auf den Nylonmembranen wurden denaturiert (5 min Denaturierungslésung) und
nach Neutralisation (5 min Neutralisierungslésung) und Waschen der Filter (zweimal 5 min
2x SSC) wurde die DNA 2 h im Vakuumofen an der Membran fixiert. Die gesuchten Plaques
wurden durch Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde identifiziert und herausgestanzt. Es
wurden nur die Signale als positiv bewertet, die auf beiden Duplikaten vorkamen. Die Phagen
wurden aus dem Agarblockchen in SM-Puffer ausgeschwemmt und Einzelplaques durch
erneutes Ausplattieren isoliert.

3.15.11.2 Phagenamplifikation

Die Einzelplaques wurden durch Ausplattieren mit 50000 pfu amplifiziert und mit 4 ml SM-
Puffer Uber 5 h heruntergewaschen. Nach Zugabe von 50 pl Chloroform konnte die Ldsung fur
einige Wochen bei 4°C gelagert werden.

3.15.11.3 Préparation von A-Phagen-DNA

Fur die Isolation von A-Phagen-DNA wurden 20 bis 100 pl des Amplifikates mit 400 pl
Bakterien versetzt und dieser Ansatz in 50 ml LB mit 0,2 % Maltose und 10 mM Mg,SO, Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Je nach Phagen/Bakterien-Verhaltnis fand eine vollstdndige Lyse statt.
Diese wurden nach Zugabe von 750 pl Chloroform und Inkubation fir 30 min bei 37°C bei
3500 rpm in der Megafuge fir 10 min abzentrifugiert. Die Isolation der DNA erfolgte nach
einem Protokoll der Firma Qiagen, Hilden: Nach Zugabe von 100 pl Puffer L1 wurde 30 min
37°C und nach weiteren 10 ml Puffer L2 60 min bei 0°C inkubiert. Nach Zentrifugation fur
10 min bei 10000x g wurde das Sediment in 3 ml L3 aufgenommen, 3 ml L4 hinzugefugt und
20 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml Puffer L5 wurde der Ansatz 30 min bei
15000x g zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde mit dem Uberstand wiederholt und die DNA
aus diesem uber das Qiagen Midi-Kit nach Herstellerangabe isoliert.

Puffer L1: 300 mM NaCl; 100 mM Tris/HCI, pH7,5; 10mM EDTA; 0,2 mg/ml BSA;
20 mg/ml RNAse A; 6 mg/ml DNAse |

Puffer L2: 30 % Polyethylenglykol (PEG 6000); 3 M NaCl
Puffer L3: 100 mM NaCl; 100 mM Tris/HCI, pH 7,5; 25 mM EDTA
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Puffer L4: 4 % SDS
Puffer L5: 3 M Natriumacetat, pH 5,5

3.15.11.4 Subklonierung der genomischen Klone

Mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Notl und Trennung durch Agarosegelelektrophorese
wurde die klonierte genomische DNA isoliert und in das Plasmid pBluescript Il kloniert.

3.15.12 Sequenzanalyse und Datenbanksuche

Die computergestltzte Sequenzanalyse erfolgte mit dem Programmpaket Lasergene. Protein-
strukturanalyse, Suche nach verwandten Proteinen und Literaturdatenbanksuche erfolgte tiber die
Internetzugange bei NCBI und ISREC.

3.15.13 Gewinnung von Gewebehomogenaten

Ratten oder Méuse wurden durch Genickbruch getotet, die Gewebe entnommen und im Homo-
genisationspuffer auf Eis gelagert. Gehirnregionen wurden unter dem Binocular auf einem
eiskalten mit Homogenisationspuffer getranktem Filterpapier prépariert. Die Hippokampus-
regionen wurden analog der Vorschrift von Hortnagl, gewonnen (Hortnagl et al. 1991).

Homogenisationspuffer: 0,32 M Saccharose; 20 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 0,1 mM EDTA,; 1x
Proteaseinhibitor-Mix.

Proteaseinhibitor-Mix (1000x): 1 mg/ml Aprotinin in H,O; 1 mg/ml Leupeptin in H,O; 1 mg/ml
Pepstatin in Ethanol; 200 mM PMSF in Ethanol.

3.15.14 Subzellulére Fraktionierung
(Huttner et al. 1983; Jones und Matus 1974)

30 Cortices von Mausen (6-8 Wochen alt) wurden in eiskaltem Homogenisationspuffer
gesammelt. Das Gewebe wurde in 80 ml Homogenisationspuffer mit 12 Hiben bei 900 rpm im
Potter-Elvehjem homogenisiert. Die Kerne und Zelltrimmer wurden bei 800x g fur 10 min
abzentrifugiert (P1). Aus dem Uberstand (S1) wurden Synaptosomen durch 15minitige
Zentrifugation bei 9200x g angereichert (P2). Der Uberstand wurde 1 h bei 100.000x g zentri-
fugiert. Dieses Pellet (P3) enthielt hauptséchlich Mikrosomen, Lysosomen und auch synaptische
Vesikel. Der Uberstand (S3) war angereichert mit I6slichen Proteinen aus dem Zytosol. Das
Pellet P2 wurde mit Homogenisationspuffer gewaschen und erneut abzentrifugiert (P2’). Dieses
Pellet enthielt die unreine Synaptosomenfraktion und wurde in 13 ml Homogenisationspuffer
resuspendiert. Die Synaptosomen wurden durch Zugabe von neun Volumina H,O und
Homogenisation mit funf Hiben bei 1500 rpm im Potter-Elvehjem lysiert. Der Ansatz wurde
20 min bei 25000x g zentrifugiert, wobei das Pellet (LP1) mit Plasmamembranen aus aufge-
brochenen Nervenendigungen angereichert war. Aus dem Uberstand wurde durch Zentrifugation
fiir 1 h bei 100.000x g die unreine synaptische Vesikelfraktion (LP2) gewonnen. Der Uberstand
(LS2), der mit synaptischen zytosolischen Proteinen angereichert war, wurde im Biomax-5K
ultrafiltriert oder durch TCA gefallt. Das Pellet LP1 wurde in 45ml 1,2 M Sucroselésung
aufgenommen und aufgeteilt in drei Zentrifugenréhrchen mit 15 ml 0,8 M Sucrose und 0,3 M
Sucrose Uberschichtet. Die Fraktion der synaptischen Plasmamembranen wurde nach Zentri-
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fugation fur 150 min bei 19000 rpm im SW28-Rotor (Beckmann Instruments, Miinchen) als
Bande zwischen den untersten Schichten isoliert mit zwei Volumen H,O verdinnt und 20 min
bei 37000x g abzentrifugiert (SPM).

1,2 M Sucroselésung: 1,2 M Sucrose, 5 mM HEPES/NaOH; pH 7,4

3.15.15 Proteinprazipitation

Proteine wurden durch die Zugabe von 0,25 Volumenanteilen 50 % TCA ausgefallt und 10 min
bei maximaler Umdrehung in der Tischzentrifuge oder 30 min bei 20.000x g in der Sorvall-
Zentrifuge abzentrifugiert. Um (berschiissige TCA zu entfernen, wurde das Pellet mit Diethyl-
ether gewaschen und erneut abzentrifugiert. Nach TCA-Féllung wurde die Probe in der Regel in
SDS-Probenpuffer aufgenommen.

3.15.16 Praparation von GST-Fusionsproteinen

3.15.16.1 Uberexpression von Fusionsproteinen in E. coli

LB-Medium wurde 1:100 mit einer Ubernachtkultur des gewiinschten pGEX-KG-Konstruktes in
BL21(DE3)pLysS angeimpft und unter starkem Schiitteln bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase (ODgoo = 0,5-0,8) wurde die Expression durch Zugabe von
IPTG induziert. Die Expressionszeit, IPTG-Menge und Inkubationstemperatur wurden in
Vorversuchen fur jedes Konstrukt optimiert. Die Bakterien wurden geerntet und eingefroren.

3.15.16.2 Reinigung von Fusionsproteinen

Eingefrorene Bakterienpellets wurden in 10 ml Lysepuffer pro Liter Kultur resuspendiert. Nach
Zugabe von 70 pg/ml Lysozym und 1 mM PMSF wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert und
die Bakterien durch vier Ultraschallpulse tiber 30 s (output level 6, duty 50%) aufgeschlossen.
Nach Zugabe der gleichen Menge PMSF und einer Spatelspitze DNAse wurde der Ansatz 20 min
auf Eis inkubiert und anschlieBend 20 min bei 16.500 rpm im SS34-Rotor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 1 ml Glutathion-Agarose pro Liter Kultur 1 h bei 4°C unter Schwenken
inkubiert. Das Saulenmaterial wurde 5 min bei 3500 rpm in der Megafuge abzentrifugiert und
mindestens dreimal mit 50 ml Lysepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch proteolytische
Abspaltung des Tags. Die Protease Thrombin wurde tber Gelfiltrationschromatographie von und
die TEV-Protease tber Ni**-NTA-Agarose abgetrennt. Die Fraktionen wurden durch SDS-PAGE
analysiert und bei Bedarf gegen H,O uber Nacht bei 4°C dialysiert.

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 300 mM NacCl
3.15.16.3 Proteolytische Spaltung von Fusionsproteinen

3.15.16.3.1 Thrombin

Die Glutathion-Agarose wurde dreimal mit 10fachem Volumen Thrombinpuffer gewaschen. Der
Thrombinverdau erfolgte in zweifachen Bettvolumen mit 0,1 U Thrombin pro Liter Kultur fur
30 min bei Raumtemperatur. Die Glutathion-Agarose wurde 1 min bei 1000 x g sedimentiert und
der Uberstand abgenommen und EGTA zu einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben. Der
Verdau wurde noch zweimal wiederholt und die gesammelten Uberstande auf Eis gelagert. Die
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Uberstande wurden in Biomax-5K-Ultrafiltrationseinheiten durch Zentrifugation auf 0,5 ml pro
Liter Kultur konzentriert.

Thrombinpuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl; 2,5 mM CaCl..

3.15.16.3.2 TEV-Protease

Die Glutathion-Agarose wurde dreimal mit 10fachem Volumen TEV-Puffer gewaschen. Die
Spaltung mit TEV-Protease erfolgte in zweifachem Bettvolumen mit 10 U pro Liter Kultur fur
eine Stunde bei 30°C. Der Verdau wurde analog zum Thrombinverdau zweimal wiederholt und
die Uberstande auf Eis gesammelt. Die Protease wurde durch Zugabe von 50 pl Ni?*-NTA-
Agarose und Inkubation fiir eine Stunde bei 4 °C gebunden. Der Uberstand wurde analog dem
Thrombinverdau konzentriert.

TEV-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,5 mM EDTA.

3.15.16.4 Gelfiltrationschromatographie

Die Gelfitrationschromatographie wurde an einer FPLC-Anlage auf einer Hi Load 16/60
Superdex 75-Sdule durchgefuhrt. Die Proben wurden in einem Volumen von bis zu 1 ml Gber
eine Schleife aufgetragen und bei einer FluRgeschwindigkeit vom Laufpuffer von 1 ml/min
aufgetrennt. Die S&ulenelution wurde tber einen UV-Detektor registriert und der erste Gipfel
gesammelt. Eine Kontrolle der Fraktionen erfolgte Uber SDS-PAGE.

Laufpuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,4; 100 mM NaCl; 30 min unter Vakuum entgast.

3.15.17 Immunisierung von Kaninchen

Die Immunisierung von Kaninchen wurde durch die Applikation von Immunogen mit
Adjuvantien an mehreren Stellen subkutan durchgefuhrt. Vor der Immunisierung wurden 5 mi
Praimmunserum abgenommen. 300 pg rekombinantes Protein in 500 ul PBS wurde mit
gleichem Volumen kompletten Freund'schen Adjuvans’ versetzt. Die Emulsion wurde durch
mehrmalige Passage durch eine Kanile (20 G) homogenisiert. Die folgenden drei Immuni-
sierungen mit inkomplettem Freund'schem Adjuvans erfolgten im Wochenabstand. Einen Tag
nach der letzten Immunisierung wurde 10 ml Blut gewonnen. Nach der Gerinnung wurde der
Blutkuchen abzentrifugiert und das Serum getestet. In Wochenabstdnden wurden weitere Seren
gewonnen und getestet. Mdgliche Boosterimmunisierungen konnten den Titer erhohen. Bei
gutem Titer wurden die Kaninchen ausgeblutet und die Seren in Aliquots eingefroren gelagert.

3.15.18 Messung der Neurotransmitteraufnahme

3.15.18.1 Synaptosomaler Transport
(Teng et al. 1997)

Es wurde die rohe Synaptosomenfraktion P2 der subzelluldren Fraktionierung von Maus-
Striatum verwendet. 300 bis 350 pug Gesamtprotein in 120 pl Reaktionsvolumen wurden 10 min
bei 32°C in KRH-Puffer mit oder ohne Modulatoren vorinkubiert. Fir die Leerwertbestimmung
enthielt die Lésung 0,1 mM des Dopamintransporterblockers GBR12909. Die synaptosomale
Aufnahme wurde durch die Zugabe von 0,05 pCi [*H]-Dopamin mit einer finalen Dopamin-
konzentration von 0,27 uM gestartet. Nach 10-min0tiger Inkubation bei 32°C wurde die
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Reaktion durch Zugabe von 3 ml eiskaltem KRH-Puffer gestoppt und die Proben durch mit
0,05 %-igem Polyethylenimid vorbehandelte Whatman GF/B-Filter filtriert. Die Filter wurden
dreimal mit 3 ml KRH-Puffer gewaschen und die gebundene Radioaktivitat im Szintillations-
zahler bestimmt. Leerwerte wurden subtrahiert und die Aufnahme bezogen auf die eingesetzte
Proteinmenge und Zeiteinheit berechnet.

3.15.18.2 Vesikularer Transport
(Hell et al. 1988; Teng et al. 1997)

Es wurde die rohe synaptische Vesikelfraktion LP2 der subzelluldren Fraktionierung von Maus-
Vorderhirnen verwendet. 25 bis 50 pug Gesamtprotein wurden 5 min bei 32°C in KHE-Puffer mit
oder ohne Modulatoren vorinkubiert. Als Modulatoren wurden 20 pg rekombinante a-Synuclein-
Konstrukte verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pCi [*H]-Dopamin (0,2 pM
finale Dopaminkonzentration) und 1,8 mM ATP gestartet. Leerwerte wurden in Anwesenheit
von 50 uM Reserpin bestimmt. Alle Ansatze enthielten 1% (v/v) Ethanol in einem
Ansatzvolumen von 170 ul. Nach 5 min wurde die Reaktin durch Zugabe von 3 ml eiskaltem
Puffer gestoppt und die Proben durch Nitrocellulosefilter (0,45 um Porengrofiie) filtriert. Die
Filter wurden dreimal mit 3 ml Puffer gewaschen und die gebundene Radioaktivitdt im
Szintillationszéhler bestimmt. Leerwerte wurden subtrahiert und die Aufnahme bezogen auf die
eingesetzte Proteinmenge und Zeiteinheit berechnet.

KRH-Puffer: 125 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,5 mM MgSQO,, 1,25 mM CaCl,, 1,5 mM KH,PO,,
10 mM D-Glucose, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM Pargyline, 0,1 mM Ascorbinséure,
25 mM HEPES-NaOH pH7,4; vor Gebrauch mit O, gesattigt.

KHE-Puffer: 100 mM Kaliumtartrat, 25 mM HEPES-KOH pH7,4, 50 uM EGTA, 100 uM
EDTA, 2 mM MgSO,, 1,7 mM Ascorbinsaure.

3.15.19 Nitrosylierung von Tyrosinresten in Gewebehomogenaten

Postnukledre Uberstiande von Gehirnkortex zusammen mit Zwischenhirn wurden gewonnen. Die
Zugabe von 18,9 ul Peroxynitritldsung erfolgte unter kréaftigem Schutteln zu 300 pul PNS mit
einer Proteinkonzentration von 4 mg/ml. Die Reaktion wurde funf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Leerprobe wurde die gleiche Menge 0,3 M NaOH zugegeben. Anschliellend
wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt und tber Immunoblotanalyse analysiert.

Peroxynitritlésung: 33 mM Peroxynitrit in 0,3 M NaOH. Lagerung in Aliquots bei —70°C.
Konzentrationsbestimmung Uber den Extinktionskoeffizienten
€302 = 1,670 M cm™.

3.15.20 Methoden zur Proteinanalyse

3.15.20.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Proteinkonzentrationen wurden uber das BCA-Kit der Firma Pierce bestimmt. 1 bis 5 pl Probe
wurden in 50 pl H,0 aufgenommen. 10 pl wurden mit 200 pl BCA-Reagenz 30 min bei 60°C in
einer 96-Lochplatte inkubiert. Nach 10minitigem Abkihlen der Platte wurde die Absorption bei
570 nm im Thermomax microplate reader gemessen. Die Konzentration wurde anhand einer
Eichgeraden ermittelt, die Gber Standardproteinkonzentrationen mit BSA ermittelt wurden.
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3.15.20.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(Laemmli 1970)

Proteine wurden in diskontinuierlichen 1 mm dicken SDS-Polyacrylamidgelen nach der
ProteingrofRe aufgetrennt. Das Sammel- und Trenngel wurden lber Nacht polymerisiert. Bis zu
80 pg Gesamtprotein in SDS-Probenpuffer wurden 10 min auf 50 bis 60°C erhitzt und in die
Probentaschen gefullt. Die Elektrophorese wurde in Mini-PROTEAN [1-Gelkammern bei 15 mA
pro Gel im Laufpuffer durchgefihrt, bis die Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreicht
hatte. AnschlieBend wurden die Gele geférbt oder die Proteine auf Nitrocellulose transferiert.
Laufpuffer: 3 o/l Tris; 14,4 g/l Glycin; 29/l SDS

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4 % SDS

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8; 0,4 % SDS

AMBA: 30 %ige Acrylamid/N,N'-Methylen-bis-Acrylamid-Ldsung im Mischungs-
verhéltnis 37,5 zu 1

Sammelgel: fur ca. 6 Gele: 5ml H,O; 1 ml AMBA; 2 ml Sammelgelpuffer; 20 pl
TEMED; 48 pl 10 % APS

Trenngel (5-15 %): fur 4 Gele: 10-5ml H,O; 5-10 ml AMBA; 5 ml Trenngelpuffer; 25 pl
TEMED; 60 pl 10 % APS

3.15.20.3 Proteingelfarbung mit Coomassie Brilliant blue

SDS-Polyacrylamidgele wurden 15 min in 50°C warmer Farbelésung inkubiert. AnschlieRend
wurden sie in reichlich H,O 10 min bei voller Intensitdat in der Mikrowelle gekocht.
AnschlieBend wurde das Wasser mehrmals gewechselt, bis der Hintergrund entfarbt wurde. Zur
Beschleunigung der Entfarbung wurde Entfarbelésung verwendet.

Farbeldsung: 0,15 % Coomassie Brilliant Blue R250; 10 % Eissessig; 25 % Isopropanol
Entfarbelosung: 30 % Methanol; 10 % Eisessig

3.15.20.4 Immunoblotanalyse
(Towbin et al. 1979)

3.15.20.4.1 Protein-Transfer nach Western

Proteine wurden aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulosemembranen Uber ein
elektrisches Feld transferiert. Dabei wurde die Nitrocellulosemembran auf das Gel gelegt und mit
Filterpapieren und Schwammen in einem Rahmen fixiert. Der Transfer erfolgte in einer
Tankblotkammer, gefillt mit Transferpuffer, Gber Nacht bei 40 mA.

Die Proteinbanden auf den Nitrocellulosemembranen wurden durch Inkubation mit PonceauS-
Losung sichtbar gemacht. Die Hintergrundfarbung wurde mit H,O abgewaschen.

Transferpuffer: 3 o/l Tris; 14,4 g/l Glycin; 20 % Methanol

Ponceau S-Losung: 0,1 % Ponceau S; 5 % Eisessig
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3.15.20.4.2 Immunodetektion von Proteinbanden

Proteine auf Nitrocellulosemembranen wurden mit spezifischen Antikérpern markiert und mit
sekundaren Antikorpern detektiert. Nitrocellulosemembranstreifen wurden in 5 % Trockenmilch-
pulver in TBS-T 30 min unter Schutteln inkubiert. Nach kurzem Waschen mit TBS-T wurden sie
mit der Antikorperlosung fiir 1 h inkubiert. Uberschiissige Antikorper wurden durch zweimaliges
Waschen fiir jeweils 10 min entfernt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit der Detektions-
antikorperlosung fur ebenfalls 1 h. Nach grindlichem Waschen (dreimal fir mehr als jeweils
10 min) wurden die Signale detektiert. Signale von HRP-konjugierten Sekundérantikorpern
wurden nach Herstellerangaben lber das ECL-Kit, und von jodinierten, radioaktiven Sekundar-
antikorpern Uber Exposition auf Detektionsplatten des FujiBas 5000 visualisiert. Bei der
Verwendung von murinen PrimérantikGrpern wurde vor der Inkubation mit den radioaktiven
Sekundarantikodrpern analog mit einer Briickenantikorperldsung inkubiert.

TBS-T: TBS; 0,1 % Tween 20
Antikorperverdiinnungslosung: 1 % Ziegenserum in TBS-T

Antikorperldsung: Primérantikdrper wurden 1:1000 bis 1:10000 in Antikorper-
verdiinnungsldsung verdunnt.

Brickenantikorperldsung: Kaninchen-anti-Maus-IgG  1:3000 in Antikdrperverdinnungs-
I6sung verdinnt.

Detektionsantikorperlosung:  HRP konjugierte Sekundérantikorper 1:5000 in Antikorper-
verdunnungslésung verdinnt bzw. 9 pl jodinierte, radioaktive
Sekundarantikorper pro 10 ml Antikérperverdiinnungsldsung.

3.15.20.4.3 Quantifizierung von Proteinbanden

Signale auf Detektionsplatten des FujiBas 5000 wurden mit der ,,Profile-Option“ des
Programmes MacBas ausgewertet. Dazu wurde ein Rahmen um die Gelspur der zu detektie-
renden Bande gezogen, die Nullinie bestimmt und die Flache unter dem Bandengipfel gemessen.
Die Mittelwerte und Standardabweichung von Bandenintensitdten von drei verschiedenen
Mausen jeder Analysegruppe wurden berechnet und signifikante Unterschiede tUber Student's T-
test mit dem Programm Excel bestimmt.

3.15.21 Methoden fur die Immunzytochemie

3.15.21.1 Fixierung von Mausgewebe

Mause wurden tber intraperitoneale Applikation von 0,6 ml Avertin pro mouse (Korpergewicht
30 g) narkotisiert. Nach negativem Zwischenzehenreflex wurde die Maus auf der Unterlage
fixiert, der Thorax beidseits parasternal er6ffnet und der linke Ventrikel des Herzens punktiert.
Nach Fixierung der Punktionskanile und kleiner Inzision im rechten Herzohr wurde das Tier mit
20 ml PBS gefolgt von 20 ml Fixierlosung perfundiert. Das Gehirn wurde prépariert und 30 min
in Fixierlosung inkubiert. AnschlieBend wurde das Gewebe dreimal mit reichlich eiskaltem PBS
gewaschen und in 10 ml eiskalte Gefrierschutzlosung uberfuhrt. Nach Absinken der Gewebe (ca.
24 bis 36 h) wurden diese in Einbettmedium auf Trockeneis eingefroren und bei -20°C gelagert.
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Avertin: 19 2,2,2-Tribrom-Ethanol; 180 pul Amylalkohol; 71,5 ml H,0O; bei 42°C
lichtgeschutzt gelost.

Fixierldsung: 4 % Paraformaldehyd in PBS. Das Paraformaldehyd wurde in H,O unter
Erwdrmen und der Zugabe von 20 pul 5 M NaOH pro 100 ml gel6st. Nach
Zugabe der PBS-Tabletten wurde die Losung filtriert und innerhalb von
zwei Tagen verbraucht.

Gefrierschutzldsung: 30 % Sucrose in PBS.

3.15.21.2 Fixierung von neuronalen Primarkulturen

Die Deckglaschen wurden einmal mit 500 ul PBS gewaschen und 20 min mit 500 pl
Fixierldsung fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 500 pl PBS wurden die Deckglaschen in
PBS bei 4°C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt.

3.15.21.3 Bereitstellung von Gewebeschnitten

5 bis 15 um dicke Gewebeschnitte wurden bei -20 bis -25°C Kammer- und Objekttemperatur im
Kryostaten angefertigt. Die Schnitte wurden vom Messer auf SuperFrost Plus-Objekttrager
gezogen und Uber Nacht getrocknet. Die Objekttrager wurden bei -20°C gelagert und vor der
Weiterbearbeitung von Gberschissigem Einbettmedium befreit.

20 bis 30 um dicke Gewebeschnitte wurden bei -25°C Objekttemperatur im Gefriermikrotom
angefertigt. Die Schnitte wurden bei -20°C in Kryoschutzldsung aufbewahrt. Vor der Immuno-
farbung wurden die Schnitte mit reichlich PBS gewaschen.

Kryoschutzlésung: 50 % 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,3; 30 % Ethylenglycol; 20 %
Glycerin

3.15.21.4 Gelatinebeschichtung von Objekttragern

Die Objekttrager wurden 20 min bei 50°C im Ultraschallbad bei voller Intensitat mit ca. 2 %
Extran-Losung in Leitungswasser gewaschen. Anschliefend wurden sie grindlich unter
flieBendem Leitungswasser und anschlieBend deionisiertem Wasser gespult. Die Beschichtung
wurde flr 2 min in frischer ca. 40°C warmer Eintauchlosung durchgefiihrt. Anschlieend wurden
die Objekttrager 30 min bei 40°C im Vakuumofen getrocknet und konnten {ber Monate
verwendet werden.

Eintauchlosung: 1 % Gelatine; 0,1 % Chromkaliumsulfat. Die Gelatine wurde bei 50°C gel6st
und anschlieBend Chromkaliumsulfat zugefiigt. Nach Filtration war die Lésung
warm gebrauchsfertig.

3.15.21.5 Immunoféarbung von Gewebeschnitten und Primarkulturen
(Mandell et al. 1990)

Schnitte auf Objekttragern wurden mit einem Fettmarkerstift umfahren und die Inkubation der
Losungen erfolgte in einer feuchten Kammer auf dem Objekttrager. Die Gewebeschnitte wurden
30 min mit GSDB inkubiert. Der primére Antikorper wurde in GSDB verdinnt und die Schnitte
uber Nacht bei 4°C darin inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Waschldsung wurden die
Schnitte in GSDB mit dem Fluoreszenzfarbstoff-markierten Detektionsantikdrper flir mindestens
5h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
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Waschldsung und PBS flr mindestens je 10 min wurden die Schnitte im leicht angetrockneten
Zustand mit Antibleichmittel eingedeckelt.

Gewebeschnitte vom Kryomikrotom wurden in 24-Lochplatten analog inkubiert und
anschlieBend auf mit Eintauchlosung vorbehandelte Objekttrager gezogen. Die Eindeckelung
erfolgte wie oben beschrieben.

Deckgléschen mit neuronalen Primdarkulturen wurden in 12-Lochplatten inkubiert und mit
Antibleichmittel auf Objekttrager uberfuhrt.

GSDB: 450 mM NaCl; 17 % Ziegenserum; 0,3 % Triton X-100; 20 mM Natrium-
phosphatpuffer, pH 7,4

Waschlosung: 450 mM NacCl; 0,3 % Triton X-100; 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,4
Antibleichmittel: 1,5 % N-Propylgallat; 60 % Glycerin; in PBS

3.15.22 Heterologe Expression in 293-Zellen

3.15.22.1 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Zellen einer konfluent bewachsenen 6-Lochplatte wurden in 5 Aliquots eingefroren. Dazu
wurden die Zellen mit D-PBS gewaschen und 5 min mit 1x Trypsin-EDTA bedeckt. Nach
Zugabe von 2,5ml Medium wurden die Zellen vereinzelt, mit 2,5ml 2x Einfriermedium
vermischt und in einer Styroporbox bei -80°C eingefroren. Langzeitlagerung erfolgte in
flissigem Stickstoff.

Die Zellen wurden rasch bei 37°C aufgetaut und mit 10 ml Medium verdinnt. Sie wurden
anschlieBend abzentrifugiert (5 min 800x g) und in frischem Medium auf eine Zellkulturschale
mit 25 cm? Flache ausgesét.

Einfriermedium, 2x: 20 % DMSO; 20 % fotales Kalberserum; 60 % Medium

3.15.22.2 Passagierung von eukaryontischen Zellen

Konfluente Zellrasen wurden mit D-PBS gewaschen und 5 min bei 37°C mit 1x Trypsin-EDTA
inkubiert. Nach Zugabe von 4- bis 10fachem Volumen Medium wurden die Zellen durch Auf-
und Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden auf die drei- (E14.1-, Glia- und MEF-Zellen)
bis 10fache (293-Zellen) Kulturflache ausgesét.

3.15.22.3 Kultivierung von 293-Zellen

293-Zellen wurden in 10 cm-Rundschalen mit 10 ml 293-Medium bei 37°C, 5% CO2 und
Wasserdampf-geséattigter Atmosphédre in Begasungsbrutschrdnken inkubiert. Sie wurden
passagiert, sobald die Schale konfluent bewachsen war.

293-Medium: DMEM-Medium mit 4,5 g/l D-Glucose; 10 % hitzeinaktiviertes fotales Rinder-
serum; 2 mM L-Glutamin

3.15.22.4 Transfektion tUber Calciumphosphat-Koprazipitate
(Chen und Okayama 1987)

Das Medium einer semikonfluenten 10 cm-Rundschale wurde 12 h vor Transfektion gewechselt.
Zu 20 pg Plasmid-DNA in 50 pl H,O wurden 500 pl HBS-Puffer gegeben. Der Ansatz wurde
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mit 32 ul 2 M CaCl, versetzt, sorgféltig geschuttelt und tropfenweise auf die Zellen pipettiert.
Einen halben Tag spater wurden die Zellen mit D-PBS gewaschen und in frischem Medium
weiter kultiviert.

HBS-Puffer: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,15; 137 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM MgCl,; 0,7 mM
Na;HPOy; durch Filter mit 0,22 um Porengrof3e filtriert. Der pH-Wert wurden in
engen Grenzen variiert und der Puffer mit der hdchsten Transfektionseffizienz
verwendet.

3.15.22.5 Gewinnung von Zellhomogenaten

Funf Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit Homogenisationspuffer gewaschen und in
2x 1 ml Homogenisationspuffer von der 10 cm-Rundschale geschabt. Nach Homogenisation
(zehn Hibe) wurden der PNS gewonnen.

3.15.23 Erstellung hippokampaler Priméarkulturen

3.15.23.1 Vorbereitung der Deckglaschen fir die Kultur

Glas-Deckglaschen wurden tber Nacht in 1 N Salzséure gewaschen. Die Salzsdure wurde mit
reichlich Wasser ausgewaschen und die Deckglaschen nach mehrmaligem Schwenken in 70 %-
igem Ethanol in 95 %-igem Ethanol gelagert. Die feuchten Deckgléschen wurden in die 12-
Lochkulturschalen Gberfihrt, getrocknet, mit Kollagen/Poly-D-Lysin-Lésung bestrichen und
unter einer UV-Lampe sterilieriert.

Kollagen/Poly-D-Lysin-LOsung: 0,1 mg/ml Poly-D-Lysin, 0,2 mg/ml Kollagen, 0,1 mM
Essigséure.

3.15.23.2 Hippokampuspraparation

Am Embryonaltag 19 (E19) wurde die Muttermaus durch Genickbruch getotet und der Uterus
mit der Feten enthommen. Die Feten wurden bis zur Praparation in eiskaltem PBS gelagert. Fur
die Praparation wurde der Fetus aus dem Uterus entnommen und durch Dekapitation getotet. Die
Haut wurde mit einer Pinzette abgezogen und der Schadelknorpel nach zwei lateralen Inzisionen
am Foramen magnum bei den Augenbulbi beginnend abgezogen. Das Gehirn wurde mit einem
Spatel entnommen und in eiskaltem HBSS prapariert. Die Grof3hirnhemisphéren wurden vom
Zwischenhirn getrennt. Die Hirnhaute wurden vom Bulbus olfactorius beginnend an einem Stiick
abgezogen. Der Hippokampus wurde herausgeklappt und zwischen CA1-Region und entero-
rhinalem Cortex abgetrennt. Die Fimbrien wurden entfernt und der Hippokampus in 1 ml
Enzymldsung tberfiihrt.

Enzymlosung: 0,2 mg/ml Cystein, 1 mM CaCl,, 0,5 mM EDTA, 25 U/ml Papain in DMEM,
20 min mit Carbogen begast.

3.15.23.3 Neuronenkultur

Der Hippokampus wurde eine Stunde bei 37°C in Enzymldsung inkubiert. Die LOsung wurde
abgenommen und durch 1 ml Inhibitionslésung ersetzt. Nach 5-minttiger Inkubation bei 37°C
wurde die Losung abgenommen und der Hippokampus in 200 pl 10 % FBS mit einer gelben
Spitze der Pipettierhilfe trituriert. Nach einmintitigem Absetzen der Zellen wurde der Uberstand
in ein neues Gefal Gberflhrt und die sedimentierten Zellen erneut mit 200 pl 10 % FBS mit vier
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Hiben trituriert. Der Vorgang wurde noch einmal wiederholt und die gesammelten Zellen in
600 pl der Uberstande in der Neubauer-Zahlkammer gezihlt. 20000 Zellen wurden auf
Deckgléschen mit konfluenten Astrozytenrasen in einer 12-Lochschale in 1,5 ml NBA kultiviert.

10 % FBS: 10% FBS, 1x MITO, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin in
DMEM.

Inhibitionslésung: 2,5 mg/ml Albumin, 2,5 mg/ml Trypsin-Inhibitor in 10 % FBS.

NBA: 1x B27 Supplement, 1x Glutamax-Supplement, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin in Neurobasal A.

3.15.23.4 Astrozytenkultur

Die nach Hippokampuspraparation Ubrig gebliebene GroRRhirnhemisphére wurde in 1 ml
Emzymldsung analog inkubiert, mit Inhibitionslésung versetzt und in insgesamt 1 ml 10 % FBS
trituriert. Die Zellen aus dem Uberstand wurden in 10 ml 10 % FBS in einer 75 cm® Gewebe-
kulturflasche kultiviert. Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurde die Kulturflasche auf
einem Laborschttler tber Nacht inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 10 % FBS und
erneutem Schutteln wurden die Astrozyten trypsiniert, trituriert und ausgezahlt. 5000 bis 10000
Zellen wurden pro Deckglaschen in einer 12-Lochkulturschale ausgesét und in 1,5 ml 10 % FBS
kultiviert. Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurde die Zellteilung durch Zugabe von
20 pl FUDR gestoppt.

FUDR: 8,1 mM 5-Fluoro-2'-Deoxyuridin, 20,4 mM Uridin in DMEM.

3.15.24 Herstellung rekombinanter embryonaler Mausstammzellen
(Hooper et al. 1987)

3.15.24.1 Kultivierung von E14.1-Zellen

Die E14.1-Zellen wurden auf Mitose-gehemmten embryonalen Mausfibroblasten (MEF)
kultiviert. Das Medium wurde jeweils gewechselt, wenn es sich deutlich gelb féarbte. Die ibrigen
Arbeitsschritte und Kultivierungsbedingungen erfolgten analog der Kultivierung von 293-Zellen.

Medium: DMEM-Pulvermedium und 2,3g NaHCO; in 11 H,O gel6st und
durch Sterilfiltereinheiten filtriert. Pro 500 ml wurden 6 ml Amino
Acids, 6ml frischer Mercaptoethanol-Lésung, 1,2ml 500x
Penicillin/Streptomycin, 50 ml fotales Rinderserum (HyClone) und
60 pl ESGRO-LIF zugefigt.

Mercaptoethanol-Losung: 14 ul 2-Mercaptoethanol auf 20 ml D-PBS.

3.15.24.2 Kultivierung von embryonalen Mausfibroblasten

MEF-Zellen wurden in dem selben Medium wie E14.1-Zellen Uber ca. 10 Passagen Kultiviert.
Die Ubrigen Bedingungen waren analog der Kultivierung von 293-Zellen.

Zur Vorbereitung der MEF fir die Kokultur mit E14.1-Zellen wurde nach Erreichen einer 70 %-
igen Konfluenz die Zellteilung durch Mitomycin gestoppt. Die Zellen wurden daflr auf mit
Gelatine beschichteten Kulturschalen kultiviert (Schalen 1 h mit Gelatine-Losung behandelt).
Die MEF wurden 2 h mit 10 mg/ml Mitomycin im Medium kultiviert und anschlieRend viermal
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mit 10 ml D-PBS gewaschen und entweder in der Schale weiterkultiviert oder auf Mehrloch-
kulturschalen ausgesat.

Gelatine-Ldsung: 0,1 % Gelatine in D-PBS.
Mitomycin-Stammlésung, 50 x: 2 g Mitomycin C in 4 ml D-PBS.

3.15.24.3 Transfektion von E14.1-Zellen

Die ES-Zellen wurden in einer 25 cm?-Kulturflasche angezogen, bis eine Konfluenz von 80 %
erreicht wurde. Sie wurden vereinzelt, sorgféltig mit D-PBS gewaschen und in 0,8 ml D-PBS
resuspendiert. Nach Zugabe des Rekombinationsvektors wurden die Zellen verteilt auf zwei
Elektroporationskiivetten (0,4 cm Elektrodenabstand) mit 500 mF und 23V elektroporiert.
Anschliefend wurden sie verteilt auf finf 5 cm-Rundschalen kultiviert.

3.15.24.3.1 Vorbereitung des Rekombinationsvektors

400 pg des Rekombinationsvektors wurden zur Linearisierung mit Notl verdaut. Die Proteine
wurden zweimal mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert. Die gefallte DNA wurde
mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, unter der Sterilwerkbank getrocknet und in 1 ml D-PBS
gelost.

3.15.24.4 Selektion von homolog rekombinierten E14.1-Zellen

Am Tag 1 nach Transfektion wurde das Medium morgens gewechselt. Am Abend wurde die
Selektion mit Medium, dem 190 pg/ml Neomycin zugesetzt wurden, tber acht Tage begonnen.
Die Selektion mit 2 mM Ganciclovir erfolgte zusétzlich von Tag 3 bis Tag 5. Wahrend der
Selektion wurde das Medium zweimal taglich gewechselt. Am Tag 9 und 10 wurden resistente
Einzelklone isoliert und in 96-Lochkulturschalen kultiviert. Nach ca. drei Tagen wurden die
Stammzellen auf zwei 96-Lochkulturschalen passagiert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde
eine Platte fir die DNA-Analyse verwendet und die zweite eingefroren.

3.15.24.5 Isolierung der resistenten Klone

Am 9. und 10. Tag der Selektion wurden die resistenten Klone isoliert. Die Zellen wurden mit D-
PBS gewaschen und mit DMEM/25 mM HEPES bedeckt. Die Klone wurden unter dem
Mikroskop mit einer ausgezogenen Pasteurpipette angesaugt und in 50 pl 1x Trypsin-EDTA in
einer 96-Lochplatte (“U”-formige Mulden) berfihrt. Alternativ konnte auch eine 100 pl-
Pipettierhilfe verwendet werden. Nachdem Uber ca. 20 min Kolonien isoliert wurden, wurden
diese 5 min bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 100 pul Medium vereinzelt und auf mit
100 pl Medium bedeckten MEF in 96-Lochplatten ausgesat.

3.15.24.6 Vorbereitung fur die Blastozysten-Injektion

Rekombinante Klone wurden tber 24-, 12- und 6-Lochplatten expandiert und in finfmal 1 ml
Volumen eingefroren. Fur die Blastozysteninjektion wurden sie in 12-Lochplatten kultiviert. Am
Tag der Injektion wurden die Zellen vereinzelt und als Suspension dem institutseigenen
Mikroinjektionslabor bereitgestellt.

3.15.24.7 DNA-Isolierung aus in 96-Lochplatten kultivierten E14.1-Zellen

Die konfluent gewachsenen Zellklone wurden zweimal mit D-PBS gewaschen und in jeweils
50 pl Lysispuffer tber Nacht bei 60°C lysiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 100 pl

- 36 -



eiskalter Fallungslosung und Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur gefallt. Der Uberstand
wurde dekantiert und die DNA dreimal mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen. Nach Trocknen
der DNA wurde sie tiber Nacht in 50 pl H,O gel6st.

Die Analyse der rekombinanten Klone erfolgte Gber PCR oder tber Restriktionsanalyse und
radioaktiver Hybridisierung nach Transfer Gber Southernblot.

3.15.25 Pharmakologische Behandlung von Mausen

Die verwendeten a-Synuclein-Maus-Nullmutanten und Wildtyp-Kontrolltiere waren Geschwi-
stertiere aus Verpaarungen heterozygoter Elterntiere. Die Toxinbehandlung wurde an mannlichen
Tieren im Alter von acht bis 15 Wochen durchgefuhrt. Als Kontrollen dienten die weiblichen
Geschwistertiere, denen die gleichen Mengen der Trégersubstanz physiologischer
Kochsalzlgsung injiziert wurden. Die Tiere wurden einzeln in Kafigen mit freiem Zugang zu
Wasser und Futter fiir die Zeitdauer zwei Tage vor Behandlung und bis zur Analyse gehalten.

Die Injektionen von 200 bis 300 pl Volumen erfolgten mit den in physiologischer Kochsalz-
I6sung geldsten Methamphetaminhydrochlorid oder MPTP-Hydrochlorid intraperitoneal. 20 oder
30 mg/kg Korpergewicht MPTP bzw. 5 mg/kg Korpergewicht Methamphetamin wurden pro
Injektion verabreicht. Bei Mehrfach-Injektionen erfolgten diese im Abstand von jeweils zwei
Stunden. Fir die Analyse wurden die Tiere finf bzw. zehn Tage nach der letzten Injektion
getdtet und das Striatum der Mduse prépariert. Aus je einem Striatum wurde der postnukleére
Uberstand fir die Proteinquantifizierung isoliert und ein Striatum bzw. ein Stiick des
Gehirnkortex fir die Bestimmung der Neurotransmitter verwendet.

3.15.25.1 Quantifizierung der Neurotransmitter

Die Neurotransmitteranalytik wurde von Dr. Francesco Fornai und Mitarbeitern (Universitat
Pisa) durchgefiihrt.

Ein Striatum bzw. ein Stick Cortex wurden in 0,6 ml eiskaltem P-Puffer im Sonicator
homogenisiert. 50 ul des Homogenats wurden firr die Proteinbestimmung nach Lowry ent-
nommen. Das restliche Homogenat wurde 10 min bei 8000 x g abzentrifugiert und der Uberstand
abgenommen.

P-Puffer: 0,1 M Perchlorsaure, 10 ng/ml Dihydroxybenzylamin

3.15.25.1.1 Catecholamine

20 pl des klaren Uberstandes wurden auf eine HPLC-Saule injiziert. Die Trennung erfolgte bei
einer FluBgeschwindigkeit von 1 ml/min auf einer C18-S&ule mit einem Citrat-Phosphat-Puffer
als mobile Phase. Die Detektion erfolgte mit Hilfe zweier elektrochemischer Detektoren. Die
Quantifizierung erfolgte Gber eine Standardkurve erstellt mit geeichten Komponenten.

Citrat-Phosphat-Puffer: 0,04 M Citronensdure, 0,06 M Na,HPO,;, 0,1 mM EDTA, 0,6 mM
Natriumheptansulfonat, 10 % Methanol.

3.15.25.1.2 Aminosauren

Der klare Uberstand wurde mit gleichem Volumen Li-S-Puffer (Beckman, Miinchen) verdiinnt
und 50 pl in das Analysegerat (Beckman System 6300) injiziert. Die Analyse erfolgt voll
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automatisch an einer Lithium-lonenaustauschersaule. Das Eluat wurde mit Ninhydrin gemischt
und die Absorption bei 570 nm bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte Gber die mitgelieferten
Standardsubstanzen.

3.15.25.1.3 Proteinbestimmung nach Lowry
(Lowry et al. 1951)

Die Proteinbestimmung wurde mit einer nach dem Protokoll von Lowry et al. (1951)
abgewandelten Methode durchgefiihrt. 50 ul des Homogenates fur die Neurotransmitter-
bestimmung wurden mit 200 ul 1 N NaOH vermischt. 10 pl dieses Gemisches wurden flr die
Proteinbestimmung in einer Mikrotiterplatte verwendet. Nach Zugabe von 200 ul Ldsung A
wurde der Ansatz 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion entstand dann nach
Zugabe von 20 pl Ldésung B und wurde in einem Mikrotiterplattenlesegerat vermessen. Die
Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichgeraden mit Standardproteinkonzentrationen
verdinnt in 1 N NaOH bestimmt.

Losung A: 20 g/l Na,COg3; 100 mg/l CuSOy; 100 mg/l NaKTartrat; 0,1 N NaOH.

Ldsung B: 1x Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz
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4 Ergebnisse

Der erste Teil der Ergebnisse beschreibt die Klonierung der verwendeten DNA-Konstrukte und
die Generierung und Charakterisierung von Antikdrpern gegen die Synuclein-Paraloge. Mit den
Antikoérpern wurde die Verteilung von a- und B-Synuclein im Gehirn und in subzellul&ren
Kompartimenten untersucht. Diese Ergebnisse bildeten die Grundlage fir die Erstellung und
Analyse der a-Synuclein-defizienten Mduse.

In einem weiteren Schritt wurden die Mausnullmutanten in einem pharmakologischen Modell
der Parkinson-Syndrome untersucht. Uber die Generierung und Analyse transgener Méause, die
die Mutanten der Parkinson-Syndrome ausldésenden Formen des humanen a-Synuclein
exprimieren, wurde deren Einfluf auf die Pathogenese charakterisiert.

4.1 Klonierung und Charakterisierung von Synuclein-lsoformen
aus Mensch und Ratte

Die fur die Klonierung der gewinschten Expressionskonstrukte bendtigten cDNA-Sequenzen
wurden tber PCR gewonnen. Primer wurden anhand der ver6ffentlichten Sequenzen in GenBank
(human a-Synuclein: L36675; Ratte a-Synuclein: AF007758; Ratte B-Synuclein: Q63754; Ratte
y-Synculein: NM 031688) entworfen.

hm «-Synuclein
rt a-Synuclein
rt 3-Synuclein
rt y-Synuclein

—_

hm a-Synuclein
rt a-Synuclein
rt B-Synuclein
rt y-Synuclein

hm a-Synuclein
rt a-Synuclein
rt 3-Synuclein
rt y-Synuclein

hm a-Synuclein
rt a-Synuclein
rt B-Synuclein
rt y-Synuclein

hm a-Synuclein

rt a-Synuclein

rt p-Synuclein

rt y-Synuclein

Abb. 2: Die cDNAs von a-Synuclein aus Ratte (rt) und Mensch (hm) und die Ratten-Paraloge 3— und y-Synuclein
wurden Uber PCR aus cDNA-Bibliotheken amplifiziert und sequenziert. Die daraus ubersetzten Aminoséure-
sequenzen wurden verglichen. Mit der humanen a-Synuclein-Sequenz identische Aminosduren sind schwarz
unterlegt. In hellgrau sind die charakteristischen Wiederholungen von sechs Aminoséuren mit der consensus-
Sequenz ,,KTKEGV* dargestellt (Maroteaux et al., 1988). Der Bereich der aus Alzheimer-Plaques isolierten Peptide
NAC-X und Y ist in dunkel grau eingezeichnet (Ueda et al. 1993). Die Positionen fiir die Aminosaurenaustausche,
die zu familidren Parkinson-Syndromen (A30P, A53T) oder zur Imitierung konstitutiv phosporylierterer Serine
(S87D, S129D) fihren, sind hervorgehoben. pl (hm o-Synuclein) = 4,58; pl (rt a-Synuclein) = 4,66; pl (B-
Synuclein) = 4,34; pl (y-Synuclein) = 4,63.
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Die Menschen- und Ratten-cDNA fur a-Synuclein wurde mit Hilfe der Primer 786 und 801 bzw.
786 und 787 aus den entsprechenden Gesamthirn-cDNAs amplifiziert und tber die Restriktions-
schnittstellen EcoRI und HinDIII in den Vektor pGEX-KG kloniert (phSyf.1: OliverS240997-B
05, -B 06; LrSyf.15: OliverS170997-B 25, -B 28). Die - und y-Isoformen aus Ratte wurden mit
Hilfe der Primer T1818 und T1819 bzw. 946 und 947 aus einer embryonalen cDNA-Bibliothek
bzw. der entsprechenden Gesamthirn-cDNA amplifiziert. Die Klonierung des mit EcoRI
verdauten PCR-Produktes von B-Synuclein erfolgte in den mit Smal und EcoRI geschnittenen
Vektor pGEX-KG (LbSyn.5: 13403239.SEQ). Das PCR-Produkt von y-Synuclein wurde in den
Vektor pCR-Script Il kloniert (g-Synu.22: OliverS011098-B 02).

a-Synuclein war 140 Aminosdauren lang und die Sequenzen aus Ratte und Mensch zu 95%
identisch (Abb. 2). Der auffalligste Unterschied in der Rattensequenz war das Threonin an der
Position 53, da diese Aminosaure in der humanen Sequenz zu einer familidren Form der
Parkinson-Erkrankung fuihrt. Wie der Vergleich mit der genomischen Sequenz der Maus und den
Datenbankeintrdgen ergab, enthielt die Maussequenz an der Position 53 ebenfalls ein Threonin
und unterschied sich von der Rattensequenz durch einen anderen Aminosaurenaustausch
(D121G; AF044672). Die B- (134 Aminosduren) und y-Paraloge (123 Aminosauren) waren zu
61,2 bzw. 55,3% identisch mit dem Ratten-a-Synuclein. Alle drei Isoformen enthielten, die fir
Synucleine charakteristische Wiederholung von sechs Aminosduren mit der Konsensus-Sequenz
LKTKEGV* (Abb. 2; Maroteaux et al. 1988). Die grofte Sequenziibereinstimmung war im
Bereich der N-terminalen Hexa-Wiederholungs-Regionen, wobei die sechste Wiederholung im
B-Synuclein fehlte.

Die Wiederholung dieses Sequenzmotivs ist einmalig, wie ein Vergleich mit den bisher
veroffentlichten Proteinsequenzen zeigte. Mit Hilfe der Prosite-Datenbank wurde getestet,
welche Proteine ein dhnliches Sequenzmotiv K-T-[KR]-[EQ]-[GQ]-V enthielten. Der Vergleich
ergab insgesamt sieben Proteine aus Sdugetieren. RhoB und C gehdren zur Familie kleiner GTP-
bindender Proteine, p21/H-Ras-1, p21B/K-Ras-2b und N-Ras sind an der Signaltransduktion
zum Zellzyklus beteiligt, Hsp-27 ist ein Chaperon und IP-3-Kinase ein Inositolphosphat
phosphorylierendes Enzym. Eine Rontgenstruktur ist nur von RhoA und p21/H-Ras bekannt
(Franken et al. 1993; Wei et al. 1997). In beiden liegt das entsprechende Sequenzmotiv in einer
Schleife an der Aullenseite des Proteins. Das Valin gehort jeweils zur der dem Loop folgenden
a-Helix.

Die C-Termini aller Synucleine enthielten eine Vielzahl negativ geladener Aminosauren. Das
Ratten-a-Synuclein enthielt in diesem Abschnitt insgesamt 14 Aspartat- oder Glutamatreste,
denen nur drei positiv geladene Lysine entgegenstanden. Der isoelektrische Punkt des gesamten
Proteins lag mit 4,66 relativ niedrig. Das Serin-121 in der a-Synuclein-Sequenz aus Ratte war in
der humanen Sequenz noch durch ein zusétzliches Aspartat ersetzt, so dafll der isoelektrische
Punkt mit 4,58 noch niedriger war. Die negative Ladung des C-Terminus von 3-Synuclein war
noch ausgepragter. Insgesamt 19 sauren Aminosauren standen nur drei Lysine gegeniiber. Der
isoelektrische Punkt lag dadurch bei 4,34. y-Synuclein hatte einen isoelektrischen Punkt
vergleichbar mit dem vom a-Synuclein.
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4.2  Klonierung eukaryontischer Expressionskonstrukte

Eukaryontische Expressionskonstrukte wurden fur die Charakterisierung der Synuclein-
Antikorper benétigt. Die Klonierung der a-Synuclein-cDNAs aus Mensch und Ratte erfolgte
nach Amplifikation mit den Primerpaaren 817/818 und 817/832 U(ber die Restriktions-
schnittstellen Xhol und HinDIIl in den Vektor pcDNA3 (Lhsyfpc3.1: OliverS061197-A 01;
LrSyfpc3.2: OliverS211197-A 05).

Zur Charakterisierung der Isoformenspezifitit der Antikdrper wurde N-terminal die
Markersequenz ,,MRGSHHHHHH" angefiigt, die durch einen spezifischen Antikdrper (aHis)
detektiert werden konnte und zur Kalibrierung diente. Die Amplifikation der o-Synuclein-
Konstrukte aus Ratte erfolgte mit dem Primerpaar 1241/787, die von B-Synuclein mit dem
Primerpaar 1242/1243 und die von y-Synuclein mit dem Primerpaar 1244/947. Die PCR-
Produkte fur a- und B-Synuclein wurden mit BamHI und die fir y-Synuclein mit Bglll verdaut
und in den mit BamHI/EcoRV geschnittenen Vektor NHispBSK.1, der die erwéhnte Marker-
sequenz enthielt, Kloniert (Schliter 2000). Die vollstdndigen Konstrukte wurden Uber die
Restriktionsschnittstelle HinDIIl in den entsprechend vorbereiteten eukaryontischen Expres-
sionsvektor pcDNAS3 subkloniert ()cDNA3HisaSyf.6: OliverS171198-B 09; pcDNA3HishSyf.2:
OliverS271098-B 05; pcDNA3HisgSyf.8: OliverS051198-B 16).

4.3 Einfigung der Missense-Mutationen der familiaren Parkinson-
Syndrome

Uber die Primerpaare 1123/1122 und 1121/1120 wurden zwei lberlappende PCR-Produkte aus
dem Plasmid LhSyfpc3.1 amplifiziert, die fir den Aminosaurenaustausch A30P kodierten. Zur
Markierung wurde zusatzlich die Restriktionsschnittstelle Smal eingefligt. Die Amplifikation der
hybridisierten Uberlappenden PCR-Produkte (ber das Primerpaar 1123/1120 und Klonierung in
den Vektor pCR-Script Il ergab die gewiinschte mutierte humane a-Synuclein cDNA (L1123.21:
OliverS090698-A 33).

Die Sequenz fur den Aminosaurenaustausch A53T und die zusatzlichen Restriktionsschnittstelle
fur Ncol wurde analog Uber die Primerpaare 817/949 und 948/818 eingefligt. Die mit den
Primern 817/818 amplifizierte mutierte humane cDNA wurde ebenfalls in den Vektor pCR-
Script 1l kloniert (LA53T.13: OliverS030398-A 13).

4.4  Erstellung bakterieller Expressionsvektoren

Uber Bakterien erfolgte die Uberexpression von Synuclein-Konstrukten, die gereinigt fiir die
Immunisierung von Kaninchen und Studien der vesikulédren Neurotransmitteraufnahme bendétigt
wurden. Zusatzlich zu den oben beschriebenen Konstrukten im bakteriellen Expressionsvektor
pGEX-KG wurden Konstrukte erstellt, die die humane Sequenz mit dem Aminosaurenaustausch
A53T bzw. N-Terminal die Erkennungssequenz fur die TEV-Protease enthielten (Dougherty et
al. 1988). Alle bakteriellen Expressionskonstrukte waren N-terminal an GST fusioniert.

Durch die Amplifikation des humanen a-Synuclein A53T mit dem Primerpaar 786/801 und
Subklonierung uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und HinDIll in den Vektor pGEX-KG
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entstand das entsprechende bakterielle Expressionskonstrukt (L786.19: OliverS030398-A 25,
10202259.SEQ).

Wie unten gezeigt, enthielt a-Synuclein eine interne Thrombin-Erkennungssequenz. Um nach
Abspaltung des GST a-Synuclein in voller Lange zu erhalten, wurde vor die kodierende Sequenz
eine TEV-Protease-Erkennungssequenz eingefligt. Nach Abspaltung des GST verblieb somit nur
ein zusatzliches Glycin N-terminal. Die Einfugung der Erkennungsstelle in das humane a-
Synuclein erfolgte Uber den Primer 1646. Die Amplifikation zusammen mit dem Primer 1643
und Subklonierung Uber die Restriktionsschnittstellen Xbal und HinDIIl in pGEX-KG ergab die
TEV-Expressionskonstrukte fur a-Synuclein, a-Synuclein A30P und a-Synuclein A53T (TEV
haSyf.1: OliverS221299-B 08, -01; TEV Syf A30P.2: OliverS221299-B 09; TEV Syf A53T.1:
OliverS221299-B 10).

Mehrere Studien haben eine Phosphorylierung von a-Synuclein an zwei Serinen und Tyrosin-
125 gezeigt (Ellis et al. 2001; Okochi et al. 2000; Pronin et al. 2000). Uber eine physiologische
Bedeutung dieser Phosphorylierung ist bisher nichts bekannt. Durch den Austausch von Serin
gegen Aspartat kann eine konstitutiv aktive Phosphorylierung imitiert werden. Um die Funktion
des phosphorylierten a-Synuclein zu untersuchen, wurden Konstrukte erstellt, deren Serin an der
dominanten Phosphorylierungsstelle durch Aspartat ersetzt wurde (Okochi et al. 2000).

Das hybridisierte Primerpaar 2033/2034 kodierte fiir den C-Terminus von a-Synuclein mit dem
Aminosdurenaustausch S129D und wurde uber die Restriktionsschnittstellen Xbal und HinDIII
in die entsprechenden bakteriellen Expressionskonstrukte TEV haSyf.1, TEV Syf A30P.2 und
TEV Syf A53T.1 eingefigt (TEV hSyf S129D.1: OliverS14062000-B 02; TEV A30P S129D.1:
OliverS14062000-B 03; TEV A53T S129D.1: OliverS14062000-B 04).

4.5 Klonierung von Vektoren zur Herstellung transgener Mause

Mit Hilfe der transgenen Technologie kdnnen Proteine heterolog exprimiert werden und so deren
EinfluR auf den Organismus in Abhangigkeit von eingefligten Mutationen, vom Expressions-
muster und der Expressionsstéarke untersucht werden. Das Thy1-Gen steuert eine breite neuronale
Expression und je nach Kopienzahl des transgenen Konstruktes ist eine Uberexpression maglich.

Es wurden Mduse generiert, die entweder das humane a-Synuclein, die Mutante a-Synuclein
A30P oder die Mutante a-Synuclein A53T transgen exprimierten (Abb. 16). Um zusétzlich den
EinfluR eines konstitutiv phosporylierten Serin-87 zu untersuchen, wurde die Mutante o-
Synuclein A30P S87D transgen exprimiert.

Die Klonierung des aus dem Plasmid LhSyfpc3.1 tber Xbal und HinDIII ausgeschnittenen
humanen a-Synuclein-Konstruktes erfolgte nach Auffillung der tberstehenden Enden in die
Xhol-Restriktionsschnittstelle des transgenen Vektors (pTSC21-hSyf.1: OliverS1311000-B07,
OliverS31052001-A 01).

Die cDNA fir a-Synuclein A30P wurde (ber die Restriktionsschnittstellen Spel und Pvul aus
dem Plasmid L1123.21 ausgeschnitten und analog in den transgenen Vektor kloniert
(LpTA30P2.2: OliverS121198-B 29, OliverS171198-B 10).

Um mogliche Einflisse von nicht kodierenden Bereichen der cDNA-Konstrukte zu minimieren,
wurden die flankierenden Bereiche des Plasmids LA53T.13 entsprechend veréndert. Hierzu
wurde das die A53T kodierende BspHI/BamHI-Fragment zusammen mit dem die N-terminalen
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Aminosduren kodierenden Xhol/BspHI-Fragment aus dem Plasmid L1123.21 in das mit Xhol
und BamHI geschnittene Vektorriickgrat des Plasmids L1123.21 kloniert. Die Klonierung in den
transgenen Vektor erfolgte wie oben beschrieben (L533.7: OliverS041298-B 01, -03).

Die Erstellung der Mutation S87D erfolgte Gber PCR mit den Primerpaaren 1123/2036 und
2035/1120 aus dem Plasmid L1123.21. Die Amplifikation der hybridisierten Fragmente ergab
die cDNA flr a-Synuclein A30P S87D, die in den Vektor pCR-Script Il kloniert wurde. Die
Klonierung des Klons mit der analogen Orientierung wie L1123.21 erfolgte wie beschrieben in
den transgenen Vektor (hSyf A30P S87D.32: OliverS110700-B 24, -29).

4.6  Klonierung und Charakterisierung des Maus-a-Synuclein-Gens

Uber homologe Rekombination lassen sich zielgerichtet Mutationen ins Maus-Genom einfiigen.
Genetisch verdnderte omnipotente Stammzellen Uberfihren diese Mutationen in Mause
(Capecchi 1989). Um eine Deletion ins Maus-Synuclein-Gen einzufiigen, wurden genomische
Sequenzabschnitte des Maus-a-Synuclein-Gens bendtigt. Mit Hilfe einer das 5’-Ende der Ratten-
a-Synuclein-cDNA représentierenden Sonde (amplifiziert Gber die Primer 439 und 440) wurden
genomische Klone aus einer genomischen Bank isoliert, die das 5’-Ende des Maus-a-Synuclein-
Gens enthielten. Die Charakterisierung der Klone erfolgte (ber Restriktionskartierung und
Sequenzierung. Die etwa 21 kb grofen genomischen Inserts enthielten die ersten beiden
kodierenden Exone (Aminosduren 1-40 und 41-54) und 5’-nicht-kodierende Exone (Abb.2;
GenBank acc.#AF277451).

Der Sequenzvergleich mit der EST-Datenbank ergab zwei Gruppen von EST-Klonen, die tber
den 5’-Bereich des ersten kodierenden Exons hinausreichten aber die gleichen kodierenden
Abschnitte enthielten. Die beiden Gruppen von EST-Klonen ergaben sich somit aus zwei
mRNA-Transkripten mit alternativem ersten Exon (im folgenden Exon 1a und 1b bezeichnet).
Drei EST-Klone stammten von Exon la ab (Al893265, W39982, W75614), wohingegen die
anderen neun EST-Klone dem Exon 1b entstammten (W41663, W98185, Al322484, Al304140,
AA238977, AA014832, AA013645, AA013580, AA003289). Die Exone lagen ca. 900 bp
auseinander, wobei Exon 1b vom Exon 2 1100 bp entfernt lag. Der Abstand von 900 Basen-
paaren liel} vermuten, dal3 in der Maus zwei alternative Transkriptionsstarts enthalten waren,
oder noch ein weiteres nicht-kodierendes Exon weiter 5’ liegen konnte. Die alternativen
Transkripte deuten auf Regulationsmechanismen der a-Synucleinexpression auf Ebene der
MRNA-Stabilitat, -Lokalisation oder —Translation hin.

4.7  Klonierung eines Rekombinationsvektors fur das a-Synuclein-
Gen

Unter Verwendung der genomischen Klone wurde ein homologer Rekombinationsvektor
konstruiert, in dem das Exon 2 (Aminosduren 1-40) durch einen Selektionsmarker (Neomycin-
Resistenz-Expressionskassette) ersetzt war (Abb. 3). Hierzu wurde das 8 kb-Fragment des
genomischen Klones #2 tber die Restriktionsschnittstellen Pstl und Notl in den mit Spel und
Notl vorbereiteten Vektor pTKNeo3A (Rosahl et al. 1995) kloniert. Uber die Primer 670 und 672
wurde der 1,5 kb grof3e zweite Rekombinationsarm aus dem genomischen Klon #2 amplifiziert
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und Uber die Restriktionsschnittstelle Clal in den Vektor eingefiigt. Fur die Analyse
rekombinanter Klone wurde Gber den Primer 670 eine Bglll-Restriktionsschnittstelle eingefugt.

#3 m
#% Genomische Klone
#2
#4-1
&
B VVB B P PPVP X | PV B | | VB
| L1 IR 1 L1 | || ||= Bensinidar
Kb OP . i
| 1a 1,b 2 | 3 Exonnummer
,,,;;;» VVVN‘&% i
BGI  SP
T 1 ¢ J/w/”! =) ,_|{\ = - Rekombinations-

vektor

Abb. 3: Darstellung der Struktur eines Anteils des murinen a-Synuclein-Gens, die sich aus der Analyse der
genomischen Klone ergab, und der Rekombinationsstrategie fir die Erzeugung von a-Synuclein-Mausnullmutanten.
Es sind die Erkennungsstellen fur die Restriktionsenzyme Bglll (B), Clal (C), EcoRI (1), EcoRV (V), Spel (S), Pstl
(P) und Xhol (X), die Position der nichtkodierenden (gestreifter Kasten) und kodierenden (gefiillter Kasten) Exone
und die Genotypisierungsprimer eingezeichnet. Im Rekombinationsvektor sind die eingefligten genomischen
Sequenzen als gestreifte Kastchen (LA und SA) und die Selektionsmarker (neo: Neomycinresistenz-Expressions-
kassette, TK: Thymidin-Kinase) als offene Kéastchen dargestellt. Durch die homologe Rekombination wurde das
Exon 2, das fur die Aminosauren 1-40 kodiert, und flankierende Bereiche durch ein Neomycinresistenzgen ersetzt.

4.8 Antikorperherstellung und -charakterisierung

Fur die Herstellung von Antikdrpern gegen a-Synuclein wurden die bakteriellen Expressions-
konstrukte phSyf.1 (humanes a-Synuclein) und L786.19 (humanes a-Synuclein A53T) und
gegen B-Synuclein das Expressionskonstrukt LbSyn.5 verwendet. Die Proteine wurden im
Bakterienstamm BI21DE3 uberexprimiert und aus dem Uberstand der aufgeschlossenen Zellen
uber Glutathion-Agarose-Saulenchromatographie gereinigt. Die Abspaltung des Synucleins von
der Sdule erfolgte Uber Thrombin-Verdau. Nach Ultrafiltration des Eluats wurde das Thrombin
uber Gelfiltration abgetrennt und die beiden erhaltenen Proteine der GrofRe 18 und 19 kDa nach
SDS-PAGE und Westernblot mikrosequenziert. Die N-terminale Mikrosequenzierung ergab fiir
die 19 kDa-Bande die Sequenz ,,GSPGISGGGGGGGILM....“, die der Briickensequenz des
Vektors pGEX-KG nach Thrombinverdau entsprach und fir die 18 kDa-Bande die Sequenz
,GLSKAKEGVVAAA.....", die nach dem ersten Lysin in der a-Synuclein-Sequenz folgte. Der
N-Terminus des 18 kDa-Proteins war durch Thrombin-Spaltung innerhalb der Synuclein-
Sequenz entstanden. Die Effizienz der internen Spaltung war geringer als die in der Briicken-
sequenz. Es entstand jedoch immer ein signifikanter Anteil des verkirzten a-Synuclein, der bei
der Immunisierung nicht storte. Die Proteine wurden mit Freund’schem Adjuvans gemischt
Hasen subkutan injiziert. Fir a-Synuclein wurden das Serum U1126, fiir 3-Synuclein die Seren
U1127 und U1128 und fiir a-Synuclein A53T das Serum S053 erhalten.

Fur die Charakterisierung der Antikdper wurden die cDNA-Sequenzen der drei Klonierten
Rattenisoformen in 293-Zellen exprimiert. Durch die enthaltenen N-terminalen Markersequenzen
konnten die Konzentrationen der heterolog exprimierten Proteine in den Zelllysaten so eingestellt
werden, dal3 jeweils die gleiche Menge der drei Isoformen auf einer Gelspur aufgetragen wurden.
Die Quantifizierung erfolgte Uber Immunoblotanalyse mit aHis6é Antikdrpern und iodinierten
sekundaren Antikdérpern. Um gleiche Gesamtproteinmengen pro Spur zu erhalten, wurden die
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Lysate mit den hochsten Expressionsraten entsprechend mit Lysaten untransfizierter Zellen
verdunnt.

apy a vy a Py

- amn == — — —

e

- ep =

— -

aSyf S053 U1126

a Py a Py a Py

Q698 Ut1127 U1128

Abb. 4: Die drei Ratten-Synuclein-Paraloge wurden mit N-terminalem Polyhistidin-Tag in 293-Zellen transient
exprimiert. Finf Tage nach Transfektion wurden postnukledre Uberstdnde gewonnen und mit untransfizierten Zellen
auf gleiche Synuclein-Konzentration verdiinnt. 20 pg Gesamtprotein wurden gelelektrophoretisch (12 % SDS-
PAGE) aufgetrennt und Uber Immunoblotanalyse und ECL-Detektion mit mononklonalen (aSyf) und polyklonalen
Antikérpern (S053, U1126, Q698, U1127 und U1128) gerichtet gegen die Synuclein-Paraloge analysiert.

Der kommerzielle monoklonale Antikorper aSyf wie auch das Antiserum S053 waren spezifisch
fur a-Synuclein (Abb. 4). Inshesondere S053 detektierte auch hohermolekulare Banden, die von
Proteinen der 293-Zellen stammten. Die relativen Affinitdten der Antikorper wurden Uber
Quantifizierung der Signalstarken mit iodinierten Sekundarantikdrpern bestimmt. Hierbei zeigten
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die Antikorper aSyf und S053 eine 20- bis 40fach hohere Affinitat zu a-Synuclein im Vergleich
zu B-Synuclein. Die Affinitat des Antiserums U1126 war 5- bis 10fach geringer und auch die
Spezifitat der Detektion von a-Synuclein gegentlber B-Synuclein war nur 15fach hoher. Eine
vergleichbare Affinitat gegenuber a-Synuclein hatte das Serum Q698, das a- und B-Synuclein
nahezu gleich gut detektierte. y-Synuclein wurde von keinem der verwendeten Antikorper
detektiert. Die beiden Antiseren U1127 und U1128 detektierten B-Synuclein mit einer vergleich-
baren Affinitat wie SO053 a-Synuclein. Die Spezifitat war jedoch geringer, da beide 3-Synuclein
nur 10- bis 15fach starker banden als a-Synuclein. Da sich die Migrationsstrecken in der SDS-
PAGE von a- und B-Synuclein unterschieden, war in der Immunoblotanalyse eine eindeutige
Unterscheidung dieser beiden Isoformen mdglich.

Die Antikorper wurden zur Charakterisierung von Maus-Modellen der Parkinson-Syndrome
verwendet. Zundchst wurde getestet, ob sie die charakteristischen EinschlulRkorperchen, die
Lewy-Korper, detektieren wirden. Der Antikorper Q698 markiert pathomorphologische
Verénderungen, die a-Synuclein enthalten (Abb. 6). Lewy-Kdrper und Lewy-Neuriten konnten
mit diesem Antikdrper in Paraffinschnitten aus dem Gehirn von Patienten mit einer Lewy-
Korper-Variante des Morbus Alzheimer angefarbt werden. Im Gegensatz zu Férbungen mit
Antikorpern gegen Ubiquitin, waren die gefarbten EinschluRkdrperchen schon bei geringer
Vergrolierung deutlich sichtbar.

<&
A ) Abb. 5: Immunoblotanalyse mit
G/ 2@ i : _
@/ & &L KO/ &> ECL-Detektion der Verteilung der
/N (©) AN R :
,§ & Q‘,OQ’ &z ,8@ ,\\0 / \({o L/ X/ S angegebenen Proteine in verschie-
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protein von postnukledren Uber-

. stdnden pro Gelspur (12 % SDS-
Synaptophysin pAGE) wurden aufgetrennt und auf
Nitrocellulosemembranen  transfe-
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4.9  Verteilung von a- und B-Synuclein im Mausgehirn

a- und B-Synuclein werden hauptséchlich im ZNS exprimiert, wohingegen y-Synuclein im
peripheren Nervensystem tiberwiegt. Um die Verteilung von a- und (3-Synuclein im Mausgehirn
zu untersuchen und die relativen Mengen zu bestimmen, wurden verschiedene Hirnregionen
prapariert und die postnuklearen Uberstande gewonnen. Die Proben wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und die Verteilung durch Immunoblotanalyse untersucht (Abb. 5). Die Detektion
erfolgte durch das Antiserum Q698, welches beide Isoformen in vergleichbarer Affinitat band.
Zum Vergleich wurden die beiden Synaptophysin-lsoformen | und Il untersucht, von denen die
erste in ungefahr gleichen Konzentrationen im gesamten Gehirn vorkam und die zweite
insbesondere im Hippokampus, der Retina und dem Bulbus olfactorius angereichert war (Fykse
et al. 1993). Die Gesamtmengen im Gehirn von a- und (-Synuclein waren ahnlich hoch.
-Synuclein war homogener als a-Synuclein verteilt und geringfugig im Hirnkortex und im
Bulbus olfactorius angereichert. a-Synuclein zeigte eine heterogene Verteilung, wobei die
rostralen Hirnabschnitte hohere Mengen aufwiesen, wéhrend etwa im Cerebellum und Hirn-
stamm nur geringe Mengen nachweisbar waren. Im Cortex und Striatum waren die Mengen von
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a- und B-Synuclein &hnlich hoch. Auffallig war, da die a-Synuclein-Mengen im Striatum
deutlich geringer waren als z.B. im Hippokampus. Die hochsten Konzentrationen von a-
Synuclein waren in der CA3-Region des Hippokampus nachweisbar. Dies zeigte sich auch in der
Immunfluoreszenzanalyse, in der die Moosfaserterminalen dieser Region besonders stark
angefarbt waren (Abb. 10). In der Retina war a-Synuclein nicht nachweisbar.

A o-Synuclein 3-Synuclein

o-Synuclein

= 1 '. * .‘ ‘ = i |
- ¥ L 5 - ' 3 - 0

o ‘ : ol B < L’ ;'f,-.- i
Abb. 6: A: Immunfluoreszenzanalyse aus dem Mittelhirn der Maus. 20 um dicke Gefrierschnitte wurden mit den
Antikdrpern gegen a-Synuclein (aSyf), B-Synuclein (U1128) und DAT (M369) inkubiert. Fluoreszenzsignale der
sekundaren Antikdrper GaM-Cy3, GaR-Cy2 und GaRt-Cy2 wurden im Fluoreszenzmikroskop mit einer 100-fachen
VergrolRerung detektiert. B: Immunhistochemische Farbung von Paraffin-Schnitten aus dem Mittelhirn von Patienten
mit einer Lewy-Korper-Variante des Morbus-Alzheimer. Anfarbung von Lewy-Korpern und Lewy-Neuriten in rot
Uber den Synuclein-Antikorper Q698 (Féarbungen freundlicherweise von Dr. M. Neumann (G6éttingen) zur
Verfligung gestellt).

L]

Die homogenere Verteilung von (-Synuclein bestétigte sich auch in der Immunfluoreszenz-
analyse, die eine viel hohere rdumliche Auflosung erreicht als sie mit der quantitativen
Bestimmung der Proteine in Westernblots mdglich ist (Abb. 6, 10). a- und B-Synuclein schienen
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in den meisten Synapsen koexprimiert zu werden, wobei sich jedoch die relativen Mengen
drastisch unterschieden. [-Synuclein war im Hippokampus in den synpatischen Strata
moleculare, lacunosum moleculare und lucidum angereichert. Im Cortex und Mittelhirn war
seine Verteilung homogen. Die Mengen von a-Synuclein waren in den Strata moleculare und
lacunosum moleculare am geringsten. Hier waren nur die Synapsen des Tractus perforans
angefarbt. Im Cortex war die 1V. Schicht prominent gefarbt und hob sich von den anderen
Schichten ab. Im Mittelhirn war nur die Region der Substantia nigra reticulata angeféarbt. Die
Verteilung von a- und 3-Synuclein im Striatum war homogen.

Rab 3A Colokalisation a-Synuclein

[-Synuclein Colokalisation a-Synuclein

Abb. 7: Immunfluoreszenzanalyse hippokampaler Primarkulturen aus Mé&usen. Neuronen wurden nach 12 Tagen in
Kultur fixiert und mit Antikérpern gegen a-Synuclein (aSyf), B-Synuclein (U1128) und Rab3A (583) markiert.
Fluoreszenzsignale der sekundéren Antikérper GaM-Cy3 und GaR-Cy2 wurden im konfokalen Mikroskop mit
400facher VergroRerung detektiert. Kolokalisationen sind in der Uberlagerung der Einzelsignale in der mittleren
Spalte in gelb dargestellt. 800fach vergroRerte Detailaufnahmen sind jeweils in der rechten oberen Ecke lokalisiert.

In neuronalen Primérkulturen aus dem Maus-Hippokampus zeigten die Antiseren gegen a- und
B-Synuclein eine typische punktformige synaptische Farbung (Abb. 7). a- und [B-Synuclein
waren in den meisten Synapsen kolokalisiert. Eine signifikante Anzahl von Synapsen enthielt nur
B-Synuclein. Bei dem Vergleich der a-Synuclein-Verteilung mit Rab3A, einem unbiquitér im
Gehirn exprimierten synaptischen Protein, waren in den meisten Synapsen beide Proteine
vorhanden. Die a-Synuclein-Antiseren farbten in den meisten Neuronen zusétzlich Zellkerne an.
Lediglich einige grofRe Neurone enthielten kein nukleédres a-Synuclein. Die aufféllige nukleére
Farbung war in den gefarbten Hirnpraparaten nicht vorhanden.
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4.10 Subzelluléare Verteilung von a- und B-Synuclein

Mit Hilfe der subzelluldren Fraktionierung wurde die Verteilung von Proteinen innerhalb von
Zellkompartimenten untersucht. Hierzu wurden Mausegehirne homogenisiert (Fraktion H) und
durch differentielle Zentrifugationsschritte die Zellkerne und -trimmer (Fraktion P1) abgetrennt
und eine relativ unreine Synaptosomenfraktion (P2) gewonnen. Der Uberstand wurde durch
Ultrazentrifugation in die zytosolische Fraktion (S3) und die Mikrosomenfraktion (P3) aufge-
trennt. Die synaptischen Vesikel wurden aus den Synaptosomen durch hypotonen Schock ent-
lassen. Die leeren Synaptosomen wurden abzentrifugiert (Fraktion LP1) und aus ihnen die synap-
tischen Plasmamembranen durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert (SPM). Im Pellet
nach Ultrazentrifugation des Uberstandes der leeren Synaptosomen reicherten sich die synap-
tischen Vesikel an (Fraktion LP2). Der letzte Uberstand enthielt das stark verdiinnte synaptische
Zytosol, das durch Ultrafiltration oder Féallung konzentriert wurde (LS2).

P1 P3 LP1 LS2
H P2 S3 LP2 SPM

— — — Lond T NR1

s — - GDI

—T Y «@® ™ Ssynaptoporin

—Rab 3C
—— s eB-e o

@  —[-Synuclein
«-Synuclein
Abb. 7: Immunoblotanalyse mit ECL-Detektion von subzelluldren Fraktionierungen aus Mausgehirngewebe.
Gehirnkortices wurden homogenisiert (H) und in Zellkernsediment (P1), rohe Synaptosomenfraktion (P2),
Mikrosomenfraktion (P3) und Zytosol (S3) fraktioniert. Aus den Synaptosomen wurden eine rohe synaptische
Plasmamembranfraktion (LP1), eine rohe synaptische Vesikelfraktion (LP2), synaptische Zytosolfraktion (LS2) und
eine synaptische Plasmamembranfraktion mit angereicherten aktiven Zonen und postsynaptischen Verdichtungen
(SPM) erhalten. Die Fraktionen wurden tber SDS-PAGE und Transfer auf Nitrocellulosemembranen aufgetrennt
und mit den folgenden Antikdérpern analysiert: CI54.1 (NR1), ap37 (Synaptophysin II), Cl42.1 (Rab3A und C),
Cl81.1 (GDI) und Q698 (a- und B—Synuclein).

Die Anreicherung der einzelnen Kompartimente in den Fraktionen wurde durch Markerproteine
analysiert. Das synaptische Vesikelprotein Synaptophysin Il war in der Fraktion LP2 angereichert
(Abb. 8). Die NMDA-Rezeptor-Untereinheit 1 (NR1) ist sowohl in synaptischen Plasma-
membranen als auch intrazelluldren postsynaptischen Vesikeln vorhanden. Dies spiegelte sich in
der Anreicherung in den Fraktionen SPM und P3 wider. GDI ist ein zytosolisches Protein,
welches in den l6slichen Fraktionen S3 und LS2 vorkam. Die Abwesenheit in den Membran-
fraktionen P3 und LP2 zeigte eine quantitative Abtrennung an. Ebenfalls waren die Transmem-
branproteine Synaptophysin Il und NR1 nicht in den l6slichen Fraktionen nachweisbar. Rab3A
und C sind synaptische Proteine, die sowohl an synaptische Vesikel binden als auch gel6st im
synaptischen Zytosol vorkommen.

a- und B-Synuclein waren stark in der synaptischen Zytosolfraktion LS2 angereichert. Durch die
starke Anreicherung konnten sie als Markerproteine dieser Fraktion verwendet werden. Die
synaptischen Membranfraktionen enthielten kein Synuclein. In vitro wurde eine Bindung von
a-Synuclein an Membranen mit sauren Phospholipiden gezeigt (Davidson et al. 1998). Es ist
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somit maoglich, dal unter bestimmten physiologischen Bedingungen dieses Protein vom
zytosolischen Kompartment an Membranen wechselt, der GroRteil liegt jedoch gel6st vor.

A A

Neo ,_ YO aw | 2L

+F

HW| >/ B

b + [+ [-
wt(10kb)>UU ||

-— e o-Synuclein

- — B-Synuclein
KO (5kb) > v v D o= ~o-Synuclein
— e 3-Synuclein

Abb. 9: Southern- und Immunoblotanalyse der a-Synuclein-Mausnullmutanten und der  Mauslinie
C57Bl6/J/ola/hsd. A: Southernblot-Analyse heterozygot mutierter (+/-), Wildtyp-Mause (+/+), der C57BI6/J/ola/hsd-
Linie (HW) und homozygoter Nullmutanten (-/-). Genomische DNA wurde mit Bglll verdaut und auf
Nylonmembranen transferiert. Diese wurden mit einer Sonde fir den Neomycinselektionsmarker (Neo) hybridisiert,
die die spezifische Bande bei ~5 kb und eine kreuzhybridisierende Bande bei ~10 kb detektiert. Die Signalstarken
der kreuzhybridisierenden Banden zeigen gleiche DNA-Mengen pro Spur an. Die Hybridisierung mit einer Sonde,
die aus einem genomischen Abschnitt benachbart aber auRerhalb des rekombinierten Bereichs erstellt wurde,
markierte das Wildtyp-Allel bei ~10 und das rekombinierte Allel bei ~5kb. Das Fehlen eines Signals in der
C57BI6/J/ola/hsd-Linie deutete auf eine Deletion des a—Synuclein-Gens hin. B, C: Représentative Immunoblot-
analyse mit ECL-Detektion von heterozygoten und homozygoten a—Synuclein-Nullmutanten, Wildtyp-Geschwister-
tieren und der C57BI6/J/ola/hsd-Linie. 30 ug Gesamthirnhomogenate wurden tber SDS-PAGE (12 %) aufgetrennt
und nach Transfer auf Nitrocellulosemembranen mit zwei a—Synuclein-spezifischen Antiseren (S053 in Abschnitt B
und aSyf in Abschnitt C oben), einem Antikdrper, der beide Paraloge detektiert (U1126 Abschnitt C Mitte) und
einem B-Synuclein-spezifischen Antiserum (U1128 Abschnitt C unten) analysiert. Die hohermolekularen Banden in
Abschnitt B waren in allen Spuren gleich stark.
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4.11 Erzeugung von Maus-a-Synuclein-Nullmutanten

Der Rekombinationsvektor wurde in omnipotente Mausstammzellen tranfiziert, welche dann auf
homolog rekombinierte Klone selektioniert wurden (Abb. 3). Die PCR-Analyse mit dem Primer-
paar 739/428 der doppelt resistenten Klone ergab in 15,6 % von insgesamt 384 analysierten
Klonen ein PCR-Produkt der erwarteten GrofRe von 1,5 kb. Die Restriktionsanalyse des PCR-
Produktes zeigte, daR die Rekombination an der richtigen Stelle stattgefunden hatte. Zwei der
Klone (#42 und #116) wurden expandiert, und in C57BI6/J-Blastozysten injiziert. Chimare
Maéannchen wurden mit C57BI6/J-Weibchen verpaart. Die Verpaarung der heterozygoten agouti-
farbenen Nachkommen ergab homozygote und heterozygote Nullmutanten sowie Wildtyp-
Mause, deren Anzahl nach der Mendel’schen Regel verteilt war. Die Genotypisierung erfolgte
uber Southernblot- und PCR-Analyse (Abb. 9). Mit den Primerpaaren 739 und 741 wurde ein 1,5
kb groRBes und mit den Primerpaaren 1103 und 1106 ein 0,2 kb groRes Fragment aus dem wit-
Allel amplifiziert. Das ber das Primerpaar 739 und 428 amplifizierte 1,5 kb groRe Fragment war
spezifisch fur das homolog rekombinierte Allel, da der Primer 739 aulRerhalb des rekombinierten
Bereichs band. Im weiteren erfolgte die Genotypisierung jedoch mit dem Primerpaar 288/887,
mit dem ein 0,7 kb groRes Fragment aus dem Selektionsmarkerbereich amplifiziert wurde.

Die erfolgreiche Deletion des Synuclein-Gens wurde Uber Immunoblot-Analyse mit
verschiedenen Antikdrper gegen a-Synuclein bestatigt (Abb. 9). Die homozygoten a-Synuclein-
Nullmutanten waren Uberlebensfahig und ohne offensichtliche Verhaltensverdnderungen. Sie
konnten als homozygote Linie gehalten werden.

Um den genetischen Hintergrund so einheitlich wie moglich zu halten, wurde die F1-Generation
sechsmal in die C57BI6/J-Mauslinie zuriickgekreuzt. Wéhrend dieser Prozedur fiel auf, das in
Mausen vom Lieferanten Harlan-Winkelmann (Mauslinie C57BI6/J/ola/hsd) a-Synuclein fehlte
(Abb. 9). Das Fehlen eines Hybridisierungssignals bei der Southernblot-Analyse mit einer o—
Synuclein-spezifischen Sonde deutete auf eine Deletion im a-Synuclein-Gen hin. Die Grofe der
Deletion blieb unbekannt. Durch die Deletion waren die B-Synuclein-Mengen nicht beeinfluf3t.

4.12 Charakterisierung der Maus-a-Synuclein-Nullmutanten

Die Maus-a-Synuclein-Nullmutanten wurden detailliert morphologisch und biochemisch
untersucht. In diesen Experimenten wurden die Nullmutanten im Vergleich zu Geschwistertier-
kontrollen analysiert, um mogliche genetische Hintergrundeffekte weitestgehend auzuschlielRen.
Die Charakterisierung der Gehirnarchitektur erfolgte anhand von Gefrierschnitten, die mit
Antikdrpern gegen verschiedene synaptische und Struktur-Proteine gefarbt wurden. Es ergaben
sich dabei keine Unterschiede zu den wt-Kontrolltieren. Insbesondere die Verteilung von
B-Synuclein, Tyrosinhydroxylase (TH) und Dopamintransporter (DAT) waren im Hippokampus,
der Region hochster a-Synuclein-Mengen, und dem Striatum unverandert (Abb. 10, 12).
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Abb. 10: Vergleichende Immunfluoreszenzanalyse des Hippokampus und Striatum von a-Synuclein-Nullmutanten
und Wildtyp-Mé&usen. A: 20 um dicke Gefrierschnitte des Hippokampus wurden mit Antikdrpern gegen a- (aSyf)
und B-Synuclein (U1128) doppelt gefarbt. Die Sekundarantikdper wurden im Fluoreszenzmikroskop mit einer
50fachen VergréRerung detektiert. Die Hippokampusregionen CAL bis -3 und die Schichten Stratum oriens (Or),
Stratum pyramidale (Py), Stratum radiatum (Ra), Stratum lacunosum moleculare (LM), Stratum moleculare (Mo),
Stratum granulosum (Gr), Stratum lucidum (Lu) und die polymorphe Synapsenschicht (Po) sind markiert. B:
Analoge Proben aus dem Striatum wurden zusétzlich mit einem Antikdrper gegen DAT (M369) markiert.
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Abb. 11: Vergleichende konfokale Fluoreszenzanalyse von a-Synuclein-Nullmutanten und von Wildtyp-Mausen mit
und ohne MPTP-Behandlung. 10 um dicke Gefrierschnitte wurden mit den bezeichneten Antikdrpern doppelt
gefarbt (o—Synuclein: U1126; B-Synuclein: U1128; TH: aTH). Fluoreszenzsignale der sekunddren Antkorpern
wurden mit 400facher VergroBerung detektiert. Kolokalisation ist in gelb gefarbt. Die mit 30 mg/kg MPTP
behandelte Maus wurde funf Tage nach i.p.-Injektion analysiert und zeigte eine Reduktion der TH-Immunofarbung.

a-Synuclein war im prasynaptischen Zytosol angereichert. Insofern stellte sich die Frage, ob die
Deletion von a-Synuclein einen Einflul} auf die Verteilung anderer synaptischer Proteine hatte.
Hierflr wurden die Mengen von mehr als 40 neuronalen Proteinen Gber Immnunoblot-Analyse
quantifiziert. Wenn moglich wurden die Mengen eines Proteins mit verschiedenen Antikorpern
bestimmt. Die Mengen aller getesteten Proteine, einschliellich der getesteten 15 synaptischen
Vesikelproteine, waren unveréndert (Tab. 1; Abb. 13). Insbesondere waren die Mengen von
Markern dopaminerger Neuronen (Tyrosinhydroxylase, vesikularer Monoamintransporter 2
(VMAT 2) und Dopamintransporter) im Gesamtgehirn bzw. im Striatum unveréndert. Auch die
Mengen von [(-Synuclein unterschieden sich in den Gesamtgehirnhomogenaten nicht von
Kontrolltieren. Wurden jedoch die Mengen im Striatum untersucht, so zeigte sich eine
geringfligige, statisch signifikante, Heraufregulation von ca. 11 % in den a-Synuclein-Null-
mutanten und von ca. 18 % in der Mauslinie mit der chromosomalen Deletion.
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Protein o-Synuclein -/- +/+ Antikorper
Aktin 94+3 100+5 AC-40
Amphiphysin 105+ 15 100 +14 P924
APP 99+6 100 £ 10 U955
Complexin 1 109+ 6 100+ 6 P942
Complexin 2 107 +5 100+5 P942
CSP 101+ 14 100+ 4 aCSP
DOC2A 105+ 3 100+ 3 aDOC2
Dynamin 103+ 38 100+ 8 E765
GDI 109 £+ 10 100+5 Cl81.2
Mint 95+5 100+5 P932
Munc13-1 99+10 100+ 12 3H5
Munc18 109+ 6 100+ 9 1370
Neuroligin | 100+ 14 100+ 8 4C12
NMDA-R1 99+3 100+ 4 Cl54.1
NSF 95+7 100+ 8 1372
pll6 94+6 100+9 587 Str.
Presinilin | Schleife 103+5 100 + 6 oPSI
Rab3A 97+6 100+ 8 Cl42.2
Rab3B 1047 100+ 12 U954
Rab3C 100+5 100+ 3 P180
Rabaptin 99+5 100+7 R321
Rabphilin 100+ 7 100+ 6 1734
RIM 109 £5 100 + 6 oRIM Str.
SCAMP 98+5 100+2 P936
mSEC7 104 £ 4 100+ 7 SA3613
aSNAP 102+6 100+ 3 1373
SNAP-23 103+3 100 + 6 P914
SNAP-25 98+4 100+ 2 Cl72.2
Synapsin la 103+5 100+5 E028
Synapsin Ib 98+6 100+ 5 E028
Synaptobrevin 1 997 100+ 11 P938
Synaptobrevin 2 98 +2 100+ 4 Cl69.1
Synaptojanin 102 +3 100+ 6 P923
Synaptogyrin 101 +£5 100+ 8 P925
Synaptophysin | 95+4 100+ 4 C7.2
Synaptophysin |1 957 100 + 3 oap37
Synaptotagmin | 111+6 100+ 7 V216
94+10 100 £ 11 V216 Str.
Syntaxin 94 +7 100+ 3 Cl78.2
Syntaxin 1b 97+6 100+ 2 P941
a-Synuclein 15+2 100 + 25 S053
3+x1 100 £+ 13 aSyf
B-Synuclein 107 +7 100+ 8 u1127
105+4 100 + 6 U1128
o-Tubulin 97 £ 6 100+ 2 DMla
B-Tubulin 97 £ 6 100+ 6 Tub2.1
TH 110+ 8 100+ 8 aTH

Tab. 1: Quantifizierung der Proteinmengen im Gehirn von a-Synuclein-Nullmutanten im Vergleich zu Wildtyp-
Geschwistertieren. Postnukledre Uberstande aus dem Frontalhirn bzw. Striatum (Str.) von jeweils funf Tieren jeder
Gruppe wurden uber SDS-PAGE aufgetrennt und Uber radioaktive Immunoblotanalyse mit den angegebenen
Antikdrpern quantifiziert. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
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Die unveranderte Menge der synaptischen Vesikelproteine in a-Synuclein-Nullmutanten ist ein
Indiz unveranderter Anzahl synaptischer Vesikel, wie der Vergleich mit quantitativer
Auswertung morphologischer Daten in anderen Nullmutanten zeigte (Rosahl et al. 1995). Analog
weist die unveranderte Menge von Proteinkomponenten der aktiven Zone (Muncl13-1 und RIM)
auf eine unveranderte Anzahl und Grof3e von Synapsen hin. Analog kann aus den Ergebnissen
der Quantifizierung von VMAT 2 und DAT im Striatum auf eine unverénderte Anzahl
dopaminerger synaptischer Vesikel und Axone im nigrostriatalen System geschlossen werden.

wt [nmol/mg] | ko [nmol/mg]

Taurin 111,68 £5,85 | 119,01 £5,71
Aspartat 23,85+ 297 19,36 + 1,84
Glutamat 109,43+ 7,31 97,37 £4,08
Glycin 8,57 +0,34 7,65+ 0,54
GABA 7,78 +0,83 8,61+ 1,26
wt [ng/mg] ko [ng/mg]

Dopamin 112,00 £ 3,43 | 107,41 + 3,39
DOPAC 7,90+0,71 7,17 +0,61
HVA 8,02 + 0,94 9,02+0,43
Serotonin 3,91+0,33 4,22 +0,42
5-HIAA 1,76 £ 0,12 1,77 +0,24

Tab. 2: Striatale Neurotransmittermengen in a-Synuclein-Nullmutanten (ko) und Wildtyp-Geschwistertieren (wt).
Obere Tabelle mit Werten von jeweils acht Tieren und untere Tabelle mit Werten von jeweils 24 Tieren. Angegben
ist der Mittelwert der chromatographischen Bestimmung * des Standardfehlers.

Weiterhin wurden die Mengen verschiedener Neurotransmitter im Striatum analysiert (Tab. 2).
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Insbesondere die Mengen von Dopamin und
Serotonin waren unveréndert, im Gegensatz zu einer bereits verdffentlichten Studie von a-
Synuclein-Mausnullmutanten, die eine Dopaminreduktion von ca. 18 % nachwiesen (Abeliovich
et al. 2000).

Zusammengenommen zeigten diese Befunde, dal3 die Deletion von a-Synuclein eine normale
neuronale Funktion zulieR und morphologische und biochemische Verdnderung des Gehirns
nicht detektierbar waren.
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Abb. 12; Striatale Dopamin-, DOPAC- und Serotonin-Mengen in Wildtyp-Mausen und a—Synuclein-Nullmutanten in
Abhéngigkeit von MPTP oder Methamphetamin. Mausen wurden im Abstand von je zwei Stunden die angegebenen
Dosen MPTP oder Methamphetamin i.p. injiziert. Kontrolltiere erhielten das gleiche VVolumen der Tragersubstanz.
Die Neurotransmitter-Mengen wurden funf Tage nach Applikation aus deproteinierten Striatumextrakten iber HPLC
ermittelt. Aufgetragen sind die relativen Werte bezogen auf die Wildtyp-Kontrolltiere aus vier kumulierten
Experimenten. Die Anzahl der analysierten Tiere ist am Ful’ jedes Balkens dargestellt. Werte sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede (ANOVA: p < 0,05) sind mit einem Sternchen
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markiert. schwarze Balken: Wildtyp; graue Balken: o—Synuclein-Nullmutanten.

- 56-

S S &
&q © &F &F &
&) & & .0
o /o € S S
» ‘19 o "t w¥ &Q
Q& Q& &Q Q&Q é(\rs\f)
NIPAR AR AR A
*
*
*
m Dopamin
T * -
25 .26. 15 .18. .7. ﬂ]l .22.
*
DOPAC
ek} 26 | RER 18
] I
N Serotonin
21, 18 S,



4.13 Pharmakologisches Tiermodell eines Parkinson-Syndroms

In Méusen kommt keine der Parkinson-Erkrankung &ahnliches Syndrom vor. Allerdings l6st
MPTP eine Vielzahl von Veranderungen aus, die der Parkinson-Erkrankung gleichen. Um den
EinfluR von a-Synuclein auf die Pathogenese dieser Erkrankung zu untersuchen, wurde ange-
nommen, dal3 die idiopathische Form prinzipiell dem gleichen pathogenetischen Mechanismus
folgt, wie die durch das Toxin MPTP ausgeltste Erkrankung. a-Synuclein-Nullmutanten und
Wild-Typ-Geschwistertiere bekamen verschiedene Dosen dieses Toxins injiziert. Meth-
amphetamin behandelte Mause dienten als Kontrolle, da beide Toxine eine akute Dopamin-
freisetzung induzieren, jedoch unterschiedliche chronische Effekte aufweisen (Giovanni et al.
1994a; Giovanni et al. 1994b; Hogan et al. 2000; O'Dell et al. 1993; Sirinathsinghji et al. 1988;
Sonsalla et al. 1992; Sulzer und Rayport 1990). Daher konnten die Effekte von MPTP und
Methamphetamin mdglicherweise helfen, zwischen akuten, durch Dopaminfreisetzung verur-
sachten, und chronischen pathologischen Effekten zu unterscheiden. Die verabreichten MPTP-
Mengen reichten von relativ milden Dosen (eine i.p.-Injektion von 20 mg/kg) bis zu hohen
Dosen (vier i.p.-Injektionen von 20 mg/kg im Abstand von je 2 h) mit signifikanter akuter
Mortalitdt. Die verwendeten Methamphetamin-Mengen mit drei i.p.-Injektionen von 5 mg/kg
waren eher moderat. Die Tiere wurden fiinf oder zehn Tage nach Behandlung getotet, einem
Zeitpunkt, an dem die akuten Effekte beider Toxine voriber waren (Fornai et al. 1997a; Fornai et
al. 1999; Heikkila et al. 1984; Sonsalla et al. 1989).

Erste Hinweise auf eine mdgliche Protektion der a-Synuclein-Nullmutanten gegentiber der
MPTP-Toxizitat ergaben sich aus der erhdhten Letalitat in der Wild-Typ-Gruppe. Vier der 57
behandelten Tiere verstarben innerhalb der ersten 24 h, wohingegen alle der 58 behandelten
Nullmutanten Uberlebten. Es konnten keine wesentlichen Verhaltensveranderungen zwischen den
beiden Gruppen festgestellt werden. In beiden induzierte MPTP eine kurze Aktivitatssteigerung,
die von einer katatonischen Phase gefolgt war. Nach Applikation der héchsten MPTP-Dosis
waren die Wildtyp-Tiere unféhig sich fortzubewegen, wohingegen die Nullmutanten im
Beobachtungszeitraum von funf Minuten kurze Distanzen zuriickgelegt hatten.

Nach Applikation von Methamphetamin vollfuhrten sowohl die Nullmutanten als auch die
Wildtyp-Geschwistertiere stereotype Verhaltensmuster, wie Lecken, Nagen und Fellpflege, die
besonders nach der dritten Applikation evident waren.

Bei der Analyse wurden zuerst die Gehirne der MPTP-behandelten Mause morphologisch unter-
sucht. In Gefrierschnitten wurde immunzytochemisch TH angefarbt (Abb. 11). Die Reduktion
der TH-positiven Terminalen in den MPTP-behandelten Tieren variierte stark zwischen
einzelnen analysierten Mausen, wohingegen in den Methamphetamin behandelten Tieren keine
Reduktion deutlich wurde. Alternativ wurden die Mengen an Dopamin und seiner Metaboliten
im Striatum als Funktion der Behandlung untersucht (Abb. 12). Als Kontrolle dienten die
Konzentrationen von Serotonin, das ebenfalls durch MPTP und Methamphetamin akut freige-
setzt wird, dessen Mengen jedoch keiner chronischen Veranderung unterliegen. Mit steigenden
MPTP-Dosen zeigte sich eine deutliche Reduktion des striatalen Dopamins. Diese verringerte
sich um bis zu 90 % bei der hdochsten angewendeten Dosis. Im Vergleich dazu veranderten sich
die Serotonin-Konzentrationen nicht, so daR die Reduktion auf chronische Effekte zurlck-
zufuhren war. Die a-Synuclein-Nullmutanten waren signifikant gegenlber der MPTP-
Behandlung geschiitzt. Bei der Behandlung mit der geringsten MPTP-Dosis war dieser Effekt
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besonders deutlich. Hier wiesen die Nullmutanten eine Dopamin-Reduktion von lediglich ca.
15 % verglichen zu 45 % bei den Wildtyp-Geschwistertieren auf. Das gleiche Ergebnis zeigte
sich bei DOPAC, einem Dopamin-Metaboliten.

i 2 & & s o R &
LK L& & W & &N
NP NG © NS
& & & 5T 50 O & &F & O
N X
& oF WF of & o oF
100 100 100
80 80 80
60 DAT 60 VMAT 2 60 1 NR1
40 40 40
20 20 20
8 10 12
0 o ) -
100
< .
80 @é’q
o)
q\\b
® HTH
40 100
20 80
0 P a-Synuclein
100 40
80 20
s GAPDH 0
40
R~
» QRS
&
&
]
120
100
100
80
80
o Rab 3A [-Synuclein
60
40
40
20 20
0 0

Abb. 13:Striatale Proteinmengen in a—-Synuclein-Nullmutanten und Wildtyp-M&usen in Abhéngigkeit von MPTP
oder Methamphetamin. Die angegebenen Dosen MPTP, Methamphetamin oder physiologische Kochsalzldsung in
Kontrolltieren wurden im Abstand von je zwei Stunden i.p. injiziert. Die Proteinmengen in PNS-Uberstanden aus
Striatum-Homogenaten wurden fiinf Tage nach Applikation Gber Immunoblotanalyse mit radioaktiver Quantifi-
zierung bestimmt. Die Ergebnisse aus vier unabhéngigen Experimenten wurden kumuliert und die Werte relativ zu
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Wildtyp-Kontrolltieren (Mittelwert £ Standardfehler) dargestellt. Die Anzahl der analysierten Tiere ist jeweils am
Fulle des Balkens angegeben. schwarze Balken: Wildtyp; graue Balken: a—Synuclein-Nullmutanten.
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Abb. 14;Striatale Dopamin-, DOPAC- und Homovanillinsaure-Mengen in Wildtyp-Méausen, a-Synuclein-Null-
mutanten und der a-Synuclein Deletionsmauslinie C57BI6/J/ola/hsd in Abhdngigkeit von MPTP oder Metham-
phetamin. Mé&usen wurde 20 mg/kg MPTP oder dreimal 5 mg/kg Methamphetamin im Abstand von je zwei Stunden
i.p. injiziert. Kontrolltiere erhielten das gleiche VVolumen der Trégersubstanz. Die Neurotransmitter-Mengen wurden
funf Tage (B) oder 10 Tage (A) nach Applikation aus deproteinierten Striatumextrakten iber HPLC ermittelt. Die
Anzahl der analysierten Tiere ist am Fu3 jedes Balkens dargestellt. Die Dopaminmetaboliten in ng/mg Protein sind
als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede (ANOVA: p < 0,05) sind mit
einem Sternchen markiert. schwarze Balken: Wildtyp; graue Balken: a—-Synuclein-Nullmutanten; grau gemusterte
Balken: heterozygote C57BI6/J/ola/hsd-Méause; schwarz gemusterte Balken: homozygote C57BI6/J/ola/hsd-Méuse.

Uberraschend war der entgegengesetzte Effekt bei der Methamphetamin-Behandlung. Hier
zeigten die a-Synuclein-Nullmutanten eine doppelt so starke Empfindlichkeit verglichen mit den
Wildtyp-Geschwistertieren. Die Mengen an Dopamin und seiner Metaboliten in den Wildtyp-
Mausen waren nur moderat um ca. 15 % reduziert, wohingegen die Reduktion bei den Null-
mutanten ca. 40 % betrug. Wiederum hatte die Behandlung in beiden Gruppen keinen
chronischen Effekt auf den striatalen Serotoningehalt.
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Die immunhistochemische Analyse der dopaminergen Terminalen im Striatum hatte eine
Reduzierung durch MPTP gezeigt. Um diesen Effekt zwischen den beiden Mausgruppen
quantitativ vergleichen zu konnen, wurden Markerproteine dopaminerger Terminalen als
Funktion der MPTP- und Methamphetamin-Behandlung quantifiziert (Abb. 13). Aufgrund eines
einzelnen Aminosdurenaustausches im C-Terminus des Maus-VMAT 2-Sequenz waren viele
gegen die Rattensequenz gerichtete, kommerziell erhéltliche Antikdrper nicht verwendbar. Mit
einem von Prof. Weihe (Marburg) freundlicherweise zur Verfligung gestellten Antikorper,
gerichtet gegen die Maussequenz, konnten einige Tiere analysiert werden. Die starke Reduktion
dieses Proteins deutete auf eine verminderte Menge dopaminerger synaptischer Vesikel hin, die
in der GroRRenordnung des Dopaminverlustes lagen. Die Protektion in den a-Synuclein-Null-
mutanten war auf Proteinebene nur andeutungsweise detektierbar, jedoch nicht statistisch
signifikant. Interessant war die Reduktion der VMAT 2-Mengen in den mit Methamphetamin
behandelten Tieren, da sich in diesem Falle keine sichtbare Reduktion der immunzytochemisch
geféarbten Terminalen abgezeichnet hatte. Der Plasmamembranmarker dopaminerger Neuronen,
DAT, war in den mit MPTP behandelten Tieren ebenfalls vermindert. Hier war die Protektion in
den Nullmutanten nur angedeutet und nicht statistisch signifikant. Das Ausmal} der Reduktion
von TH, einem zytosolischen Protein, war nach MPTP-Behandlung relativ gering. Bei der
Methamphetamin-Behandlung ergab sich jedoch eine signifikante Uberempfindlichkeit in den
Nullmutanten. Im Gegensatz zu VMAT 2, das in den prasynaptischen Terminalen angereichert
ist (Dr. S. Takamoori, personliche Mitteilung), kommen TH wie auch DAT im gesamten Neuron
verteilt vor. Daher konnte die zu den DAT-Mengen vergleichsweise milde Reduktion der TH-
Mengen durch MPTP auf eine kompensatorische Heraufregulation des Schrittmacherenzyms der
Dopaminsynthese hindeuten.

Fur a- und B-Synuclein wurde ebenfalls eine von der MPTP-Behandlung abh&ngige Abnahme
festgestellt. Beide Proteine wurden auch in den nicht dopaminergen Synapsen des Striatums
nachgewiesen (Abb. 11). Die Mengen des ubiquitdr vorkommenden prasynaptischen Proteins
Rab3A waren bei den hohen MPTP-Dosen leicht verringert, wohingegen GAPDH- und NR1-
Mengen behandlungsunabhangig waren.

4.14 Untersuchung der C57Bl6/J/ola/hsd-Mauslinie

Bei der Ruckkreuzung der erzeugten a-Synuclein-Mausnullmutanten in kommerziell erhéltliche
C57BI6-Linien wurde bei der Linie C57BI6/J/ola/hsd eine Mutation im a-Synuclein-Gen
entdeckt, die ebenfalls zu einem Verlust des Proteins flhrte (Abb. 9). Um die Ergebnisse in den
a-Synuclein-Nullmutanten an einer unabhéngigen a-Synuclein-defizienten Linie zu uberprufen,
wurde das pharmakologisch induzierte Parkinson-Modell an C57BI6/J/ola/hsd-Mé&usen getestet.
Als Wildtyp-Kontrolle wurde die Inzuchtlinie C57BI6/J von Cerj verwendet. Zehn Tage nach
Injektion wurden wie fur die Nullmutanten beschrieben die striatalen Dopamin-Mengen
bestimmt. In diesen Versuchen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Mauslinien gegentiber der Behandlung mit 20 mg/kg MPTP oder 3 x 5 mg/kg Methamphetamin
gefunden werden (Abb. 14). Ein parallel durchgefiihrtes Experiment mit den erzeugten a-
Synuclein-Nullmutanten zeigte wiederum eine Protektion gegentiber der MPTP-Behandlung an,
obwohl sie geringer ausfiel als bei der Analyse nach fiinf Tagen. Inzuchtlinien sind bekannt fur
eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegentiber MPTP, die dominant vererbt wird (Hamre et al.
1999). Um mdogliche genetische Hintergrundeffekte weiter einzuschranken wurden die
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a-Synuclein-defizienten C57BIl6/J/ola/hsd-Mduse mit Wildtyp-Mé&usen aus der a-Synuclein-
Nullmutanten-Linie gekreuzt und die F2-Nachkommen analysiert. Die GréRe der spontanen
chromosomalen Deletion war nicht bekannt, so dal} keine Sonde fir dieses Allel konstruiert
werden konnte. Um zwischen Wildtyp-Tieren und den fiir die spontane Deletion heterozytogen
Tieren unterscheiden zu konnen, wurden die striatalen o-Synuclein-Mengen nach dem
Experiment quantifiziert. Heterozygote M&use wiesen ~60 % der Wildtyp-Mengen auf. Bei
Wildtyp- und a-Synuclein-defizienten Mdausen war der Dopamingehalt nach 20 mg/kg MPTP
nicht signifikant unterschiedlich und betrug nach funf Tagen 56 % des Kontrollwertes. In
heterozygoten Mé&usen war die Reduktion geringer und fiel um ~27 % gegenuber den Kontroll-
tieren ab. Vergleichbar waren auch die Ergebnisse der Dopamin-Metaboliten DOPAC und HVA.
Uberraschenderweise bestatigten diese Versuche nicht die Ergebenisse der a-Synuclein-
Nullmutanten, so da zusammengenommen eine Beteiligung von a-Synuclein an der MPTP- und
Methamphetamin-Toxizitdt unwahrscheinlich erscheint. Die Effekte waren wahrscheinlich durch
ein mit dem a-Synuclein-Gen zusammen vererbten Gen verursacht, da die analysierten M&use
einen C57BI6/J-129Sv-Hybridstamm bildeten.

4.15 Untersuchung der Modulation des synaptischen Dopamin-
transports durch a-Synuclein

Sowohl MPTP als auch Methamphetamin bewirken eine akute Freisetzung von Dopamin, auch
wenn ihre pharmakologische Wirkung stark unterschiedlich ist (Miller et al. 1999;
Sirinathsinghji et al. 1988; Sonsalla et al. 1992; Sulzer und Rayport 1990). Sowohl MPTP als
auch Methamphetamin fuhrten zu einem Verlust von nigrostriatalem Dopamin, eine
Verénderung der Tyrosinhydroxylase-Mengen und -aktivitat und einer Inhibition der synapto-
somalen und vesikuldren Dopaminaufnahme (Hogan et al. 2000). In den a-Synuclein-Null-
mutanten war die Sensitivitat gegenuber beiden Komponenten veréndert. Veradnderungen des
synaptischen Dompamin-Transportes zeigen einen Einflul auf die Empfindlichkeit von MPTP
und Methamphetamin (Fon et al. 1997; Fumagalli et al. 1998; Fumagalli et al. 1999; Gainetdinov
et al. 1997; Gainetdinov et al. 1998). Es besteht somit die Moglichkeit, dal3 die veranderte
Toxinempfindlichkeit durch einen veranderten synaptischen Dopamintransport verursacht wurde.

Um einen EinfluR der Mutation auf den Transport von Dopamin Uber die Plasmamembran zu
untersuchen, wurde die Dopaminaufnahme in striatalen Synaptosomen gemessen (Abb. 15). In
beiden Gruppen (Wildtyp und Nullmutanten) wurde die Aufnahme durch 1 puM Meth-
amphetamin um ~50 % inhibiert. Auch die Absolutwerte mit 140 pmol/mg Protein/min fur die
Wildtyp-Mé&use und 161 pmol/mg Protein/min fiir die a-Synuclein-Nullmutanten waren nicht
signifikant unterschiedlich.

Die vesikulare Dopaminaufnahme wurde mit Hilfe von partiell gereinigten synatischen Vesikeln
untersucht. Auch hier ergab sich kein wesentlicher Unterschied zwischen Wildtyp- und
a-Synuclein defizienten Mdusen (Abb. 15). Methamphetamin inhibierte die Aufnahme in beiden
Gruppen gleichermaRen, wenn auch mit geringerer Potenz, als sie fur die synaptosomale
Aufnahme beobachtet wurde. Da a- oder B-Synuclein nicht auf dieser Art von Vesikeln nach-
weisbar waren, untersuchten wir die vesikuldre Aufnahme nach Zugabe von rekombinant
hergestellten Proteinen. Hierzu wurden die entsprechenden Fusionsproteine exprimiert und tber
Glutathion-Agarose gereinigt. GST wurde tber die TEV-Protease abgespalten und das Produkt
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gegen Wasser dialysiert. Die Reinheit der rekombinanten Proteinen wurde (ber gefarbte SDS-
PAGE-Gele bestimmt und betrug mehr als 95 %.

Dopamin-Transport in Synaptosomen

1M :
wemampioamin .

by b

Kontrolle
0 20 40 60 80 100 120
% der Kontrolle
Vesikuldre Dopamin-Aufnahme
T | I I
10 uM
Methamphetamin
-
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Abb. 15: Synaptischer Dopamintransport in o—-Synuclein-Nullmutanten und Wildtyp-Mé&usen. Die Aufnahme von
Dopamin in die rohe Synaptosomenfraktion (P2) von Wildtyp-Méausen (wt; schwarze Balken; N=3) und
Nullmutanten (KO; graue Balken; N=3) ist im oberen Diagramm dargestellt. Werte als Dublikate gemessen wurden
um die unspezifische Aufnahme, gemessen in der Anwesenheit von 0,1 mM GBR12909 (wt: 9,5 pmol/mg
Protein/min; ko: 10,4 pmol/mg Protein/min), korrigiert. Die Dopaminaufnahme unter Kontrollbedingungen (wit:
140 pmol/mg Protein/min; ko: 161 pmol/mg Protein/min) wurde gleich 100 % gesetzt und die Werte * des
Standardfehlers dargestellt. Die Aufnahme von Dopamin in die rohe synaptische Vesikelfraktion (LP2) ist im
unteren Diagramm dargestellt (wt: schwarze Balken; KO: graue Balken). Hintergrundwerte wurden in der
Anwesenheit von 50 UM Reserpin gemessen (wt: 0,17 pmol/mg Protein/min; ko: 0,17 pmol/mg Protein/min). Werte
als Dublikate gemessen sind dargestellt wie oben beschrieben (Kontrolle wt: 3,3 pmol/mg Protein/min; Kontrolle ko:
3,4 pmol/mg Protein/min). Die Aufnahme wurde in Anwesenheit von rekombinantem humanen Wildtyp-a-Synuclein
(hSyf), humanem a-Synuclein mit den Mutationen A30P (A30P), S129D (S129D), A30P und S129D (A30P
S129D) oder Methamphetamin gemessen.

Weder a-Synuclein noch die mutierten Formen hatten einen signifikanten EinfluR auf den
vesikularen Dopamintransport. Da die a-Synuclein-Funktion moglicherweise durch Phospho-
rylierung an der Position Serin-129 reguliert wird, wurde diese Aminosdure durch Aspartat
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ersetzt, um ein konstitutiv phosphoryliertes Protein zu imitieren. Auch dieses entsprechend
mutierte rekombinante Protein beeinfluf3te die vesikuldre Dopaminaufnahme nicht.

Zusammengenommen zeigten diese Versuche, dal? eine Regulation weder des synaptischen noch
des vesikuldren Dopamintransports durch a-Synuclein wahrscheinlich ist und die unter-
schiedliche Empfindlichkeit gegeniiber MPTP und Methamphetamin in den a-Synuclein-Null-
mutanten nicht erklaren kann.

4.16 Herstellung und Analyse transgener, a-Synuclein tberexpri-
mierender Mause

Im Gegensatz zu Menschen und Primaten sind in Mé&usen keine Parkinson-dhnlichen Krankheits-
bilder bekannt. Um zu untersuchen, ob das humane a-Synuclein-Ortholog oder verschiedene
Mutanten ein solches in Mé&usen induzieren koénnen, wurden verschiedene a-Synuclein-
Konstrukte transgen in Mausen exprimiert.

Das Vektorruckgrat wurde aus den transgenen Konstrukten mit Pvul und Notl ausgeschnitten
und die transgene Expressionskassette, gesteuert vom Thyl-Promotor, in Vorkerne befruchteter
Oozyten von FVB-Mausen injiziert (Abb. 16). Die in NMRI-Mé&usen ausgetragenen Ur-Trans-
genen wurden Uber PCR mit den Primerpaaren 2475/2476 fir die Linie des humanen
a-Synuclein (hSyf) und 1333/1334 fir alle weiteren Linien auf chromosomale Insertion getestet.
Insgesamt vier verschiedene transgene Konstrukte, die das humane a-Synuclein-Ortholog, ohne
und mit den Mutationen A30P, A53T und A30P S87D exprimierten, wurden erstellt. 18 % der
injizierten Oozyten mit dem A30P-, 16 % mit dem A53T- und 19 % mit dem A30P S87D-
Konstrukt enthielten eine chromosomale Insertion. Von humanen Wildtyp-Konstrukten waren
noch keine Mduse erhalten worden. ~54 % der A30P-Linien, ~64 % der A53T-Linien und ~36 %
der A30P S87D-Linien vererbten die Insertion. Diese Mause wurden mit a-Synuclein-Null-
mutanten gekreuzt, um individuelle Linien zu erhalten, die nur das humane Ortholog expri-
mierten. Drei Ur-Transgene der Linie A30P S87D waren gegenlber Geschwistertieren in der
Grolke vermindert und zeugten auch keine Nachkommen. Im Gegensatz dazu waren die anderen
Ur-Transgene unaufféallig und entwickelten auch im Alter von mehr als einem Jahr keine
Symptome. Erst nach Kreuzung mit a-Synuclein-Nullmutanten entwickelten ~40 % der A30P-
und A30P S87D- und ~90 % der A53T-Linien neurologische Symptome (Tab. 3).
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Abb. 16: Transgene Konstrukte gesteuert vom Thyl-Promotor und deren Identifizierung in transgenen Mausen. A:
Schematische Darstellung der verwendeten transgenen Konstrukte. Nicht translatierte Exone des Thy1-Gens sind als
offene Boxen eingezeichnet. Die kodierenden Exone sind durch die a-Synuclein cDNA (graue Box) ersetzt. Oben:
Ausschnittsvergréerung und Darstellung der verwendeten humanen a-Synuclein cDNA mit den entsprechenden
Mutationen. Erkennungsstellen fiir die Restriktionsenzyme Notl (N), EcoRI (E), HinDIII (H), Spel (S), Ncol (Nc),
Smal (Sm), Pvul (PI) und Pvull (PIl) in den verschiedenen cDNAs, dem Thy1-Gen (schwarze Linie mit Boxen) und
flankierend in der Vektorsequenz (grau) sind markiert. Die Positionen der Primer fir die Amplifikation der
a-Synuclein-cDNAs sind eingezeichnet (a: 1333/2474, b: 2475, c: 2476, d: 2473, e:1334). B: Représentatives 1,5 %
Agarosegel zur Identifizierung der doppelt-transgenen Mduse. Die cDNA wurde (ber das Primerpaar 1333/1334 aus
isolierter Mausgewebe-DNA amplifiziert und mit den Restriktionsenzymen Smal oder Ncol geschnitten. Die
untersuchten Mauslinien sind bezeichnet und wurden durch das charakteristische Bandenmuster identifiziert. Die
schwachen Banden nach Verdau des PCR-Produktes doppelt-transgener Mause mit Ncol sind durch Sternchen
markiert. Das unverdaute PCR-Produkt hat eine Grof3e von 480 bp. In der A30P-Linie wird dieses durch Smal in
zwei Fragmente der GrofRe 120 und 360 bp gespalten. Der Ncol-Verdau spaltet in allen PCR-Produkten ein 40 bp
groRes Fragment ab und teilt es zusatzlich noch in der A53T-Linie in 270 und 170 bp grofRe DNA-Stlicke.
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Mauslinie| a-Syn nggltr?r:“ Leif%r:p' Mauslinie | a-Syn S’g:gitr?r:“' Leif%':p'
wt 10?8)1 oo : MB8AS3T 255(31; % 336241) > 1B, mu, P

M48A30P 145(; 18 M70A53T 219(:') 20 23(713)47 P hE, Gs

M49A30P 322(41; 42 21?1;;)21 PhE, Gs)| M78AsaT 55(3133 372(213 1 phe

M57A30P 24‘1,; 82 \hu, e he)|  ms7AB3T 15(22;19 445(3:‘;30

M82A30P 108(?:‘; 13 3(‘11;3 F8IA53T 65(2132

M83A30P 141(,;‘; 12 F3A30PS87D 67(21;4

M87A30P 12?3)19 F5A30PS87D 75(3137

F106A30P 11(23;"9 1(;5;3 M6A30PS87D 106(,;‘; 26

mg:ggi 2(1;5 33+4 (3) Wr, ksG |F11A30PS87D (21‘;

M4A53T 11(24;"4 345(; 3 M12A30PS87D 23(72;:2 5‘:;2 mU, At, Bs

F12A53T 20?3)16 31(312)47 EzfnS; M20A30PS87D 1(2;1 KK.T. Wr

M13asaT| 142208 7042311 oy Bo rasasopserD| 283 | kKT Wr

(©) (2) (1)
M28A53T 188(; 20 272(41; %1 mu, eA

Tab. 3: Expressionsmengen des transgenen a-Synuclein der einzelnen transgenen Linien relativ zur Menge in
Wildtyp-Mausen. Rohe Synaptosomenfraktionen (P2) aus Uber sechs Monate alten und vorwiegend sympto-
matischen Mausen wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und Uber Immunoblotanalyse mit dem Antikdrper aSyf und
radioaktive Detektion quantifiziert. Aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardfehler. In Klammern ist die Anzahl
der analysierten Tiere angegeben. Der mittlere Erkrankungsbeginn in Tagen + Standardfehler und in Klammern die
Anzahl der erkrankten Tiere mit den beobachteten Symptomen ist in den anderen Spalten angegeben (At: Ataxie; Fl:
Flexion der Wirbelséule; hE: hintere Extremitat; P: Parese; eA: epileptogene Anfélle; mU: motorische Unruhe; Bs:
Bewegungsstarre/Akinese; Gs: Gleichgewichtsstorung; ksG: kleinschrittiger Gang; Wr: Wachstumsretardierung).
Zusétzlich zeigten sechs Linien der A30P-Mutation, fiinf Linien der A53T-Mutation und sieben Linien der
A30P S87D-Mutation keine Keimbahntransmission (k.K.T.).
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Abb. 17:Fortgeschrittene Stadien der Erkrankung a-Synuclein transgener Mause. Mause der Linien M49A30P
(oben) und F12A53T (Mitte) wurden im Alter von sechs bzw. neun Monaten photographiert. Die Maus M49A30P
verschlechterte sich innerhalb weniger Tage bis zu einem Zustand, in dem sie sich nicht mehr fortbewegen konnte.
Im Vordergrund stand die Parese der hinteren Extremitdten bei erhdhtem Muskeltonus und Streckstellung.
Zusétzlich viel eine Flexion der Wirbelsaule auf. Die Maus der Linie F12A53T entwickelte Gber Wochen immer
wieder Phasen der Bewegungsstarre, in der sie bis zu eine Minute verharrte, um danach wieder normal
herumzulaufen. Geschwistertiere der Verpaarung der Linien M70A53T und M49A30P wurden im Alter von 8
Wochen photographiert (unteres Bild). Die doppelt-transgene Maus (unteres Bild, unten) ist im Vergleich zu der
einzel-transgenen Maus (unteres Bild, oben) im Wachstum verlangsamt. Weiterhin ist ihr Gangbild kleinschrittig
und mit verbreiterter Basis der hinteren Extremitaten.
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4.17 Untersuchung neurologischer Ausfélle durch Mutationen der
familidren Parkinson-Syndrome

Das Symptommuster und auch der Beginn der neurologischen Symptome war bei den einzelnen
Linien verschieden. Innerhalb einer Linie war die Symptomatik relativ konstant. In den Linien
A30P- und A53T- war der mittlere Beginn im Zeitraum von 5 bis 14 Monaten (Tab. 3). Dabei
sind von den meisten Linien erst einzelne Tiere erhalten worden und auch nicht alle Gber diesen
langen Zeitraum beobachtet worden, so dal? noch keine sicheren Aussagen Uber die Penetranz
gemacht werden koénnen. In Linien mit den schwersten Symptomen, wie M49A30P oder
F12A53T, schienen bis zu 100 % der Mause zu erkranken, wohingegen in Linien mit eher
milden Symptomen, z.B. M28A53T, nur eine Penetranz von etwa 10 % beobachtet wurde. Das
Symptommuster war in den einzelnen Linien sehr unterschiedlich. Die Linie M49A30P
entwickelte als Leitsymptom eine Parese der hinteren Extremitaten (Abb. 17). Die Muskeln
waren atrophisch und im Tonus erhoht. Die Progredienz war bei dieser Linie schnell und mit
lethalem Ausgang, so daR die Mause in der Regel nach ein bis zwei Wochen so beeintrachtigt
waren, daB sie sich nicht mehr fortbewegen konnten. In diesem Stadium waren die hinteren
Extremitaten maximal extendiert.

Die Linie M57A30P fiel insbesondere durch motorische Unruhe auf, so daf} sie unkontrolliert
uber den Tisch rannten und sprangen ohne auf Hindernisse zu achten. Spater im Verlauf wurde
auch eine Parese und Atrophie der hinteren Extremitaten deutlich. Die Linien F12A53T und
M58AS53T hatten als Leitsymptom eine Bewegungsstarre, die insbesondere bei ersterer deutlich
ausgepragt war (Abb. 17). Die Mause verharrten bis zu einer Minute in einer unergonomischen
Haltung, in der sie Uber den Tisch geschoben werden konnten. Ldste sich diese Starre, so fielen
sie durch einen gesteigerten Bewegungsdrang auf. Bei der Linie F12A53T entwickelte sich
spater eine Flexion der Wirbelséule. Die Progredienz der Symptome war eher langsam, so dal}
uber Wochen keine Verschlechterung feststellbar war. Die Linien M13A53T und M28A53T
waren insbesondere in ihrer Bewegung gesteigert, so daB sie beim Offnen der Kéafige aus diesen
sprangen. Bei den Linien M70A53T und M78A53T fiel als erstes eine Parese der hinteren
Extremitat auf, wobei die Progredienz im Vergleich zur Linie M49A30P wesentlich langsamer
war.

4.18 Symptomverstarkung in doppelt-transgenen Mausen

Um die Wirkung einer gleichzeitigen Expression beider Parkinson-Mutationen zu untersuchen,
wurden doppelt-transgene Méuse erstellt. Hierzu wurden die beiden Linien, die die hdchsten
transgenen Proteinmengen exprimierten, M49A30P und M70A53T, miteinander gekreuzt. Um
den Genotyp der Nachkommen zu bestimmen, wurde die mit der Punktmutation eingeflgte
Markersequenz verwendet. Das A53T-Allel konnte spezifisch mit dem Primerpaar 2474/2473
amplifiziert werden. Nach Amplifikation mit dem Primerpaar 1333/1334 konnte das PCR-
Produkt vom A30P-Allel mit Smal und vom A53T-Allel mit Ncol geschnitten werden. Ncol
schnitt in beiden Allelen zusétzlich am Startcodon, so dal} das Ncol-verdaute PCR-Produkt
kleiner war als das unverdaute. Die moglichen Genotypen konnten somit durch die spezifischen
Restriktionsmuster identifiziert werden (Abb. 16). Bei den doppelt transgenen Méausen ergab die
PCR mit dem Primerpaar 1333/1334 ein Mischprodukt, von denen ein Teil mit Smal und der
andere mit Ncol geschnitten werden konnte. Die PCR-Produktmenge vom A30P-Allel war
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wesentlich hoher als die vom A53T-Allel, was wahrscheinlich durch eine héhere Kopienzahl
bedingt war.

Die doppelt-transgenen Mdause entwickelten wesentlich friher (nach ca. 30 Tagen) neurologische
Ausfallserscheinungen (Tab. 3; Abb. 17). Die bisher erzeugten drei Mause zeigten eine Wachs-
tumsretardierung und ein kleinschrittiges tippelndes und breitbasiges Gangbild. Insgesamt waren
die Verénderungen wie schon in den einzel-transgenen Linien in den hinteren Extremitaten
betont.
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Abb. 18: Dopamingehalt im Striatum a-Synuclein-transgener Mause. Deproteinierte Extrakte aus dem Striatum
symptomatischer transgener Mduse wurden gewonnen und die Dopaminmengen und seine Metaboliten DOPAC und
Homovanillinsaure Gber HPLC bestimmt. Kumulierte Werte sind relativ zu Wildtyp-Kontrolltieren aufgetragen. Die
Anzahl der untersuchten Tiere ist im Ful? der Balken angegeben.

4.19 Symptomatik bei Imitierung eines konstitutiv phosphorylierten
Serin-87

Da in den Maus- und Ratten-Orthologen von a-Synuclein als auch im (3- und y-Synuclein an
dieser Position ein Asparagin enthalten ist, wurde getestet, ob eine Phosphorylierung einen
EinfluB auf die Pathogenese haben konnte. Mit der Mutation S87D wurde ein konstitutiv
phosphoryliertes Serin imitiert.

Interessanterweise entwickelten drei der Ur-Transgenen Symptome in Form einer Wachstums-
retardierung. In den etablierten Linien war der Symptombeginn in zweien im Vergleich zu den
A30P- und A53T-Linien friher. So waren die Mduse nach Kreuzung in die a-Synuclein-
Nullmutanten-Linie bereits nach 24 bzw. 54 Tagen neurologisch aufféllig. Bei der Linie
M12A30P S87D stand eine Bewegungsunruhe im Vordergrund. Als weitere Symptome fielen
eine Ataxie und eine leichte Bewegungsstarre auf, die jedoch nicht so ausgeprégt war wie bei der
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Linie F12A53T. Die symptomatische Maus der Linie F11A30PS87D verstarb bereits am Tag der
Symptomfeststellung und weitere transgene Nachkommen wurden bisher nicht erhalten.

4.20 Vergleich der Expressionsstarke mit der Schwere der
neurologischen Ausfalle

Um die Symptomschwere und deren Beginn mit der Expressionsstarke des transgenen
Konstruktes zu vergleichen, wurden die a-Synuclein-Mengen in den transgenen Linien quanti-
fiziert (Tab. 3). Die Bestimmung erfolgte vorwiegend an symptomatischen und alten (mehr als 6
Monate) Tieren. Im Vordergrund stand die Untersuchung des dopaminergen Systems, das
uberwiegend in frontale Gehirnabschnitte projiziert. Ungereinigte Synaptosomenfraktionen (P2)
aus dem Frontalhirn (Cortex und Zwischenhirn) wurden gewonnen und die a—Synuclein-Mengen
durch quantitative Immunoblotanalyse bestimmt. Im Vergleich zu den a-Synuclein-Mengen in
Wildtyp-Mausen waren die transgenen Expressionsmengen bis zu mehr als dreimal so hoch. Bei
den einzel-transgenen Linien mit den Parkinson-Mutationen zeigte die Mauslinie M49A30P mit
der schnellsten Progression der neurologischen Symptomatik auch die hdchsten Expressions-
raten. Die doppelt transgenen Mé&use wurden schon nach wenigen Wochen symptomatisch. Es
fiel auf, dal? die Expressionsmengen in ihnen geringer waren als die in der M49A30P-Linie, aus
der sie generiert wurden. Wurden noch nicht symptomatische einzel-transgene Geschwistertiere
untersucht, so betrug die Menge in den doppelt-transgenen Tieren soviel wie die Summe der
Mengen in den einzel-transgenen. Die Expression der beiden a—Synuclein-Mutanten erfolgte
somit unabhdngig voneinander, so dal} die erhohte transgene Proteinmenge fir den frihen
Symptombeginn verantwortlich schien. Die erhohten Proteinmengen in alten Tieren deuteten
entweder auf Proteinakkumulation oder -ablagerungen oder eine Erhdhung der Expressionsraten
des transgenen Konstruktes mit zunehmendem Alter hin.

Die Linien mit den schwersten Verl&ufen der neurologischen Ausfalle waren auch die Linien mit
den hochsten Expressionsraten der Parkinson-Mutationen. Die Expressionsraten des transgenen
a-Synuclein der Linien M78A53T und F89A53T betrugen nur ca. die Hélfte der Wildtyp-
a-Synuclein-Mengen. Eine dieser beiden Linien entwickelte erst sehr spat leichte neurologische
Veranderungen. Fir die Entwicklung neurologischer Ausfille war eine Uberexpression der
mutierten a-Synuclein-Formen insofern nicht essentiell.

Die Linie F11A30P S87D entwickelte sehr frih Symptome, deren Progredienz vergleichbar
schnell wie bei der Linie M49A30P war. Die Expressionsrate der Linie M12A30P S87D und
auch der symptomatischen Ur-Transgene lag deutlich unterhalb der Linie M49A30P, so daR die
zusatzliche Mutation S87D eine Beschleunigung der transgen hervorgerufenen Pathogenese
bewirkte.

4.21 Einfluld der a-Synuclein-Mutanten auf das dopaminerge System

Um zu untersuchen, ob die neurologischen Symptome durch Verénderungen im dopaminergen
System hervorgerufen wurden, wurden Mause im spaten Stadium der Ausfallserscheinungen
morphologisch, neurochemisch und biochemisch untersucht. Die bisherigen immunhisto-
chemischen Ergebnisse, die in der Abteilung fir Neuropathologie der Southwestern Medical
Center in Dallas (USA) durchgefuhrt wurden, zeigten keine wesentlichen Zell- und Synapsen-
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verluste im Striatum und der Substantia nigra. Auch EinschluRkérperchen konnten bisher nicht
nachgewiesen werden.

Fur eine quantitative Analyse wurde der Dopamingehalt im Striatum chromatographisch und die
Menge verschiedener Proteine tiber Immunoblotanalyse bestimmt. Der Dopamingehalt in zwei
der A30P- und vier der A53T-Linien war nicht signifikant gegenuber Wildtyp-Ma&usen verandert
(Abb. 18). Die doppelt-transgenen Mé&use und die A30P S87D-Linien konnten diesbeztglich
noch nicht untersucht werden. Neben a-Synuclein wurden im Striatum dopaminerge Marker-
proteine, [B-Synuclein und weitere Kontrollproteine untersucht (Tab. 4). Die striatalen
a-Synuclein-Mengen in den A53T-Linien glichen denen, die in Synaptosomen des Frontalhirns
bestimmt wurden. In den untersuchten A30P-Linien waren die transgenen Proteinmengen im
Striatum jedoch wesentlich héher. So enthielten die transgenen Mause der Linie M49A30P
5,5mal so viel a-Synuclein im Striatum als Wildtyp-Kontrolltiere, wohingegen die a-Synuclein-
Mengen im gesamten Frontalhirn nur 3,3mal so hoch waren. Da dieses Phanomen in mehreren
Linien beobachtet und fir beide Konstrukte die gleichen Promotorsequenzen verwendet wurden,
konnte eine spezifische Akkumulation der A30P-Mutante im Striatum zu den erhéhten Werten
gefuhrt haben. Auch in den doppelt-transgenen Mdusen waren die striatalen Werte gegentiber
den Werten des gesamten Frontalhirns erhoht. In der Linie M12A30P S87D waren die Mengen
im Striatum und Frontalhirn vergleichbar, wohingegen in den beiden untersuchten sympto-
matischen Urtransgenen M20A30P S87D und M33A30P S87D die striatalen o-Synuclein-
Mengen 70 bis 80 % hoher waren als im gesamten Frontalhirn.

wt MA4A53T | F12A53T [IM28A53T|M70A53T | M87A53T | F89A53T
a-Svnuclein 1005 | 123+7 262+8 122 + 14 260 £ 26 155+ 8 54 +1
y (23) ) (4) (11) ©) 2 (2
B'S nuclein 100+ 3 95+4 86 + 10 81+4 70+ 6 99+8 136 + 10
y (19) (6) (4) (7) Q) (2 (2
100+2 | 109+3 99 +2 112+6 101 +£5 103+0 98 +3
GAPDH
(23) ) (4) (11) 5) 2 (2
100+2 | 138+ 10 88 +8 100+ 6 101 +8 103+ 2 90+5
VMAT 2
(23) (6) (4) (7) (5) (2 (2
DAT 100+ 3 99+ 10 97 +4 104 +1 105+1 107+ 7
(19) (4) (5) 3) 2 (2
TH 100+2 | 1137 100+ 3 107 +4 100+ 4 115+ 3 100+ 4
(19) (2 (4) (5) (5) (2 (2
NR1 1002 | 100+6 92+6 101+6 102+ 2 1335 83+4
(23) (6) (4) (1) 5) 2 (2)
100+ 2 103+ 2 96 +5
Rab3A
(11) (2 (2
Rab3B 100+ 3 94 +8 105+ 12 110+ 7 101 + 16 90+ 19 89+5
(19) ) (4) (11) 5) 2 (2)
100+ 2 96+ 6 106 £5 91+3 99+6 109+1 93+10
Rab3C
(12) (6) (4) (%) 3) (2 (2)
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M70A53T| M12A30P
wit M48A30P|M49A30P|M57A30P M49A30P $87D
a-SynucIein 1005 | 265+88 | 550+ 31 | 491 +63 511 + 39 277 £ 15
(23) 2) (10) (4) 3) @)
B—S nuclein 100+3 | 1657 94 +5 105+6 55+ 17 82+4
y (19) ) ©) (4) 3) @)
1002 | 1002 98+ 3 103+ 8 101+ 2 96 +5
GAPDH
(23) 2) (10) (4) 3) @)
100+ 2 94+ 1 91+6 97+ 6 84 +12 106 + 8
VMAT 2
(23) ) ©) @3) 3) @)
100+ 3 112+ 7 91+10 104
DAT
(19) 9) (4) (1)
TH 100+2 | 103+6 105+ 3 114 + 2 100 105+ 2
(19) ) ©) (4) (1) @)
NR1 100+ 2 91+9 103+ 6 110+ 7 117 + 13 102+ 2
(23) 2) ©) (4) 3) @)
100+ 2 97 +3
Rab3A (11) (5)
100+3 | 133+3 129+ 4 89+10 118 + 14 112+ 6
Rab3B
(19) 2) (10) (3) 3) @)
Rab3C 100+ 2 99 +1 105+ 4 95+5 89+7 99+3
(12) ) (4) (4) 3) @)

Tab. 4: Quantifizierung der Proteinlevel im Striatum in a-Synuclein transgenen Linien. Postnukleare Uberstande
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und Immunoblotanalyse radioaktiv quantifiziert. Mittelwerte + Standardfehler
der analysierten Mause (Anzahl in Klammern) wurden relativ zu Wildtyp-Kontrolltieren bestimmt. Statistisch
signifikante Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (Ttest: p < 0,05) sind in Fett dargestellt.

In den a-Synuclein-Nullmutanten hatte die Abwesenheit von a-Synuclein zu einer leichten
Erhohung der B-Synuclein-Mengen gefuhrt. In den transgenen Mausen wurde nun untersucht,
inwieweit die Uberexpression der a-Synuclein-Mutanten einen EinfluR auf die B-Synuclein-
Mengen im Striatum hatte. Vier der sechs untersuchten A53T- und zwei der drei untersuchten
A30P-Linien zeigten keine Verénderung der [3-Synuclein-Mengen. Die Linien M28A53T und
M70A53T zeigten eine Reduktion von 20 bis 30 %, wohingegen die B-Synuclein-Mengen in der
Linie M48A30P um 65 % erhoht waren. Auch in den doppelt-transgenen Mausen zeigte sich eine
deutliche Reduzierung der [3-Synuclein-Mengen, die jedoch sehr variabel und insofern bei drei
untersuchten Tieren nicht statistisch signifikant war. In der Linie M12A30P S87D war die
Reduktion um ~20 % bei bisher zwei analysierten Tieren noch nicht gesichert. Uberraschender-
weise korrelierten die [B-Synuclein-Veranderungen nicht mit den Uberexpressionsraten von
a-Synuclein. Bei Uberexpression wurden sowohl eine Steigerung, als auch eine Reduktion oder
keine Veranderung der B-Synuclein-Mengen gefunden. Wie in Abb. 7 gezeigt exprimierten die
meisten Synapsen a- und B-Synuclein gleichzeitig, andere jedoch nur eine beider Isoformen.
Insofern konnte das Expressionsmuster des transgenen a-Synuclein einen EinfluR auf die
B-Synuclein-Mengen haben. Dies wird noch mit Hilfe der Immunhistochemie untersucht werden.
Die dopaminergen Marker VMAT 2, DAT und TH waren nur in vier Linien deutlich veréndert.
In der Linie M4A53T, die nur eine moderate Uberexpression des mutierten a-Synuclein zeigte,
waren die VMAT 2 Mengen um ~40 % gesteigert. In den doppelt-transgenen Méusen und der
F12A53T-Linie waren diese im Gegensatz dazu um 12 bis 16 % reduziert, wobei dieser Wert
wiederum durch mehr analysierte Tiere abgesichert werden miRte. Tyrosinhydroxylase war nur
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in der Linie M57A30P signifikant um 14 % erhoht und DAT war in allen untersuchten Linien
unverandert. Insbesondere war eine Reduktion der VMAT 2-Mengen nicht mit einer Reduktion
der DAT-Mengen korreliert. In der Linie F12A53T bewirkte die Reduktion des dopaminergen
Vesikelmarkers keine Reduktion des striatalen Dopamingehaltes, so dal} eventuell die zyto-
plasmatische Konzentration erh6ht war. In diesem Fall ware eine Reduktion der vesikuldren
Dopaminaufnahme zu erwarten, die noch untersucht wird. Zusammengenommen zeigten diese
Ergebnisse, dall weder die morphologischen, noch die neurochemischen oder biochemischen
Paramter des nigrostriatalen Systems wesentlich verandert waren und daher keine Erklarung fur
die beobachteten neurologischen Veranderungen liefern.

Als Kontrolle wurden die Mengen von GAPDH, NR1 und drei Rab3-lsoformen bestimmt.
GAPDH, NR1, Rab3A und C waren in den einzelnen Linien nicht signifikant verandert.
Uberraschenderweise waren in zwei A30P-Linien die Rab3B-Mengen um 30 % erhoht. Die
Rab3-Isoformen weisen ein unterschiedliches synaptisches Expressionsmuster auf (Schliter
2000). Somit konnte die selektive Erhohung von Rab3B auf eine Beeinflussung nur eines
Subtyps von Synapsen durch die Uberexpression von a-Synuclein A30P hindeuten.

KO WT | A53T | A30P
PO [+ ]-[+]-]+]-]+]-

kDa
97

66

45

31

Abb. 19: Immunoblotanalyse von nitrosylierten Tyrosinresten in postnukledren Uberstanden. Proben von
a-Synuclein-Nullmutanten (KO), Wildtyp-Mausen, der transgenen Linien M49A30P und M70A53T wurden mit
Peroxynitrit (PO +) oder als Kontrolle mit der Tragersubstanz Natronlauge (PO -) inkubiert. 80 pug Gesamtprotein
wurden auf einem 12 %igem Gel aufgetrennt und ber Immunoblotanalyse mit einem Nitrotyrosin-spezifischen
Antikérper (HM11) und ECL-Detektion analysiert. Unten ist eine langere Exposition dargestellt, um die mit einem
Sternchen markierte schwache Bande in Wildtyp-Méausen darzustellen.
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4.22 In-vitro-Nitrosylierung von a-Synuclein

In Lewy-Korpern konnte eine Nitrosylierung von Tyrosinresten von a-Synuclein nachgewiesen
werden (Giasson et al. 2000). MPTP-Administration fuhrt akut ebenfalls zur Nitrosylierung von
Tyrosinhydroxylase und a-Synuclein (Ara et al. 1998; Przedborski et al. 2001). Um zu testen, ob
a-Synuclein in den am stérksten symptomatischen transgenen Mdusen auf diese Art modifiziert
ist, wurden Gewebehomogenate mit einem Nitrotyrosin-spezifischen Antikorper analysiert (Abb.
19). Als Positivkontrolle wurden die Proben mit Peroxynitrit behandelt. In den beiden
analysierten transgenen Linien konnten Nitrotyrosinreste nur nach Peroxynitritbehandlung
nachgewiesen werden. Nur nach langer Exposition konnte auch in behandelten Proben von
Wildtyp-Méusen ein schwaches Signal detektiert werden, welches auf modifiziertes a-Synuclein
zuriickzuftihren war, da es nicht in der unbehandelten Probe und auch nicht in den a-Synuclein-
Nullmutanten auftrat. Die a-Synuclein-Expressionsmengen lagen in den transgenen Mdusen drei
bis funffach Ober den Wildtyp-Mé&usen. Daher liegt zumindest der Grofteil des transgen
exprimierten a-Synuclein nicht nitrosyliert vor.
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5 Diskussion

Die ldentifizierung von Punktmutationen im o-Synuclein-Gen in familidren Formen der
Parkinson-Syndrome demonstrierte eine molekulare Beteiligung von a-Synuclein an der Patho-
genese einer Gruppe von autosomal dominanten Formen der Parkinson-Erkrankung (Polymero-
poulos et al. 1997; Kriger et al. 1998). Da a-Synuclein ein Hauptbestandteil der Lewy-Korper,
den charakteristischen pathomorphologischen Veranderungen der Parkinson-Erkrankung, bildet,
ist eine Beteiligung auch an der idiopathischen Form wahrscheinlich (Spillantini et al. 1998;
Spillantini et al. 1997). In dieser Arbeit wurde die synaptische und pathogenetische Funktion von
o-Synuclein untersucht.

5.1 Physiologische Funktion von a-Synuclein

a-Synuclein ist ein abundantes 16sliches Protein der Prasynapse. In vitro bindet es an Vesikel mit
einem hohen Anteil von sauren Phospholipiden (Davidson et al. 1998). Die Bindung wird von
einer drastischen Konformationsédnderung begleitet, wahrend der das ungefaltete Protein eine
uberwiegend a-helikale Struktur annimmt (Davidson et al. 1998; Weinreb et al. 1996). An
welche Membranen a-Synuclein in Neuronen bindet ist nicht geklart. So zeigten Untersuchungen
eine Assoziation mit synaptischen Vesikeln, Endozytosevesikeln aber auch der Plasmamembran
(Clayton und George 1999; George et al. 1995; Leng et al. 2001). In der in dieser Arbeit
durchgefuhrten subzelluléren Fraktionierung wurden a- und (-Synuclein eindeutig in der Zyto-
plasmafraktion der Synapse nachgewiesen. Eine Membranbindung ist daher entweder transienter
Natur oder auf eine Subpopulation des Proteins beschrankt, so dall der GroRteil des Proteins
geldst vorliegt. Eine zytosolische Lokalisation wird auch durch die Interaktion mit Synphilin-1
gestizt (Engelender et al. 1999). Synphilin-1 ist ebenfalls ein lésliches Protein und neben
a-Synuclein Bestandteil von Lewy-Korpern (Wakabayashi et al. 2000). Die Funktion von
Synphilin—-1 ist unbekannt, so daf sich auch keine Anhaltspunkte fur die Funktion von
a-Synuclein ergeben. Ein weiterer Interaktionspartner von a-Synuclein ist Phospholipase D2
(PLD2) (Jenco et al. 1998). Dieses Enzym ist an die Plasmamebran gebunden und hydrolysiert
Phosphatidylcholin in Cholin und Phosphatidsdure (Exton 1997). Diese Funktion kann in vitro
effizient durch a- und [-Synuclein inhibiert werden. Eine erhohte Phospholipaseaktivitét
stimuliert die Endozytose, so dal a-Synuclein als Regulator der enzymatischen Aktivitat von
PLD2 an der Endozytose beteiligt sein konnte. Die Endozytose ist ein integraler Schritt des
synaptischen Vesikelzyklus. Ihre Veranderung bzw. Stoérung fihrt daher ultimativ zu Veran-
derungen der Anzahl synaptischer Vesikel. Diese wurde in neuronalen Primarkulturen
untersucht, wobei eine Reduzierung der a-Synuclein-Expression zu einer Abnahme des
synaptischen Vesikelpools flihrte (Murphy et al. 2000). Dieses Ergebnis war (iberraschend, da die
durch a-Synucleinreduzierung aufgehobene Inhibition der Phospholipase D2 zu einer erhdhten
Endozytoserate flihren sollte.

Um die in vitro charakterisierten Funktionen von a-Synuclein im lebenden Organismus zu
validieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit a-Synuclein-Mausnullmutanten erzeugt und
charakterisiert. In einer detaillierten Analyse der synaptischen Proteinkomposition und Gehirn-
morphologie konnten in den a-Synuclein-Nullmutanten keine signifikanten Verénderungen
festgestellt werden. Somit wird a-Synuclein nicht fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung
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einer normalen Gehirnfunktion und -zusammensetzung bendtigt. In einer unabh&ngigen Studie,
die mit Hilfe anderer Methoden ebenfalls keine wesentlichen Verénderungen in ihren a-
Synuclein-Nullmutanten aufzeigen konnten, wurden diese Ergebnisse bestatigt (Abeliovich et al.
2000). a-Synuclein ist flr die normale Funktion des Gehirns somit nicht essentiell. Dies wird
auch durch die Tatsache verdeutlicht, dal? die in dieser Arbeit entdeckte spontane Deletion des
a-Synuclein-Gens in einer von vielen Forschungseinrichtungen genutzten und analysierten
Mausinzuchtlinie bisher verborgen geblieben war.

Synuclein tritt phylogenetisch erst spat in Erscheinung. So fehlen in Invertebraten Synuclein-
Orthologe und erst in Vertebraten ist das Protein erstmals vorhanden. Daher scheint es
wahrscheinlich, dal neuronale Verschaltungen prinzipiell ohne Synuclein funktionieren kénnen.
Die Funktion des Proteins h&ngt wahrscheinlich mit den spezifischen Anforderungen an die
neuronalen Netzwerke héherentwickelter Lebewesen zusammen.

In Méausen werden vier Synuclein-Paraloge exprimiert. a- und (-Synuclein werden in einem
GroRteil der Synapsen koexprimiert. Aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmung ist es
mdoglich, dall B-Synuclein eine essentielle Funktion von a-Synuclein in M&usen maskiert.
Funktionelle Redundanz ist ein generelles Problem bei der Erstellung von Maus-Nullmutanten.
So wurde z.B. die essentielle Funktion des synaptischen Proteins Rab3 in M&usen erst durch die
Deletion aller vier Isoformen deutlich (Schliter 2000). Im Wurm Caenorabditis elegans fiihrte
die Ausschaltung des entsprechenden Paralogen nur zu vergleichsweise milden Veranderungen
(Nonet et al. 1997). Letzte Sicherheit gdbe somit nur die parallele Ausschaltung aller Synuclein-
Gene.

Leichte Veranderungen in a-Synuclein-Mausnullmutanten wurden im dopaminergen System
gefunden (Abeliovich et al. 2000). Durch die Deletion dieses Proteins ist die Dopaminfreisetzung
im Striatum erhéht, wohingegen keine Unterschiede im Hippokampus gefunden wurden. Diese
selektive Beeinflussung des dopaminergen Systems ist insofern Uberraschend, als im Striatum
die a-Synuclein-Mengen vergleichsweise gering sind. Andererseits sind die nigrostiratalen
Neurone beim Morbus Parkinson als erstes betroffen, so dal3 diese Neuronen besonders sensibel
auf Veranderungen der Synucleinfunktion reagieren konnten. Ein direkter Einflul von a-
Synuclein auf den Dopamintransport konnte in der vorliegenden Arbeit weder auf Ebene des
Plasmamembrantransports noch des vesikuldren Transports nachgewiesen werden. Somit ist die
erhohte Dopaminfreisetzung am ehesten auf einen veranderten Vesikeltransport zuriickzuftihren.
Auf eine regulatorische Funktion von a- und (3-Synuclein deutet die direkte Wechselwirkung mit
Signaltransduktionskaskaden U(ber die Phospholipase D2 und die phosphorylierungsabhangige
Modulation dieser Funktion durch G—Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen hin (Jenco et al. 1998;
Pronin et al. 2000). Inwieweit auch die Serin-Phosphorylierung tber Casein-Kinase oder die
Tyrosin-Phosphorylierung tber Src-Kinase physiologisch bedeutsam sind und eine reversible
Membranassoziation bewirken, bleibt zu zeigen (Okochi et al. 2000; Ellis et al. 2001; Leng et al.
2001). Die Funktion von a-Synuclein ist nicht nur auf ein Transmittersystem beschrankt, wie die
breite Verteilung in verschiedenen Hirnregionen zeigt. Prinzipiell sollten Verdnderungen daher
in allen involvierten Synapsen evident werden.
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5.2 Pharmakologisch induziertes Parkinson-Syndrom

MPTP induziert einen selektiven Untergang dopaminerger Nervenendigungen und Neurone.
Diese Wirkung ist bei Menschen irreversibel und die verursachten Symptome gleichen der beim
Morbus Parkinson. Aufgrund dieser Tatsache wurde MPTP bevorzugt verwendet, um ein tier-
experimentelles Parkinson-Syndrom zu erzeugen und untersuchen zu kénnen. Zwischen Tier-
spezies gibt es jedoch beztglich der MPTP-Sensitivitat dramatische Unterschiede. Im Gegensatz
zu Menschen und Affen sind bei Mausen zehnfach héhere Dosen notwendig, um eine vergleich-
bare Reduktion des Dopamingehalts des nigrostriatalen Systems zu erreichen (Fornai et al.
1997b). Die Veranderungen sind in Mausen reversibel, so dal3 sich das System nach mehreren
Wochen wieder erholt.

Die Gemeinsamkeiten der Parkinson-Erkrankung und des durch MPTP-induzierten Syndroms
sind neben der klinischen Symptomatik folgende: 1. Dopaminerge Neurone der SNC sind bevor-
zugt betroffen. 2. Dieses fuhrt in beiden Féllen zu einer Reduktion der nigrostriatalen Dopamin-
konzentration. 3. Die Komplex I-Aktivitdt der mitochondrialen Atmungskette in der SNC ist
reduziert (Nicklas et al. 1985; Schapira et al. 1990). 4. Oxidative Entgleisungen sind in beiden
Fallen an der Pathogenese beteiligt (Zhang et al. 2000b). So sind die Glutathion- und Ferritin-
Spiegel in der SNC von Parkinson-Patienten reduziert und es kann eine erhohte Lipid-
peroxidation nachgewiesen werden (Dexter et al. 1986; Dexter et al. 1992; Dexter et al. 1989;
Dexter et al. 1990; Jellinger et al. 1993; Smith et al. 1987). Eine Ausldsung oxidativer
Entgleisungen durch MPTP wurde tierexperimentell nachgewiesen. Reaktive Sauerstoffspezies
entstehen durch die inhibierende Wirkung von MPP+, dem aktiven MPTP-Metaboliten, auf die
mitochondriale NADH-Dehydrogenase und die intrazelluldre Oxidation von Dopamin (Chan et
al. 1991; Lotharius und O'Malley 2000; Lotharius et al. 1999; Nicklas et al. 1985; Ramsay et al.
1986; Ramsay et al. 1991). Mduse, die transgen Cu/Zn-SOD oder Mn-SOD uberexprimieren,
zeigen eine verminderte Empfindlichkeit gegeniber MPTP, wohingegen diese in
Glutathionperoxidase-, Cu/Zn-SOD und Mn-SOD-Nullmutanten gesteigert ist (Andreassen et al.
2001; Klivenyi et al. 1998; Przedborski et al. 1992; Zhang et al. 2000a).

Das entscheidende Oxidationsmittel scheint Peroxynitrit zu sein, welches durch die chemische
Reaktion von Stickstoffmonoxid- und Sauerstoffradikalen gebildet wird (Good et al. 1998;
Pennathur et al. 1999; Schulz et al. 1995). Ein Marker fur durch Peroxynitrit verursachte
Schaden ist 3-Nitrotyrosin (Beckman et al. 1990). Neueste in vitro Befunde zeigen, daR a-
Synuclein in vivo durch MPTP-Behandlung nitrotyrosyliert wird (Przedborski et al. 2001). Die
Tyrosin-Nitrosylierung durch MPTP modizifiert nur wenige Proteine, unter anderem auch
Tyrosinhydroxylase, deren enzymatische Aktivitat so blockiert wird (Ara et al. 1998). Den
EinfluB von Stickstoffmonooxid zumindest am MPTP-induzierten Parkinson-Syndrom zeigt die
Verminderung der Sensitivitdt gegeniiber MPTP durch Inhibitoren der neuronalen Stickstoff-
monooxid-Synthetase (nNOS) in Primaten und die Deletion des Gens in Méausen (Hantraye et al.
1996; Przedborski et al. 1996). Bei Ausschaltung der induzierbaren NOS (iNOS) in Gliazellen
beschrankt sich die protektive Wirkung auf den verminderten Zellverlust in der SNC, nicht
jedoch auf die Reduktion der dopaminergen Terminalen und Dopamin im Striatum (Dehmer et
al. 2000; Liberatore et al. 1999). Oxidative Veranderungen an der DNA aktivieren das Reparatur-
Enzym Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP). Da PARP-Inhibitoren und Nullmutationen
gegenuber MPTP-Toxizitat schitzen, scheint der durch PARP-Aktivierung zusatzliche ATP-
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Verbrauch fatale Folgen fur dopaminerge Neuronen zu haben (Cosi und Marien 1998; Mandir et
al. 1999; Schulz et al. 1995).

Auch bei der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung fiihren die oxidativen Entgleisungen zu
einer Nitrotyrosylierung von a—Synuclein. Diese Modifikation konnte in Lewy-Korpern immun-
histochemisch nachgewiesen werden (Giasson et al. 2000). a-Synuclein ist bisher das einzige
Protein, dem eine pathogenetische Rolle beim idiopathischen Parkinson-Syndrom zugeschrieben
wird.

In dieser Arbeit wurde die Annahme gemacht, dal} die molekulare Pathogenese des MPTP-
induzierten Parkinson-Syndroms Uber die oxidativen Entgleisungen in wesentlichen Aspekten
der idiopathischen Form gleicht. Es wurde die Wirkung von MPTP auf a-Synuclein-Mausnull-
mutanten untersucht. Die tber homologe Rekombination hergestellten Nullmutanten zeigten eine
deutliche Protektion gegentber der Behandlung. Diese konnte jedoch nicht in der Mauslinie HW
mit einer spontanen Deletion des a-Synuclein-Gens bestatigt werden. Die Deletion ist kleiner als
2 cM und betrifft hochstwahrscheinlich nur das a-Synuclein-Gen (Specht und Schoepfer 2001).
Daher fallen mogliche kompensatorische Effekte weiterer Gendeletionen aufler Betracht. Im
ersten Versuch wurde die HW-Linie mit C57BI6/J-Mdusen verglichen, der sie urspriinglich
abstammt. Die Mduse der Linie HW sind jedoch als eigene Inzuchtlinie tber Jahre bei Ziichtern
in England und Holland gehalten worden und weisen somit wahrscheinlich genetische Unter-
schiede im Vergleich zur Ursprunglinie von Jackson-Laboratories auf. Die verwendeten
genetischen Tests der Zlchter zeigten keine Unterschiede zu der Linie C57BI6/J und so wurde
sie auch als C57BI6/J-Linie vertrieben, lediglich mit dem Zichterzusatz /ola/hsd. Die in dieser
Arbeit identifizierte Gendeletion ist Uber Jahre nicht bemerkt worden. Die verwendeten
Vergleichsmduse der Linie C57BI6/J entstammten dem Zuchtbetrieb CERJ und wurden
regelméRig durch Mé&use vom Zuchtbetrieb Jackson Laboratories aufgefrischt. Um auzu-
schlieBen, daR die protektive Wirkung der a-Synuclein-Gendeletion durch weitere genetische
Unterschiede in den zwei Inzuchtlinien maskiert wurden, wurde die Linie HW in Wildtyp-Mause
zurlickgekreuzt und die Nachkommen der fiir das a-Synuclein heterozygoten Tiere erneut
getestet. Die Gendeletion von a-Synuclein fiihrte auch in diesen Mé&usen nicht zu einer
veranderten Empfindlichkeit gegentiber MPTP oder Methamphetamin.

Wie oben beschrieben fiihrten Veranderungen der Genexpression von Proteinen, die an der
Regulation oxidativer Entgleisungen beteiligt sind, zu einer verdnderten Empfindlichkeit
gegenuber MPTP. Die Gendeletion von a-Synuclein, dem Protein, das als einziges nachweislich
an der idiopathischen Form der Parkinson-Syndrome beteiligt ist, blieb jedoch wie hier gezeigt
ohne Einflul? auf die MPTP-Empfindlichkeit. Dies legt nahe, dal3 die molekularen Mechanismen,
die einerseits zur Parkinson-Erkrankung und andererseits zum MPTP-induzierten Parkinson-
Syndrom fuhren, unterschiedlich sind. Obwohl a-Synuclein auch im MPTP-Modell nitro-
tyrosyliert wird, ist diese Veranderung nicht kausal im Zusammenhang mit den neurochemischen
Verénderungen zu sehen. Dies wird auch durch das kurze Zeitfenster von nur wenigen Stunden
deutlich, in der die oxidative Modifikation zu beobachten ist (Przedborski et al. 2001). Das
Endresultat, die Verminderung des nigrostriatalen Dopamingehaltes, ist nicht nur diesen beiden
Formen der Parkinson-Syndrome gemeinsam. Auch die Encephalitis lethargica, deren Atiologie
eine Viruserkrankung ist, und Infarkte in den Basalganglien konnen zu einem Parkinson-
Syndrom fiihren (Lang und Lozano 1998). Nur in der idiopathischen und den familiaren Formen
mit Mutationen im a—Synuclein Gen entstehen Lewy-Kdrper, so dal? diese ein Charakteristikum
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der a-Synuclein-abh&ngigen Syndrome zu sein scheinen. So konnten bisher auch nur in Affen
Lewy-Korper-dhnliche eosinophile EinschluBkorperchen induziert werden, die a-Synuclein und
Ubiquitin enthielten, nicht jedoch die elektronenmikroskopischen Charakteristika der Lewy-
Kdorper aufwiesen (Forno et al. 1993; Kowall et al. 2000). Dies schlief3t nicht aus, daR auch
gemeinsame Aspekte zwischen den verschiedenen Syndromen vorhanden sind, wie z.B. eine
Gliose in der SNC nach Untergang der Neuronen. Ein fehlender Einfluf3 von a-Synuclein an der
MPTP-Toxizitdt wurde auch in trangenen M&usen nachgewiesen, die humane a-Synuclein-
Orthologe exprimierten (Rathke-Hartlieb et al. 2001). Interessant ist in diesem Zusammenhang
die Entstehung von Lewy-Korpern durch die Verwendung eines anderen mitochondrialen
Toxins, dem Rotenon, in Ratten (Betarbet et al. 2000). In diesem Parkinson-Modell wurde das
Toxin Uber einen Zeitraum von vier Wochen appliziert. Im Gegensatz zum MPTP-Modell in
Mausen zeigten die so behandelten Ratten auch fir die Parkinson-Erkrankung typische
Verhaltensverdnderungen. Ob in diesem Modell a-Synuclein eine Rolle spielt und ob es in
Méausen reproduziert werden kann, wird momentan untersucht.

Warum zeigten die hergestellten a-Synuclein-Nullmutanten eine Protektion gegeniiber MPTP?
Im Gegensatz zu den HW-Mausen haben diese Mduse einen hybriden genetischen Hintergrund.
Bei der Verpaarung der aus den Stammzellen entstanden chiméren Ménnchen mit C57BI6/J-
Mausen entstehen Nachkommen, deren genetische Information zur Halfte der Mauslinie
129/Sv/ola und zur anderen Hélfte der Linie C57BI6/J entstammt. Durch Riickkreuzungen in die
C57BI6/J-Linie kann der genetische Anteil der Linie 129/Sv reduziert werden. Die unmittelbar
benachbarten Gene zu der (ber homologe Rekombination eingefiihrten Neomycin-Resistenz-
kassette entstammen jedoch weiterhin der 129/Sv-Linie, wohingegen das a-Synuclein-Wildtyp-
Allel seinen Ursprung aus der C57BI6/J-Linie hat. Insofern besteht die Moglichkeit, dal? eines
oder mehrere der gekoppelten Gene fir die Protektion gegentiber der MPTP-Toxizitat verant-
wortlich ist und a-Synuclein keine Rolle spielt. In der Tat zeigen verschiedene Mauslinien eine
unterschiedliche Empfindlichkeit gegenuber MPTP (Hamre et al. 1999). Dieser Effekt zeigt, wie
wichtig die Kontrolle des genetischen Hintergrundes von transgenen Tieren sein kann. Um die
Hypothese der gekoppelten Gene zu uberprifen, kdnnte das a-Synuclein Wildtyp-Allel aus der
Linie 129/Sv/ola in die Nullmutanten gekreuzt werden.

Methamphetamin fihrt wie MPTP zu einer akuten Dopaminfreisetzung. Semichronische Effekte
sind jedoch unterschiedlich. Um zwischen der Wirkung von a-Synuclein auf akute und
chronische Effekte unterscheiden zu konnen, wurden Mause als Kontrolle mit Methamphetamin
behandelt. Interessanterweise zeigten hier die a-Synuclein-Nullmutanten eine erhohte Empfind-
lichkeit. Diese bestéatigte sich jedoch nicht bei Mdusen mit der spontanen Gendeletion, so daR die
Uberempfindlichkeit wiederum durch die gleichen gekoppelten Gene auf dem 129/Sv-Allel
bedingt sein konnten.

5.3 Rolle von a-Synuclein in der Pathogenese der Parkinson-
Syndrome

Die Parkinson-Erkrankung ist eine chronisch degenerative Erkrankung insbesondere der
dopaminergen Neurone der SNC. a-Synuclein ist ein Hauptbestandteil von Lewy-Korpern, den
charakteristischen pathomorphologischen Veranderungen dieser Erkrankung (Spillantini et al.
1997). Zwei Aminosdurenaustausche im a-Synuclein fiihren zu familidren Formen der
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Parkinson-Syndrome, die durch einen friihen Erkrankungsbeginn gekennzeichnet sind (Poly-
meropoulos et al. 1997; Kruger et al. 1998). Die Ausschaltung des a-Synuclein-Gens in Mdusen
fuhrt nicht zu einem Parkinson-Syndrom. Dies wird eindrucksvoll von der nattrlich entstandenen
Mauslinie HW, der das Gen fehlt, belegt. Auch in den hier hergestellten a-Synuclein-Maus-
nullmutanten fuhrte die Ausschaltung des Gens insbesondere im Alter nicht zu Parkinson-
Syndromen. Die neurochemische Analyse ergab keine Hinweise auf subklinische Verédnderungen
des nigrostriatalen Systems. Dies legt nahe, daR es sich bei den a-Synuclein-Mutationen A30P
und A53T um gain of function-Mutationen handelt und sie nicht zu einem Funktionsverlust
fuhren. Die dominanten Vererbungsmuster bestéatigen diese Schlul}folgerung.

Um insbesondere dem chronischen Aspekt der Entstehung der Parkinson-Erkrankung Rechnung
zu tragen und die pathogenetische Rolle von a-Synuclein zu untersuchen, wurden transgene
Mause hergestellt, die humane o-Synuclein-Isoformen exprimieren. Die Expression der
a-Synuclein-Polymorphismen A30P und AS53T flhrte zu neurologischen Ausféllen. Dabei
zeigten sich folgende Charakteristika: 1. Die Ursprungstransgene aus der Linie FVB erkrankten
nicht. Erst nach Ruckkreuzung in die Hybridlinie C57BI6/J x 129Sv/ola der a-Synuclein-Null-
mutanten zeigten die Mé&use Symptome. Dabei spielte der Maus-a-Synuclein-Genotyp keine
Rolle. 2. Die transgenen Mause erkrankten erst im fortgeschrittenen Alter friihestens nach einem
halben Jahr. 3. Die Schwere der Erkrankung nahm mit der Expressionsstarke zu. 4. Das
Symptommuster war heterogen. Im Vordergrund standen Verénderungen des motorischen
Systems mit Paresen und Muskelatrophien insbesondere der hinteren Extremitat. Weitere
Symptome waren Akinese, Bewegungsunruhe und Krampfanfélle.

Neurochemisch, biochemisch wie auch morphologisch ergaben sich keine Veranderungen im
Striatum und der SNC, die auf ein Parkinson-Syndrom hingedeutet hatten. o-Synuclein-
EinschluBkorperchen wurden auch nicht in anderen Hirnarealen gefunden. Die a-Synuclein-
Mengen nahmen in den phé&notypisch starksten Mauslinien mit dem Alter zu. Dies legt nahe, dal?
die Akkumulation des humanen a-Synuclein fur die neurologischen Ausfalle verantwortlich ist.
Von anderen Gruppen hergestellte transgene Mduse, die a-Synuclein aus Mensch exprimierten,
zeigten ebenfalls motorische Stérungen (Masliah et al. 2000; van der Putten et al. 2000). Die
Uberexpression der humanen Wildtyp-Isoform fiihrte zur Bildung von EinschluBkérperchen, die
jedoch nicht Lewy-Kdorpern glichen (Masliah et al. 2000). Diese enthielten ausschliellich das
humane und nicht das murine a-Synuclein. Die Symptome der erkrankten Tiere waren im
Vergleich zu den in dieser Arbeit erzeugten milder. Dies legt den SchluB nahe, dal} EinschluR3-
korperchen nicht ursachlich an der Entstehung der Erkrankung mitwirken. Moglicherweise
werden durch die Uberexpression von a-Synuclein Interaktionspartner gebunden und dadurch
ihre Funktion blockiert. Die Blockierung konnte dabei durch die familidren Polymorphismen
A30P und A53T verstarkt sein. In der Tat wurde eine erhohte Affinitat fir die humane A53T-
Isoform zu Synphilin-1 gemessen (Engelender et al. 1999). Synphilin-1 ist ebenfalls Bestandteil
der Lewy-Kdorper, so dal3 eventuell das blockierte Protein zusammen mit a-Synuclein in diesen
abgelagert wird (Wakabayashi et al. 2000). Die Affinitat der A30P-Isoform an Synphilin-1 ist
vergleichbar mit der der humanen Wildtyp-Isoform. Insofern ist auch die Beeinflulung anderer
Interaktionspartner wahrscheinlich.

Die juvenile rezessive Form der Parkinson-Erkrankung wird durch Mutationen im Parkin-Gen
verursacht, die dieses Protein inaktivieren (Kitada et al. 1998). Wie neueste Befunde zeigen, ist
dieses Protein flr die Ubiquitinierung von a-Synuclein verantwortlich (Shimura et al. 2001).
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Patienten mit der juvenilen rezessiven Form der Parkinson-Erkrankung haben keine Lewy-
Korper. Dies legt den SchluB nahe, dal? die Ubiquitinierung von a-Synuclein fur die Entstehung
von Lewy-Korpern entscheidend ist. Moglicherweise beeinflult die Uberexpression von
a-Synuclein und insbesondere die von den mutierten Formen die Effizienz der Ubiquitinierung
und des folgenden Abbaus durch Proteasomen, so dal} der Abbau anderer Proteine gehemmt
wird. In der Tat akkumulieren in Patienten mit einem Defekt im Parkin neben a-Synuclein auch
andere Proteine (Imai et al. 2001). Die Uberexpression von Parkin kann in der Zellkultur den
durch ungefaltete Proteine ausgeldsten Zelltod inhibieren (Imai et al. 2000). Eine mogliche
Wirkung der Uberexpression von a-Synuclein-Isoformen koénnte daher die Ansammlung
toxischer ungefalteter Proteine sein. Unterstitzt wird diese Hypothese auch durch die
Beobachtung, dal die a-Synuclein-Mengen selbst mit dem Alter der transgenen Mause
zunehmen, diese jedoch nicht in EinschluRkérperchen abgelagert sind.

Interessanterweise erkrankten auch transgene Mause, die nur 50-60% der in Wildtyp-Tieren
gemessenen a-Synuclein-Mengen exprimierten. Dies konnte zweierlei Ursachen haben. 1. Die
Mutation A53T inhibiert das Parkinsystem so effizient, daR auch die geringen Mengen aus-
reichen, um die Akkumulation toxischer Produkte zu begiinstigen. 2. Die transgene Expression
wird durch den Thyl-Promotor gesteuert, so dal} a-Synuclein auch in Neuronen exprimiert wird,
in denen es physiologischerweise nicht vorkommt. Daher konnten diese Neuronen besonders
empfindlich gegenuber den zerstorenden Effekten der humanen A53T-Isoform sein.

Eine wichtige Frage bleibt, warum die Uberexpression der humanen a-Synuclein-lsoformen zu
neurologischen Ausféllen fuhrt, die jedoch nicht einem Parkinson-Syndrom entsprechen. Die
Paresen und inshesondere die Atrophie der betroffenen Muskeln spricht fur einen Funktions-
verlust der Motorneurone. In diesen ist a-Synuclein normalerweise nicht enthalten, so dal3 diese
Neuronen empfindlicher auf die Uberexpression der mutierten Isoformen reagieren konnten.
Verénderungen in den motorischen Endplatten wurden in einer unabhdngigen Studie nach-
gewiesen, die das humane a-Synuclein A53T exprimierten (van der Putten et al. 2000). Auch in
diesen Mé&usen waren Paresen das Leitsymptom.

a-Synuclein ist bei mehreren neurologischen Erkrankungen in EinschluBkorperchen zu finden,
so dall diese unter dem Oberbegriff der Synucleopathien zusammengefalt wurden. Die
Parkinson-Erkrankung, Demenzen mit Lewy-Korpern, Hallervorden-Spatz-Syndrom und
Varianten der Alzheimer-Erkrankung haben Lewy-Korper in verschiedenen Hirnarealen, die a-
Synuclein enthalten. Unterformen der multiplen Systematrophien weisen hingegen Einschluf3-
korperchen (Sichelkdrper) auf, die in Oligodendrozyten vorkommen. Dies zeigt, dal} a-Synuclein
in sehr verschiedenen Zellen an deren Untergang beteiligt sein kann. Inwieweit sich die
pathogenetischen Mechanismen gleichen ist noch offen. Es wird der Eindruck gewonnen, daR fur
die Etwicklung eines Parkinson-Syndroms in Mé&usen noch andere &tiologische Faktoren neben
den mutierten a-Synuclein-Isoformen gleichzeitig vorhanden sein muften. Die Penetranz der
domiant vererbten Parkinson-Syndrome liegt unter 100 %, so dal} auch im Menschen weitere
atiologische Faktoren eine Rolle spielen missen, und das mutierte a-Synuclein nicht alleine
unweigerlich zur Entstehung eines Parkinsons-Syndroms fuhrt (Polymeropoulos et al. 1997). Ob
es sich dabei um Umweltfaktoren oder um genetische Préadisposition handelt, ist noch offen. Ein
genetischer Faktor wurde auch in der vorliegenden Arbeit deutlich, da die Urtransgenen im FVB-
Hintergrund nicht erkrankten. Insofern waren fir die Entstehung der beschriebenen
neurologischen Ausfalle in Mausen zum einen die Uberexpression der mutierten a-Synuclein-
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Isoformen und zum anderen der genetische Hintergrund der C57BI6/J x 129Sv/ola-Hybridmause
entscheidend.

Eine alternative Erklarung fur das Fehlen der charakteristischen neruochemischen und patho-
morphologischen Veranderungen eines Parkinson-Syndroms in Mausen kdnnte die im Vergleich
zum Menschen kurze Lebensspanne der Méause sein. Dies scheint jedoch unwahrscheinlich, da
anscheinend auch transgene Fliegen (Drosophila melanogaster) ein Parkinson-Syndrom ent-
wickeln konnen (Feany und Bender 2000). In diesen wurde die humane a-Synuclein-A53T-Iso-
form Uberexprimiert, welche zum Untergang von dopaminergen Neuronen und der Entstehung
von Lewy-Koérpern flhrte. Im Fliegen-Genom konnten bisher keine Hinweise auf ein
a-Synuclein-Ortholog gefunden werden. Die Lewy-Korper entstehen in Fliegen relativ schnell,
so daB sich moglicherweise in Vertebraten Schutzmechanismen gegen die Aggregation von
a-Synuclein gebildet haben. Erst wenn diese aussetzen kann sich eine Parkinson-Erkrankung
entwickeln. In Fliegen ware dann dieser Schutzmechanismus nicht vorhanden, so dal sie relativ
leicht erkranken konnten.

Der Polymorphismus A53T fiihrt im Menschen zum Parkinson-Syndrom. Die Orthologe aus
Méausen, Ratten und Vdgeln haben an dieser Position bereits ein Threonin. In diesen Tieren ist
jedoch kein Parkinson-Syndrom bekannt. Daher wurde in dieser Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dal eventuell eine weitere Aminoséaure im humanen a-Synuclein fur die Entstehung
der Parkinson-Erkrankung notwendig ist. Als moglicher Kandidat wurde das Serin an der
Position 87 identifiziert. Alle anderen bisher sequenzierten a-Synuclein-Orthologe, aber auch die
Paraloge Synoretin, - und y-Synuclein tragen an dieser Position ein Asparagin. Analog zur
Hyperphosphorylierung bei den Tauopathien wurde vermutet, dal das Serin-87 phosphoryliert
werden und diese zusatzliche Modifikation die Entstehung eines Parkinson-Syndroms beschleu-
nigen konnte. In vitro kann diese Aminoséure Gber Caseinkinase phosphoryliert werden, obwohl
das Serin an der Position 129 bevorzugt modifiziert wird (Okochi et al. 2000; Pronin et al. 2000).
Um die Signifikanz dieser Phosphorylierung in vivo zu testen, wurden transgene Mause erstellt,
die die Mutation S87D enthielten. Das Aspartat ist negativ geladen und kann zur Imitierung einer
Serin-Phosphorylierung verwendet werden. Interessanterweise waren bereits mehrere der
Ursprungstransgenen im FVB-Hintergrund phanotypisch aufféllig. In zwei der Linien, die in den
bereits erwahnten Hybridhintergrund gekreuzt werden konnten, verstéarkte sich die Symptomatik,
so dal} diese Ma&use bereits nach wenigen Wochen neurologische Ausfalle zeigten. Eine
detaillierte Analyse dieser Mé&use wird zeigen, ob in ihnen EinschluBkdrperchen oder neuro-
chemische Verdanderungen in der Substanzia nigra bzw. im Striatum gefunden werden kdnnen,
und so eine Rolle der Phosphorylierung von a-Synuclein in der Pathogenese der Parkinson-
Erkrankung nachgewiesen werden kann.
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6 Zusammenfassung

Die Synuclein-Proteinfamilie besteht aus den vier Paralogen a-, -, y-Synuclein und
Synoretin. a- und B-Synuclein werden hauptséchlich im Gehirn, y-Synuclein im peripheren
Nervensystem und Synoretin in der Retina exprimiert. Subzellulare Fraktionierungen und
immunzytochemische Untersuchungen zeigten eine Lokalisation von a- und B-Synuclein im
synaptischen Zytoplasma. In neuronalen Priméarkulturen und auch im Mausgehirn ist ein GroRteil
des a- und B-Synucleins in Synapsen kolokalisiert.

Insbesondere wegen seiner Beteiligung an der Parkinson-Erkrankung hat a-Synuclein
grolle Aufmerksamkeit erhalten. Dieses Protein wird bevorzugt in rostralen Hirnabschnitten
exprimiert, doch ist die Konzentration im Striatum vergleichsweise gering. Die Ausschaltung der
a-Synuclein-Expression in Mé&usen verdnderte die molekulare synaptische Architektur und auch
die mikroskopische Gehirnstruktur nicht mefbar. Alte a-Synuclein-Mausnullmutanten zeigten
keine pathomorphologischen oder neurochemischen Veranderungen im nigrostriatalen System.
Diese Befunde zeigen, daR a-Synuclein weder essentiell fir eine normale Funktion des Gehirns
ist noch ein Verlust eine erhdhte Anfélligkeit gegentiber Parkinson-Syndromen bewirkt.

Zur Untersuchung der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung im Tierexperiment wird in
der Regel MPTP benutzt, da es wesentliche Symptome der idiopathischen Erkrankung kopiert.
Wie an Mé&usen mit einer spontanen a-Synuclein-Gendeletion gezeigt, ist a-Synuclein nicht an
der Pathogenese des durch MPTP induzierten Parkinson-Syndroms in Méausen beteiligt. Eine
unterschiedliche Empfindlichkeit der hergestellten a-Synuclein-Nullmutanten und Wildtyp-
Geschwistertiere war hochst wahrscheinlich durch die mit dem Resistenzgen kosegregierten
Genen der Mauslinie 129/Sv/ola bedingt. Dies zeigt zum einen, wie wichtig die Kontrolle des
genetischen Hintergrundes in der Analyse von transgenen Tieren sein kann und zum anderen,
dalR noch weitere, bisher noch nicht identifizierte Proteine an der Pathogenese der MPTP-
induzierten Parkinson-Syndrome beteiligt sind. Proteine sowohl des Dopamintransports als auch
der Regulation von Redoxvorgéngen in Neuronen haben in vivo einen EinfluR auf pharma-
kologisch induzierte Parkinson-Modelle. Im Gegensatz zu diesen Proteinen wurde fur
a-Synuclein eine wesentliche Rolle in der Entstehung familidrer als auch der idiopathischen
Parkinson-Erkrankung nachgewiesen. Diese Arbeit zeigt, dal} sich die Pathogenese der toxischen
Syndrome und der idiopathischen Parkinson-Erkrankung in einem wesentlichen molekularen
Aspekt unterscheiden, und unterstutzt die Annahme, da3 es mehrere Mechanismen gibt, die zum
Ausfall des nigrostriatalen Systems fuhren kénnen. In dieser Hinsicht mussen die bisher aus
pharmakologisch induzierten Parkinson-Syndromen abgeleiteten Mechanismen in einem neuen
Kontext interpretiert werden.

Die transgene Expression der familidren Parkinson-Mutationen in Mausen flhrte
expressions- und zeitabhangig zu neurologischen Ausféllen, die nicht durch Verénderungen des
nigrostriatalen Systems verusacht waren. Diese Ergebnisse zeigen, dafl a-Synuclein multiple
neurologische Erkrankungen verursachen kann und dall weitere &tiologische Faktoren fur die
Entstehung der Parkinson-Erkrankung wahrscheinlich sind.

Stichworter:  a-Synuclein; MPTP; Parkinson-Symdrom; Maus-Nullmutanten
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7 Summary

The Synuclein protein family comprises the paralogs a-, B-, y-Synuclein and Synoretin.
a- and B-Synuclein are predominantly expressed in the brain, whereas y-Synuclein is expressed
in the peripheral nervous system and Synoretin in the retina. Subcellular fractionations and
immunocytochemistry showed a localisation of a- and B-Synuclein in the synaptic cytosol. In
neuronal primary cultures and the mouse brain, the majority of a- and [-Synuclein are
colocalized in the synapses.

In the past, a-Synuclein has received considerable attention because of its contribution to
Parkinson’s disease. This protein is predominantly expressed in rostral brain areas, although the
concentration in the striatum is comparatively low. The deletion of the a-Synuclein expression in
mice did not change the molecular synaptic architecture or the microscopic brain structure. Old
a-Synuclein deficient mice did not show any pathomorphological or neurochemical changes in
the nigrostriatal system. These findings show, that a-Synuclein is neither essential for normal
brain function nor does the deletion cause an elevated susceptibility for parkinsonism.

MPTP is used commonly to investigate the pathogenesis of Parkinson’s disease in animal
models as it mimics fundamental changes of the idiopathic disease. As shown among mice with a
spontaneous a-Synuclein gene deletion, a-Synuclein is not involved in the pathogenesis of
MPTP-induced parkinsonism in mice. A difference in the sensitivity of the a—Synuclein deficient
mice generated in the present study as compared to wildtype littermates was most likely caused
by cosegregated genes of the mouse line 129/Sv/ola with the marker gene for antibiotic
resistance. This demostrates the importance of genetic background effects in the analysis of
transgenic mice and suggests that additional yet unidentified proteins are involved in the
pathogenesis of MPTP-induced parkinsonism. Proteins involved both, in dopamine transport and
the regulation of redox processes in neurons, have an influence on pharmacologically induced
models of parkinsonism in vivo. In contrast to these proteins, however, only a-Synuclein was
shown to have an essential role in the development of both, familial and idiopathic Parkinson’s
syndromes. The present thesis shows, that the pathogenesis of toxic syndromes and the idiopathic
Parkinson’s disease are different in a substantial molecular aspect, and supports the assumption
that multiple mechanisms exist which lead to a loss of the nigrostriatal system. As a
consequence, current molecular models of pharmacologically induced parkinsonism mechanisms
must be reinterpreted on the background of the present study.

The transgenic expression in mice of a—Synucleins with the familial Parkinson mutations
led to the expression and time dependent onset of neurological deficits which were not caused by
changes in the nigrostriatal system. These results show, that a-Synuclein can cause multiple
neurological diseases and additional etiological factors are likely to contribute to the
development of Parkinson’s disease.

keywords: a-Synuclein; MPTP; Parkinson syndrome; targeted deletion in mice
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