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1 Einleitung 

1.1 Morbus Parkinson 

1.1.1 Epidemiologie und klinisches Bild 

Die Bewohner der westlichen Industriestaaten erreichen dank einer zunehmend op-

timierten medizinischen Versorgung ein immer höheres Lebensalter. Da unsere Ge-

sellschaft einem demographischen Alterungsprozess unterworfen ist, betreffen al-

tersassoziierte, meist chronische Erkrankungen immer größere Anteile der Bevölke-

rung und stellen nicht zuletzt eine Belastung für das Gesundheitssystem dar. 

Auch der Morbus Parkinson (MP) zählt zu diesen Erkrankungen. Während in den In-

dustrieländern die Prävalenz des MP 0,3 % der Gesamtbevölkerung beträgt, steigt der 

Anteil der Erkrankten bei den über 60-Jährigen auf 1 % (de Lau und Breteler 2006; 

Dexter und Jenner 2013). Damit ist der MP nach der Alzheimer-Demenz die zweithäu-

figste neurodegenerative Erkrankung. Das Lebenszeitrisiko, an MP zu erkranken, be-

trägt 1,5 % (Lees et al. 2009). 

Die Kardinalsymptome sind Bewegungsarmut (Bradykinese), ein Zittern in Ruhe 

(Tremor), eine Versteifung der Muskulatur (Rigor) und eine Fallneigung (posturale 

Instabilität). Daneben können sich auch nicht-motorische Symptome einstellen, die 

teilweise schon früher im Krankheitsverlauf auftreten. Dazu gehören Schlafstörun-

gen, autonome Störungen (z. B. Dranginkontinenz, orthostatische Dysregulation), so-

wie psychiatrische Erkrankungen wie Demenz und Depression (Dauer und 

Przedborski 2003; Dexter und Jenner 2013). Die Erkrankung führt ab dem Zeitpunkt 

der Diagnose im Mittel innerhalb von 15 Jahren zum Tod (Lees et al. 2009). 

1.1.2 Neuropathologische Beobachtungen 

Begleitend zum klinischen Symptomkomplex fallen beim MP spezifische neuropatho-

logische Veränderungen auf. In der Substantia nigra pars compacta (SNpc) kommt es 

zu einem Verlust dopaminerger, Neuromelanin-haltiger Neurone. In den betroffenen 

Regionen konnten intrazelluläre Einschlusskörperchen beobachtet werden, die so 

genannten lewy bodies (LB) und lewy neurites (LN) (Damier et al. 1999), die einen 

hohen Gehalt an aggregiertem α-Synuclein (αSYN) aufweisen (Wakabayashi et 

al..2007).
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Neben der SNpc sind auch andere Hirnregionen von pathologischen Veränderungen 

betroffen. Das Auftreten von neuronalem Zellverlust und LB-Pathologie folgt dabei 

einem gewissen anatomischen Ausbreitungsmuster, das chronologisch mit der klini-

schen Symptomatik zu korrelieren scheint. Nach Braak lassen sich 6 Stadien differen-

zieren (Braak et al. 2003a): Zuerst sind zwei Regionen betroffen: der Bulbus olfacto-

rius und der dorsale motorische Kern des Nervus vagus (Pearce et al. 1995; Del 

Tredici et al. 2002). Im zweiten Stadium treten Läsionen im Raphe-Kern, Locus coeru-

leus und Nucleus reticularis gigantocellularis auf (Holstege 1992; Holstege 1996; 

Nieuwenhuys 1996; Braak et al. 2000), gefolgt von pathologischen Veränderungen in 

der Amygdala, im basalen Telencephalon (u. a. Nucleus basalis Meynert) und in der 

SNpc in Stadium 3. Schließlich sind auch kortikale Regionen betroffen, beginnend mit 

dem anteromedialen und temporalen Mesocortex (Stadium 4), gefolgt vom Neocortex 

(somatosensorischer und präfrontaler Cortex) in Stadium 5. In Stadium 6 sind 

schließlich auch der motorische und prämotorische Cortex betroffen (Braak et al. 

2002; Braak et al. 2003b). 

Im Kontext dieses Ausbreitungsmusters mit einer Progression der αSYN-Pathologie 

von kaudal nach rostral bzw. von peripher nach zentral wird das Vorhandensein ei-

nes exogenen Pathogens diskutiert (Braak et al. 2003a), das im Sinne einer „Dual-

Hit“-Hypothese für die Initiierung des Krankheitsprozesses in olfaktorischen und ve-

getativen Nervenzellen des Darms verantwortlich sein könnte (Hawkes et al. 2007; 

Hawkes et al. 2009). Nervenzellen anderer peripherer Regionen wie des Rücken-

marks sind erst nach Befall des Gehirns betroffen, sie scheiden daher als mögliche 

Route zum ZNS aus (Hawkes et al. 2007; Del Tredici und Braak 2016). 

Klinische Beobachtungen und histologische Untersuchungen unterstützen die Braak- 

und „Dual-Hit“-Hypothese. So sind beim MP Beeinträchtigungen des Geruchsinns und 

Beschwerden des Gastrointestinaltrakts (wie Nausea, Dysphagie und Obstipation) 

bekannt und treten bereits Jahre vor den motorischen Symptomen auf (Pfeiffer 2011; 

Cersosimo und Benarroch 2012; Doty 2012). Korrespondierend dazu wurden in Neu-

ronen des olfaktorischen Trakts und des enterischen Nervensystems (Meissner- und 

Auerbach-Plexus) LBs nachgewiesen (Braak et al. 2006; Beach et al. 2009). 

Bei den beschriebenen pathologischen Veränderungen und ihrer Verbreitung von der 

Peripherie zum ZNS spielt αSYN eine Schlüsselrolle, wobei die genauen Mechanismen 
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der Ausbreitung und der Neurotoxizität nach wie vor nicht bekannt sind. Verschiede-

ne Mechanismen zur Verbreitung von fehlgefaltetem αSYN werden diskutiert. 

Es wurde gezeigt, dass neuronale Zellen zur Exkretion von αSYN fähig sind. αSYN in 

Form von Mono- und Oligomeren sowie Fibrillen wird mittels Kalzium-abhängiger 

Exozytose oder mittels Exosomen aus der Zelle geschleust (Lee 2005; Emmanouilidou 

et al. 2010; Danzer et al. 2012; Pan-Montojo et al. 2012). Freies oder Exosom-

gebundenes αSYN kann durch Endozytose auch wieder in die Zellen aufgenommen 

werden. Während Oligomere und Fibrillen des αSYN lysosomal degradiert werden, 

bleibt monomeres αSYN vom Abbau ausgenommen. Nach Aufnahme kann αSYN ent-

lang des Axons transportiert und an andere Neurone weiter gegeben werden (Lee H-J 

et al. 2008; Desplats et al. 2009; Danzer et al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass 

exogene αSYN -Fibrillen die Formierung von LBs in exponierten Neuronen bewirken 

(Desplats et al. 2009), indem sie endogenes αSYN rekrutieren und in die Bildung der 

LBs mit einbeziehen (Luk et al. 2009; Hansen et al. 2011). 

1.2 Zellbiologische Mechanismen in der Pathogenese des Morbus 

Parkinson 

1.2.1 Bedeutung axonaler Degeneration beim Morbus Parkinson und akute 

axonale Degeneration 

Es konnte gezeigt werden, dass MP-Patienten schon beim Auftreten erster klinischer 

Symptome einen Verlust dopaminerger Neurone von 48-68 % in der SNpc aufwiesen 

verglichen mit altersentsprechenden gesunden Personen (Fearnley und Lees 1991). 

Diese Neurone projizieren in das Striatum. Mittels dopaminerger Marker konnte 

nachgewiesen werden, dass der Verlust dieser dopaminergen Projektionen den Ver-

lust der nigralen neuronalen Somata zahlenmäßig deutlich übersteigt (Bernheimer et 

al. 1973; Kish et al. 1988; Scherman et al. 1989). Lässt sich dieses Degenerationsmus-

ter auch in früheren Krankheitsstadien oder bei asymptomatischen Patienten be-

obachten? Patienten mit incidental lewy body disease (ILB) sind klinisch unauffällig, 

weisen jedoch typische histopathologische Veränderungen in Form von LBs auf und 

stellen wahrscheinlich ein präklinisches Krankheitsstadium des MP dar (DelleDonne 

et al. 2008; Iacono et al. 2015). Diese Patienten zeigten einen Verlust von nigralen, 

dopaminergen Neuronen von 17 % (Ross et al. 2004), jedoch ebenfalls eine noch 

stärkere Reduktion des dopaminergen Markers Tyrosinhydroxylase im Striatum von 
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50 % verglichen mit altersadjustierten Kontrollen, was auf einen Verlust von Axonen 

der dopaminergen Neurone der Substantia nigra hinweist (Beach et al. 2008). 

Die aktuelle Studienlage stützt also die Hypothese, dass die Degeneration von Axonen 

nicht nur früh im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen auftritt, sondern auch 

dem Zugrundegehen dazugehöriger Zellsomata vorausgeht. Eine Erkenntnis, die als 

therapeutischer Ansatz weitergedacht, ein frühes Eingreifen in den Krankheitspro-

zess in Aussicht stellt. Der Misserfolg experimenteller neuroprotektiver Therapien 

ohne speziellen Fokus auf das Axon (Lingor et al. 2012) legt nahe, dass es sich beim 

Axon um eine Funktionseinheit mit einer sich vom Soma unterscheidenden Patholo-

gie handelt. 

Die akute axonale Degeneration (AAD) wurde als Folge einer traumatischen Schädi-

gung des Axons beschrieben, tritt aber wahrscheinlich auch nach anderen akuten 

Schädigungsmustern auf. Sie ist durch eine innerhalb weniger Stunden ablaufende 

Desintegration des Axons in einem Bereich von 300-400 µm um die Läsion charakte-

risiert. 

Das Studium der AAD eröffnet die Möglichkeit, auch in vivo innerhalb eines über-

schaubaren Zeitfensters Degenerationsprozesse im zentralen Nervensystem am 

Tiermodell zu beobachten. So gelang es mittels in-vivo-Live-Imaging-Technik, mor-

phologische Veränderungen nach traumatischer Schädigung von Axonen im Rücken-

mark (Kerschensteiner et al. 2005) und im optischen Nerv (ON) (Knöferle et al. 2010) 

zu erfassen.  

1.2.1.1 Verlauf der akuten axonalen Degeneration 

In den ersten 30-40 Sekunden nach Axon-Schädigung kommt es zu einem massiven 

Kalzium-Einstrom, der eine molekulare Signalkaskade in Gang setzt. Wird dieser ini-

tiale Kalzium-Einstrom durch den Einsatz von Kalzium-Kanal-Blockern verhindert, 

wird die AAD inhibiert (Knöferle et al. 2010; Ribas et al. 2016). 

Nach etwa 10 Minuten werden erste strukturelle Veränderungen sichtbar. Es kommt 

zu zytoskelettalen Veränderungen, wie der Desintegration von Mikrotubuli und der 

Zusammenlagerung und Fehlausrichtung von Neurofilamenten (Knöferle et al. 2010). 

Es wird vermutet, dass die fortschreitende Desintegration des Zytoskleletts zuneh-

mend axonale Transportvorgänge behindert. So konnten Ansammlungen von Zellor-
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ganellen beobachtet werden, die häufig an lokalen Schwellungen der Axone zu finden 

sind (Knöferle et al. 2010; Koch et al. 2010). 

Während des Degenerationsprozesses erhöht sich stetig die Anzahl von 

Autophagosomen. Schließlich erfolgt die Fragmentierung des Axons proximal und 

distal der Läsion. Die Pharmakologische Inhibierung der Autophagie schwächt die 

AAD ab, allerdings nicht so effektiv wie die bereits erwähnte Blockade des Kalzium-

Einstroms (Knöferle et al. 2010; Koch et al. 2010; Ribas et al. 2016).  

1.2.2 Genetik des Morbus Parkinson – im Fokus: α-Synuclein 

Die Beobachtung, dass 15-20 % der Patienten mit MP eine positive Familienanamne-

se aufweisen, deutet auf einen bedeutsamen genetischen Faktor in der Ätiologie der 

Erkrankung hin (Nuytemans et al. 2010). Vor diesem Hintergrund wurden einige 

Genmutationen beschrieben, die mit dem Auftreten von MP assoziiert sind. Dabei 

ergibt sich für Mutationen in den folgenden Genen nach aktueller Studienlage 

(Nuytemans et al. 2010) am wahrscheinlichsten ein Kausalzusammenhang mit der 

Pathogenese des MP:  

Tabelle 1: Auswahl mit dem Auftreten von Morbus Parkinson assoziierter Gene. 

Protein Gen Erstbeschreibung 

α-Synuclein SNCA (Polymeropoulos et al. 1997) 

parkin PARK2 (Kitada et al. 1998) 

Daisuke-Junko-1 PARK7 (Bonifati et al. 2003) 

PTEN-induced putative kinase 1 PINK1 (Valente et al. 2004) 

leucine-rich repeat kinase 2 LRRK2 (Zimprich et al. 2004) 

 

Das SNCA-Gen war das erste Gen, das im Zusammenhang mit MP beschrieben wurde. 

In mehreren Familien, bei denen MP gehäuft auftrat, wurde eine Mutation nachge-

wiesen, die im kodierten Protein αSYN einen Alanin-Threonin-Austausch an Position 

53 (A53T-Mutation) zur Folge hat. Dieses Protein wird in der Folge bezeichnet als 

[A53T]αSYN. Heterozygote Träger dieser Mutation entwickelten mit einer Penetranz 

von 85 % einen MP in jungen Jahren (mittleres Erkrankungsalter: 46 ± 13 Jahre) 

(Polymeropoulos et al. 1997). Zu homozygoten Trägern der [A53T]αSYN-Mutation 

finden sich keine Studien. 
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Mutationen im SNCA-Gen sind selten. Sie wurden in 2,5 % der Krankheitsfälle nach-

gewiesen (Nuytemans et al. 2010) Dabei ist neben der A53T-Mutation auch eine 

A30P-Mutation ([A30P]αSYN) bei MP-Patienten nachgewiesen worden. Hier erkrank-

te der Indexpatient im Alter von 52 Jahren an MP, seine Mutter im Alter von 56 Jah-

ren, wobei der Erbgang auf eine autosomal-dominante Vererbung mit unvollständiger 

Penetranz schließen lässt (Krüger et al. 1998). Wieder lassen sich keine Fallbeschrei-

bungen homozygoter Träger der Mutation finden. Auch Multiplikationen vom Wild-

typ des SNCA-Gens wurden bei MP-Patienten gehäuft beobachtet (Singleton et al. 

2003), auch bei jenen ohne auffällige Familienanamnese (Ahn et al. 2008). 

Viele Aspekte der physiologischen und pathologischen Rolle des αSYN sind nach wie 

vor unbekannt und Gegenstand der Forschung. Der folgende Abschnitt beschränkt 

sich in erster Linie auf für die Dissertation relevante Aspekte. 

αSYN besteht aus 140 Aminosäure(AS)-resten. Die ersten N-terminalen AS 1-95 bil-

den zwei amphipathische α-Helices aus und vermitteln die Interaktion des Proteins 

mit Lipidmembranen (Davidson et al. 1998; Bussell und Eliezer 2003; Bussell et al. 

2005). Interessanterweise liegen alle nachgewiesenen Punktmutationen, die mit 

Synucleinopathien assoziiert sind (A53T, A30P, E46K u. a.) im Bereich der Lipid-

bindenden Domäne (AS 1-95) (Polymeropoulos et al. 1997; Krüger et al. 1998; 

Zarranz et al. 2004; Proukakis et al. 2013; Pasanen et al. 2014). Für die A53T-

Mutation konnte gezeigt werden, dass der Austausch einer AS zur Unterbrechung der 

zuvor beschriebenen α-helikalen Struktur und zur vermehrten Ausbildung von β-

Faltblattstrukturen im αSYN-Molekül führt. Diese strukturelle Veränderung unter-

stützt die Aggregration des Proteins mit anderen αSYN-Molekülen (Coskuner und 

Wise-Scira 2013). Vergleichbare strukturelle Veränderungen treten auch bei anderen 

Punktmutationen im SNCA-Gen auf, wie der A30P- und E46K-Mutation (Wise-Scira et 

al. 2013a; Wise-Scira et al. 2013b). Die C-terminale Domäne (AS 96-140) enthält viele 

organische Säuregruppen und liegt unstrukturiert vor (Davidson et al. 1998; Bussell 

und Eliezer 2003; Ulmer et al. 2005). Vermutlich vermittelt sie die Interaktion mit 

anderen Proteinen. Darüber hinaus scheint sie anti-aggregative Eigenschaften zu be-

sitzen (Park et al. 2002; Hoyer et al. 2004). 

αSYN wird im gesamten zentralen Nervensystem exprimiert und liegt besonders kon-

zentriert an Präsynapsen vor (Jakes et al. 1994). Dies und seine Vergesellschaftung 
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mit dem Reserve-Pool synaptischer Vesikel (Lee S-J et al. 2008; Zhang et al. 2008) 

verweisen auf eine funktionelle Verknüpfung mit dem Vesikel-Kreislauf in neurona-

len Endknöpfchen. Ebenso lassen Einschränkungen der synaptischen Funktion bei 

fehlender Expression (Abeliovich et al. 2000), aber auch bei Überexpression von 

αSYN (Decressac et al. 2012) die Notwendigkeit eines strengen Gleichgewichts der 

αSYN-Expression für die synaptische Funktion vermuten. 

αSYN-Monomere können sich verbinden und dabei Oligomere, Protofibrillen und Fib-

rillen bilden. Am Ende dieses Aggregationsprozesses steht der LB (Ishizawa et al. 

2003), ein Korrelat charakteristischer histopathologischer Ablagerungen und Na-

mensgeber einer Gruppe von neurologischen Erkrankungen. Zu dieser Gruppe der 

lewy body diseases gehört auch der MP. Dabei scheinen besonders präfibrilläre Oligo-

mere eine toxische Wirkung zu entfalten (Conway et al. 2000). Unter anderem beein-

flussen Poren-artige Oligomere die neuronale Membranpermeabilität und setzen so 

über einen Kalziumeinstrom einen proapoptotischen Stimulus (Danzer et al. 2007). 

1.3 Die Erforschung des Morbus Parkinson im Tiermodell 

1.3.1 Transgene Tiermodelle 

Basierend auf den oben beschriebenen hereditären MP-Fällen sind transgene Tier-

modelle etabliert worden. Zwei Modelle mit Fokussierung auf die Mutationen des 

αSYN (A53T und A30P) sind Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit und werden an 

dieser Stelle näher vorgestellt.  

Transgene Tiere der Studie von Giasson et al. 2002 mit der A53T-Mutation ((MoPrP)-

h[A53T]αSYN) entwickelten eine schwere Synucleinopathie mit Neurodegeneration 

und LB-Pathologie. Ab dem Alter von 8 Monaten traten erste Anzeichen einer motori-

schen Beeinträchtigung auf: initial das Vernachlässigen der Fellpflege, Gewichtsver-

lust und allgemeine Bewegungsarmut, gefolgt von schweren motorischen Defiziten 

(Rigor-artige Versteifung der Muskulatur bei passiver Bewegung, Teilparesen der 

Extremitäten, kurzzeitiges „Einfrieren“ des Hinterlaufs). Die Paresen begannen meist 

an den hinteren Extremitäten, nach 4 Tagen lag eine Tetraplegie vor. Die Tiere konn-

ten sich nicht mehr selbstständig aufrichten und wiesen einen charakteristisch ge-

krümmten Rücken auf. 10-21 Tage nach Symptombeginn mussten die betroffenen 

Tiere euthanasiert werden, um weiteres Leiden zu verhindern (Giasson et al. 2002). 
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Die behavioralen Veränderungen korrelierten mit dem Auftreten von αSYN-

Aggregaten und LBs (Giasson et al. 2002). In der Lokalisation der Hirn-Läsionen äh-

neln sich A53T-Tiere und Patienten mit LB-Erkrankungen. So weisen beide Verände-

rungen in einigen Kerngebieten auf, wie dem Locus coeruleus und dem Raphe-Kern. 

Auch Hirnstamm, Rückenmark und der Neocortex sind bei beiden betroffen (Shoji 

2000; Duda et al. 2002; Giasson et al. 2002; Lee et al. 2002). 

Für die A30P-Mutation des αSYN existieren mehrere transgene Tiermodelle. Das hier 

verwendete Tiermodell wurde von Kahle et al. 2000 etabliert. Die Expression von 

humanem αSYN wird in diesem Modell reguliert durch den Promotor Thy-1. Er gilt 

als besonders spezifisch für neuronale, aber auch gliale Zellpopulationen (Kemshead 

et al. 1982) und wird daher in Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen wie 

dem Morbus Alzheimer (Moechars et al. 1999) und dem MP (Kahle et al. 2000; Gers-

tenberger et al. 2016) verwendet. Individuen dieses Tiermodells ((Thy-1)-

h[A30P]αSYN) weisen LB-artige pathohistologische Veränderungen auf und zeigen 

sowohl Verhaltensänderungen als auch motorische Dysfunktionen (Kahle et al. 2000; 

Masliah et al. 2000; van der Putten et al. 2000). In diesem [A30P]αSYN-Modell konn-

ten αSYN-Aggregate in zahlreichen neuronalen Strukturen nachgewiesen werden, 

darunter auch in der Retina (Kahle et al. 2000). Es war intrazellulär präsynaptisch, 

innerhalb von Neuriten und dem neuronalen Soma lokalisiert. Zudem wurden intra-

zelluläre Aggregate aus mutiertem αSYN nachgewiesen (Kahle et al. 2000). Dabei 

konnte gezeigt werden, dass sowohl die histopathologischen Veränderungen als auch 

die Auffälligkeiten in Verhalten und motorischer Beeinträchtigung altersabhängig 

zunehmen (Neumann et al. 2002; Freichel et al. 2007; Fagerqvist et al. 2013). 

1.3.2 Der optische Nerv als Modell zur Erforschung des Morbus Parkinson 

1.3.2.1  Die Bedeutung des optischen Systems beim Morbus Parkinson 

Bei MP-Patienten konnten funktionelle Beeinträchtigungen des visuellen Systems 

objektiviert werden. Mit der Ableitung sogenannter visuell evozierter Potentiale 

(VEP) können Funktionsstörungen der retinalen Erregungsentstehung oder Erre-

gungsleitungsstörungen des visuellen Systems detektiert werden. Dabei kann eine 

Störung jede Struktur zwischen Retina und Cortex betreffen. Bei MP-Patienten zeigte 

sich eine Abschwächung der VEPs und eine interokuläre Asymmetrie der Potential-

Amplitude (Bodis-Wollner, I. et al. 1981). Das Elektroretinogramm (ERG) und multi-
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fokale Elektroretinogramm (mfERG) leiten die elektrischen Potentiale der RGZ direkt 

am Augapfel ab. Mit diesen Untersuchungsmethoden lässt sich also spezifisch die 

Funktion der RGZ beurteilen. Während das klassische ERG ein panretinales Potential 

ableitet, löst das mfERG das Potential nach Netzhautregionen auf. Beeinträchtigun-

gen, die auf die Fovea beschränkt sind, werden so sensitiver erfasst. In beiden Unter-

suchungsmethoden zeigten sich Abschwächungen der Potentialstärke bei MP-

Patienten, sogar bei Patienten in frühen Krankheitsstadien ohne subjektive visuelle 

Beeinträchtigung (Peppe et al. 1992; Ikeda et al. 1994; Tagliati et al. 1996; 

Palmowski-Wolfe et al. 2006; Sartucci et al. 2006; Moschos et al. 2011). In diesen Stu-

dien offenbarten sich auch Störungen des Farb- und Kontrastsehens. 

Neben einer Beeinträchtigung der Funktion konnten mittels der optischen Kohärenz-

Tomografie (OCT) strukturelle Veränderungen an der Retina von MP-Patienten nach-

gewiesen werden. Eine Verschmälerung der Nervenfaserschicht, wie in älteren Studi-

en gezeigt (Inzelberg et al. 2004; Altintaş et al. 2008), konnte in neueren Studien nicht 

bestätigt werden (Roth et al. 2014). Stattdessen zeigte sich eine Verschmälerung der 

retinalen Photorezeptorschicht und inneren Körnerschicht (Roth et al. 2014). 

Histologische Studien an Augen von älteren Patienten zeigten intrazelluläre Ablage-

rungen von αSYN und Ubiquitin in der inneren Körnerschicht und Ablagerungen des 

tau-Proteins in der Photorezeptorschicht und im Soma der RGZ als Teil des physiolo-

gischen Alterungsprozesses (Leger et al. 2011). Fibrillen aus Serin-129-

phosphoryliertem αSYN, dass bisher nur bei Patienten mit Synucleinopathien nach-

gewiesen wurde, konnte in den inneren Retinaschichten (Nervenfaserschicht, Gangli-

enzellschicht, innere Plexiforme Schicht) von MP-Patienten und Patienten mit LB-

Demenz nachgewiesen werden und deuten auf eine retinale Synucleinopathie bei die-

sen Patienten hin (Beach et al. 2014). Speziell für die Ganglienzellschicht wurde eine 

sowohl intra- als auch extrazelluläre Akkumulation von αSYN nachgewiesen (Bodis-

Wollner et al. 2014). 

In der Zusammenschau der oben dargestellten Studien wird die Beteiligung retinaler 

Strukturen an Synucleinopathien wie dem MP deutlich. Auch die RGZ, deren Axone 

sich im ON fortsetzen, scheinen an der Pathologie beteiligt. Der ON ist daher als Mo-

dell zur Erforschung des MP interessant. 
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1.3.2.2 Modellierung axonaler Degeneration im optischen Nerv 

Per intravitrealer Injektion konnte die Transduktion von RGZ mittels viraler Vektoren 

etabliert werden (Martin et al. 2002). Dabei findet die Integration beliebiger Gene in 

das Genom der RGZ statt. Durch die Integration des Gens für das Enhanced-green-

fluorescent-protein (EGFP) können die Axone der RGZ im ON mittels eines Fluores-

zenzmikroskops im lebenden Tier dargestellt werden, wenn der ON zuvor operativ 

freigelegt wurde. Mittels dieser Methode des so genannten Live-Imagings konnte 

erstmals am lebenden Tier nachvollzogen werden, dass eine traumatische Schädigung 

des ON zu axonaler Degeneration führt, ausgelöst durch einen massiven Kalzium-

Einstrom (Knöferle et al. 2010). 

In der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen ist jedoch ein kontinuierlicher 

und langsamer Kalzium-Einstrom wahrscheinlicher (Surmeier 2007). Deshalb eignet 

sich das mechanische Läsions-Modell eher zur Darstellung der akut-traumatischen 

Nervenschädigung. Um diesen Gegebenheiten Rechnung zu tragen, etablierten wir ein 

chemisches Läsions-Modell, in dem eine topische Applikation des Kalzium-Ionophors 

A23187 auf den ON erfolgte. Diese Substanz maskiert die Ladung von Kalzium-Ionen 

und ermöglicht die Passage durch die axonale Zellmembran. Dieser Kalzium-

Einstrom führte im Vergleich zur mechanischen Läsion zu schwächer ausgeprägten 

morphologischen Veränderungen. 

Das Kalzium-Ionophor A23187 ist ein bakterielles Molekül, das divalente Kationen 

durch biologische Membranen schleusen kann (Pressman 1976). Dazu bilden je zwei 

Moleküle ein Dimer, das einen Komplex mit dem divalenten Kation bildet. Dadurch 

wird die Ladung des Kations verborgen und es ist ihm möglich, lipophile Membranen 

wie die Zellmembran zu durchqueren. Die Stabilität dieser Komplexe hängt vom je-

weiligen Kation ab und verhält sich wie folgt: Mn2+ >> Ca2+ ≈ Mg2+ >> Sr2+ > Ba2+ 

(Chaney et al. 1976). 

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

In der Pathogenese des MP spielt die Degeneration von Axonen eine Schlüsselrolle. αSYN 

und seine mutierten Formen [A53T]- und [A30P]αSYN sind bekanntermaßen an diesem 

degenerativen Prozess beteiligt. Das bessere Verständnis der mechanistischen Zusammen-

hänge dieser axonalen Degenerationsprozesse ermöglicht innovative Strategien in der The-

rapie des MP.  
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Basierend auf der Arbeit von Knöferle et al. 2010 in Ratten wurde hier eine Maus-

adaptierte Live-Imaging-Technik und neue Läsionstechnik etabliert, um den Prozess der 

Kalzium-induzierten akuten axonalen Degeneration im ON am lebenden Tier zu visualisie-

ren. Mittels transgener MP-Mausmodelle untersuchten wir, ob [A53T]- und [A30P]αSYN 

in vivo Einfluss auf den Ablauf und das Ausmaß der axonalen Degeneration haben. Im 

Einzelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht: 

 Kommt es im ON der untersuchten transgenen Tiere zu einer Überexpression 

von αSYN? 

 Bestehen hinsichtlich der morphologischen Charakteristika und des zeitli-

chen Verlaufs der axonalen Degeneration nach Applikation des Kalzium-

Ionophors Unterschiede zwischen Wildtyp-Mäusen und den transgenen 

(MoPrP)-h[A53T]αSYN- und (Thy-1)-h[A30P]αSYN-Tiermodellen?  

 Werden zeitlicher Verlauf und/oder Morphologie der axonalen Degeneration 

durch das Alter der Versuchstiere beeinflusst? 

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die αSYN-Mutationen den 

Ablauf der axonalen Degeneration nach Kalzium-Einstrom signifikant und spezifisch 

beeinflussen. Die Ergebnisse zeigen damit spezifische Pathomechanismen von einzel-

nen αSYN-Mutanten auf, die bei der Pathogenese des MP eine entscheidende Rolle 

spielen könnten. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Firmen 

Abcam (Cambridge, Großbritannien); Abbott (Chicago, Illinois, USA) Agfa (Köln, 

Deutschland); Applichem (Darmstadt, Deutschland); BANDELIN electronic GmbH & 

Co. KG (Berlin, Deutschland); Becton Dickinson (Franklin Lakes, New Jersey, USA); 

BIO-RAD (München, Deutschland); Braun (Melsungen, Deutschland); Canon (Krefeld, 

Deutschland); Carl Zeiss Microimaging (Göttingen, Deutschland); Charles River 

(Sulzfeld, Deutschland); Covance (Princeton, New Jersey, USA); DAKO (Hamburg, 

Deutschland); David Kopf Instruments (Tujunga, USA); Dianova (Hamburg, 

Deutschland); Dremel (Leinfelden-Echterdingen, Deutschland); Eppendorf (Wesse-

ling-Berzdorf, Deutschland); GE Healthcare (Chalfont St. Gilles, Großbritannien); 

GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA); Hitachi GmbH (Düsseldorf, Deutschland); 

Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz); Invitrogen von ThermoFisher Scientific 

(Waltham, USA); IVC, Tecniplast (Hohenpeißenberg, Deutschland); Jackson 

ImmunoResearch Laboratory Inc. (Suffolk, Großbritannien); Kent Scientific (Tor-

rington, Connecticut, USA); Leica Microsystems (Mannheim, Deutschland); Medistar 

(Ascheberg, Deutschland); Menzel (Braunschweig, Deutschland); Merck (Darmstadt, 

Deutschland); Millipore (Darmstadt, Deutschland); N.I.H. (Bethesda, USA); Nikon 

Instruments (Düsseldorf, Deutschland); Precellys by Peqlab (Erlangen, Deutsch-

land); Proxxon (Föhren, Deutschland) Roth (Karlsruhe, Deutschland); Sarstedt 

(Nümbrecht, Deutschland); Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland); ThermoFis-

her Scientific (Waltham, USA); World Precision Intruments (Berlin, Deutschland) 

2.1.2 Chemikalien 

30 % H2O2 (Applichem)  

Bepanthen (Braun)  

BSA (Applichem) 

Buprenorphinhydrochlorid (Sigma) 

CaCl2 (Merck)  

Kalzium-Ionophore A23187 (Sigma) 

Citronensäuremonohydrat (Sigma) 

CPI (Roche)
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DAPI (Sigma)  

Dual Proteine Standard (BIO-RAD)  

DTT (Sigma) 

Glucose (Merck)  

Glycin (Applichem) 

HCl (Roth) 

Isofluran (Abbott) 

Ketamin (Medistar) 

Luminol (Calbiochem) 

Methanol (Applichem, Roth) 

Milchpulver: non-fat dried milk (Applichem) 

Mineralöl (Sigma) 

Mowiol-488 (Merck, Sigma) 

NaCl (Merck) 

NaOH (Applichem)  

p-Cumarsäure (Applichem) 

PFA (Applichem, Roth) 

PBS (Applichem, Roth) 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher scientific), Katalognummer: 23227 

PhosStop (Roche) 

PVDF-Membran (ThermoFisher Scientific) 

RIPA-Puffer (ThermoFisher Scientific) 

SDS (Applichem) 

Sterofundin (Braun) 

Sucrose (Applichem) 

Tris (Applichem) 

TritonX 100 (Applichem) 

Tween20 (Applichem) 

2.1.3 Antikörper und Viren 

2.1.3.1 Primärantikörper 

Mouse anti αSYN (human) (Covance), Katalognummer: Sig-39726 

Mouse anti αSYN (rat & mouse & human) (BD), Katalognummer: 610786 
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Mouse anti ß-Tubulin (Sigma), Katalognummer: T4026 

2.1.3.2 Sekundärantikörper 

Goat anti mouse IgG F(ab)2 Cy3 (Dianova), Katalognummer: 115165006 

2.1.3.3 Viren 

AAV 1/2 9(5)-hSyn-EGFP-CytBAS, Konz.: 5,6 x 107 transforming unit/µl (produziert 

und freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Herrn Professor Uwe Michel, Klinik 

für Neurologie, Universitätsmedizin Göttingen). Gen-Bank ID: HQ416702. 

 

Abbildung 1: Plasmidkarte des Virus AAV 1/2 9(5)-hSyn-EGFP-CytBAS. 
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2.1.4 Materialien und Instrumente 

96 well micro test plate (Sarstedt) 

Tierkäfige (IVC, Tecniplast) 

Mikroskop (IHC): Zeiss Axioplan, ausgerüstet mit einer 16-bit grayscale CCD Kamera 

(Carl Zeiss Microimaging) 

Mikroskop (Live-Imaging): Zeiss Axio Examiner (Carl Zeiss Microimaging) 

Bead mill homogenizer, Precellys 24® (Precellys by Peqlab) 

Bohrer: MICROMOT-Netzgerät NG 2/S, Aufsatz: 0,8 mm (Proxxon) 

Camera Legria, HFM36 (Canon) 

Cover slides 24x60mm (Menzel) 

Cryostat, CM 3050S (Leica) 

Cryomatrix (Thermo Scientific) 

Curix 60 Developer (Agfa) 

Deckgläser, Durchmesser 18 mm (Menzel) 

Electrophoresekammer (Bio-RAD) 

Electrophoresis power supply (GE Healthcare) 

Glass plates/Short plates (Bio-RAD) 

Glasskapillaren (World Precision Intruments) 

Headholder für Mäuse (David Kopf Instruments) 

Isofluran-Vernebler (Abbott) 

Micro4-based controller (World Precision Intruments) 

Mikrozentrifuge, 5415R (Eppendorf) 

Micro injector, Nanoliter 2000 pump head (World Precision Intruments) 

Sonifikator: Sonopuls HD2070.2 (BANDELIN) 

Wärmematte: Right Temp Warming Pad (Kent Scientific) 

Whatman Gel Blotting-Papier (GE Healthcare) 

2.1.5 Versuchstiere 

Die Mauslinie mit der Bezeichnung B6.Cg-Tg(THY1-SNCA*A30P)TS2Sud/J trägt eine 

mutierte Form des Gens für humanes αSYN namens A30P, bei der im Gen für αSYN 

die an der Position 30 befindliche AS Alanin durch die AS Prolin ausgetauscht ist 

(Kahle et al. 2000). Die Linie mit der Bezeichnung B6.C3-Tg(Prnp-

SNCA*A53T)83Vle/J trägt ebenfalls eine mutierte Form des Gens für humanes αSYN 

(Giasson et al. 2002), bei der im Gen für αSYN die an der Position 53 befindliche AS 
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Alanin durch die AS Threonin ausgetauscht ist. Beide Mutationen, A30P und A53T, 

sind auch bei Menschen bekannte familiäre Mutationen, die zum MP führen. Die ver-

wendeten Wildtyptiere stammen aus einer Linie namens C57Bl/6J. Alle Versuchstiere 

stammen aus eigener Zucht in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) 

der Universitätsmedizin Göttingen. Die Ursprungstiere für die Zucht stammen von 

der Firma Jackson Laboratory Inc.  

Für alle Experimente wurde von der zuständigen Behörde, dem Niedersächsischen 

Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES), nach aus-

führlicher Prüfung die Genehmigung erteilt (Tierversuchsantrag Nummer: 14/1551). 

2.1.6 Software 

AxioVision 4.6 (Carl Zeiss Microimaging) 

GraphPad Prism Demo 7.0 (GraphPad Software Inc.) 

ImageJ 1.47v (N.I.H.) 

(Fiji Is Just) ImageJ 1.47v (N.I.H.) 

Zen (Carl Zeiss Microimaging) 

2.1.7 Puffer und Lösungen 

Blockier- und Antikörper-Lösung für IHC: 2,5 % DS, 1 % immunglobulinfreies BSA. 

Blockierlösung für IHC: 10 % NHS, 5 % BSA, 0,3 % Triton, 25 mM Glycin in PBS. 

Blockiermilch für Westernblot: 5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T, 0,1 % TritonX, 100 ml 

in PBS. 

Citratpuffer: 100 ml: 10 mM Citronensäure (Monohydrat 0,21g) in H2O gelöst, pH-

Wert mit NaOH auf 6,0 eingestellt, 50 µl (0,05 %) Tween 20. 

DAPI Lösung: 1 µg/ml DAPI in PBS. 

ECL-1: 10 µl/ml 250 mM Luminol, 4,4 µl/ml 90 mM p-Cumarsäure, 100 µl/ml 1 M Tris 

pH 8,5 in destilliertem H2O. 

ECL-2: 0,9 µl/ml 30 % H2O2, 100 µl 1 M Tris pH 8,5 in destilliertem H2O. 

Elektrophorese-Puffer: 250 mM Tris, 1,0 M Glycin, 1,0 % SDS. 

Lysepuffer für Western Blots (500 µl): 455 µl Ripa, 25 µl Phospho-Stopp, 20 µl CPI. 

Laemmli-Puffer (pH 8,3): TRIS (25 mM), Glycin (192 mM) und SDS (0,1 % m/V) 

Laemmli-DTT-Puffer für Western Blot (200µl): 180µl 5-fach Laemmli-Puffer + 20µl 

DTT. 

Mowiol: 6 g Glycerin, 2,4 g Mowiol, 6 ml H2O, 12 ml 0,2 M Tris pH 7.2. 
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PBS: 9,5 mg/ml PBS in destilliertem H2O. 

PFA-Lösung (4 %): 40 mg/ml PFA, 9,55 mg/ml PBS in destilliertem H2O, pH 7,4 mit 

NaOH eingestellt.  

TBS: 10 mM Tris HCL, 150 mM NaCl in destilliertem H2O. 

TBS-T: 0,1 % Tween20 in TBS, pH 7,6. 

Transfer-Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % Methanol). 

Tris-HCl: 10 mM TBS, pH 8,3. 

2.2 Methoden 

Im Folgenden werden die der vorliegende Arbeit zugrunde liegenden Methoden be-

schrieben.  

Sämtliche Tierversuche inklusive Virusinjektion, Präparation des optischen Nervs 

und Live Imaging wurden von Herrn Steenken immer nur in Assistenz und unter der 

persönlichen Supervision von Dr. Böcker, Prof. Dr. Lingor oder PD Dr. Koch durchge-

führt. Die Narkose wurde von Dr. Böcker, Prof. Dr. Lingor oder PD Dr. Koch durchge-

führt und überwacht. 

2.2.1 Versuchstiernarkose 

Für die Operation und den postoperativen Zeitraum von insgesamt ca. 6 h wurde das 

Versuchstier mittels einer intraperitonealen Injektionsnarkose betäubt, für die intra-

vitreale Injektion von AAV-EGFP dagegen mittels Inhalation von Isofluran. 

2.2.1.1 Supportive Maßnahmen 

Während der Live-Imaging-Experimente erfolgten als supportive Maßnahmen wäh-

rend der Narkose zum einen die Platzierung des Versuchstiers auf einer Wärmematte 

mit rektalem Körpertemperatursensor. Damit lag die Körpertemperatur des Ver-

suchstiers konstant bei 36,5 °C. Zum anderen erfolgte eine subkutane (s.c.) Flüssig-

keitsgabe in die Nackenfalte (Sterofundin, 250 µl s.c.) alle 2 h. 

2.2.1.2 Intraperitoneale Injektionsnarkose 

Die Narkoseeinleitung erfolgte per i. p. Injektion von 100 µl einer Mischung aus Mede-

tomidin und Ketamin (1 ml Injektionslösung enthielten 60 µg Medetomidin und 12 

mg Ketamin in 0,9 % NaCl). Zuvor wurden die Tiere durch die Inhalation mit Isoflu-

ran in einer Inhalationsbox betäubt (Dosis: 5 % Isoflurangas in reinem O2, Flow: 

2L/min). Die Steuerung der Narkosetiefe und die Erhaltung der Narkose über den 
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gesamten Operations- und Imagingzeitraum (0,5-1 h Operation + 5 h Imaging) erfolg-

te ebenfalls mittels i. p. Injektion derselben Narkotika, wobei sich die Injektionsdosis 

am klinischen Eindruck der Narkosetiefe orientierte. Dazu wurde eine Schmerzreak-

tionstestung mittels Kneifen in den Hinterlauf durchgeführt. Trat eine sichtbare 

Schmerzreaktion auf (Bewegung des Hinterlaufs), wurde körpergewichtsunabhängig 

30 µl der Narkoselösung i. p. nachinjiziert. Dieser Vorgang aus Schmerzreaktionstes-

tung (Testung 10-15 Minuten nach letzter Injektion) und Nachinjektion wurde bis 

zum Ausbleiben der Schmerzreaktion wiederholt. Typischerweise benötigte das Ver-

suchstier etwa 2 h nach der initialen Narkotikagabe die erste Erhaltungsdosis von 30 

µl, danach stündlich eine weitere Dosis von 30 µl bis zum Versuchsende. Zur Analge-

sie erhielt das Versuchstier initial und nach 3 h je 100 µl Buprenorphin (Verdünnung 

1:10) subkutan. 

2.2.1.3 Inhalative Narkose 

Die inhalative Narkose erfolgte bei der Durchführung der intravitrealen Injektion von 

AAV-EGFP. Nach der Betäubung mit Isofluran in einer Isofluran-Box erfolgte die Plat-

zierung eines Gummischlauchs an der Schnauze des Tiers über das Isofluran 2-5 % 

bei 2 L/min Flow inhaliert wurde. Der Gummischlauch wurde vor der Schnauze des 

Tiers platziert und mit Klebeband abgedichtet. Zur Analgesie wurde den Versuchstie-

ren bei Narkoseeinleitung 100 µl Buprenorphin-Lösung (Konzentration: 30 µg/ml) 

subkutan injiziert. 

2.2.2 In-vivo-Live-Imaging axonaler Degeneration des optischen Nervs 

Die Methode des Live-Imagings dient der Untersuchung axonaler Degenerationspro-

zesse in vivo. Hierbei wurde die axonale Degeneration am ON – als Teil des zentralen 

Nervensystems – induziert. Der zeitliche Verlauf der resultierenden morphologischen 

Veränderungen von Fluoreszenz-markierten Axonen wurde anschließend am leben-

den Tier unter einem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet. 

Das Experiment hatte den folgenden Ablauf: Zwei Wochen vor dem eigentlichen Ima-

ging wurde den Tieren der Virus AAV-EGFP zur Transduktion der RGZ in den linken 

Augapfel injiziert. Zwei Wochen später erfolgte unter adäquater Narkose die operati-

ve Freilegung des ON. Mit der Applikation von Kalzium Ionophor A23187 begann das 

fünf-stündige live-Imaging. Am Ende wurde die Maus Mittels CO2-Intoxikation und 

Genickbruch euthanasiert. 
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Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf der experimentellen Schritte des Live-Imagings. 

2.2.2.1 Tierhaltung 

Die Versuchstiere wurden in Gruppen von maximal fünf Tieren in individuell belüfte-

ten Käfigen in einem 12 h-Tag-12 h-Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu Futter und 

Wasser gehalten und wogen bei Experimentbeginn je nach Alter zwischen 20 und 

30 g. 

Für die Versuche wurden ausschließlich homozygote Tiere im Alter von 3-5 und 7-9 

Monaten verwendet. Die Genotypisierung anhand qPCR wurde nach dem Protokoll 

der Jackson Laboratory Inc. von Frau Dr. rer. nat. Eleonora Carboni durchgeführt. 

2.2.2.2 Intravitreale Injektion von AAV-EGFP zur Fluoreszenzmarkierung der 

Axone des optischen Nervs 

Zwei Wochen vor dem geplanten Imaging wurde den Versuchstieren jeweils 2 µl ei-

nes Virus (AAV1/2 9(5)-hSyn-EGFP-CytBAS, Konz.: 5,6 x 107 transforming units/µl) 

mittels eines Mikroinjektors in den Glaskörper des linken Auges injiziert. Das Virus 

transduziert RGZ vermittelt die Expression des Fluoreszenz-Proteins EGFP im Zytosol 

der Axone des ON. 

Der Mikroinjektor wurde mit einer selbstgezogenen und an der Spitze zu einem 

Schliff gebrochenen Glaskapillare versehen, welche mit Mineralöl gefüllt war. Im An-

schluss wurden etwa 1 µl Luft und anschließend 2 µl Virus aufgezogen. Die Luft dien-

te zur Trennung von Virus und Mineralöl. Letzteres induziert beim Versuchstier eine 

Entzündungsreaktion und darf nicht mit injiziert werden. 

 

Abbildung 3: Schemazeichnung einer Glaskapillare zur intravitrealen Injektion. 
In die mit Mineralöl ausgefüllte Kapillare wurden nacheinander 1 µl Luft und 2 µl des 
Virus‘ AAV-EGFP aufgezogen. 
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Ziel war in erster Linie eine Transduktion der Ganglienzellen des kranialen Retina-

Abschnitts, da deren Axone unter dem Fluoreszenzmikroskop am besten zu beurtei-

len sind. Nachdem die Maus durch Isofluran-Inhalation (4-5 %, 1 L/min O2) ausrei-

chend narkotisiert war (ausbleibende Schmerzreaktion bei Kneifen in die Hinterpfo-

te), wurde im Bereich des kranialen Augenabschnitts an der Ora serrata senkrecht 

mit der Glaskapillare eingestochen. Dabei zeigte der Schliff in Richtung des Sehner-

venaustritts. Dann erfolgte die Injektion von 2 µl Virus innerhalb von 1 Minute. Nach 

erfolgter Injektion wurde für mindestens 30 Sekunden verharrt, bevor die Kapillare 

zurück gezogen wurde, um ein Auslaufen des Virus zu minimieren. 

Zum Abschluss erhielt die Maus 100 µl Buprenorphin (Verdünnung 1:10) s.c. als 

postoperative Schmerztherapie und Bepanthen-Augensalbe auf beide Augen zur 

Unterstützung der Wundheilung und Pflege. 

2.2.2.3 Operative Freilegung des optischen Nervs 

Es erfolgte die Einleitung der intraperitonealen Narkose wie vorherig beschrieben. 

Die Fixierung des Kopfes erfolgte mittels eines selbst hergestellten „Head-Holders“. 

Dazu wurde der Kopf nach gründlicher Rasur der Schädelpartie mittels zweier Ohr-

stecker im äußeren Gehörgang, sowie mit einem Stift zwischen Ober- und Unterkiefer 

eingespannt. 

 

Abbildung 4: Präoperative Vorbereitung. A: Headholder mit Wärmematte rechts 
im Bild, B: Die Maus wird mit Schnauze und beiden Ohren fixiert (3-Punkt-Fixation). 

Der Hautschnitt begann mittig zwischen den Augen und folgte etwa einen Zentimeter 

lang einer sagittalen Schnittführung median über der Schädelkalotte. Die Haut ent-

lang des Schnitts wurde mit Haken auseinandergespreizt. Dabei lagen sich in der 

Schnittmitte zwei Haken gegenüber und zogen in 90°-Richtung zur Schnittführung. 

A B 
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Zwei weitere Haken wurden an den Schnitträndern positioniert und zogen die Haut 

nach links/vorne bzw. links/hinten (aus der Perspektive des Versuchstiers) (siehe 

Abbildung 5A). 

Nun bestand Aufsicht auf die linke Orbitakante, noch umgeben von Bindegewebe. 

Dieses wurde streng am knöchernen Rand der Orbita per Elektrokoagulation ent-

fernt. 

Der darunter gelegene Bindegewebssack enthält sowohl die Tränendrüse als auch 

einen meist gut durchbluteten Venenplexus. Bei der Eröffnung des Sacks kam es in 

der Folge nicht selten zu Blutungen, die entweder spontan sistierten oder durch 

Kompression mit Wattetupfern gestillt wurden. 

Nach Eröffnung und eventueller Blutstillung wurde die Tränendrüse nach medial 

mobilisiert, ohne sie dabei aus der Orbita heraus zu ziehen. Der Nervus 

supraorbicularis wurde durchtrennt. 

Der nun sichtbare M. rectus superior wurde mittels Pinzette am Ursprung durch-

trennt, nach vorn geklappt und mit dem vorderen der vier Haken fixiert. Dieser Ha-

ken hielt nun den Muskelansatz zusammen mit der Haut. So wurde eine teilweise Lu-

xation des Augapfels aus der Orbita erreicht. Der ON wurde anschließend vom 

perinervalen Fettgewebe stumpf freipräpariert. Um nun die den Nerv umgebende 

Durascheide zu eröffnen, wurde diese vorsichtig einen Millimeter vom distalen Ende 

des Nervs gepackt und in Richtung des Augapfels gezogen, um sie zu zerreißen und 

von der Nervenoberfläche zu entfernen. Der blanke Nerv präsentierte sich nach er-

folgreicher Freilegung weiß und silbrig glänzend. 
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Abbildung 5: Operationssitus. A: Aufsicht auf die Orbitakante nach Hautschnitt und 
Hakenfixation von Cutis und Subcutis, B: Nach Koagulation des Bindegewebes stellt 
sich die knöcherne Orbitakante dar, C: Präparation des M. rectus superior. In der Tie-
fe ein Tupfer zur Blutstillung, D: Nach Anteroluxation des M. rectus superior und Ent-
fernung von intraorbitalem Fettgewebe stellt sich der N. opticus dar. Weißes Recht-
eck zeigt die Ausschnittsvergrößerung in E, E: Nahansicht des N. opticus, Dura mater 
im hinteren Anteil bereits teilweise entfernt. 

2.2.2.4 Einstellung des optischen Nervs unter dem Fluoreszenz-Mikroskop 

Ziel der Einstellungsphase war die möglichst parallele Ausrichtung des ON, die somit 

möglichst longitudinale Darstellung der fluoreszenzmarkierten Axone. Als Bereich 

besonders geeignet schien dafür der Nervenaustrittspunkt aus dem Augapfel. Zur 

Adjustierung bestand die Möglichkeit, entweder die Stellung und den Zug der Haken 

zu variieren, oder an der Orbitakante Knochenmaterial zu entfernen. War der Ner-

venaustrittspunkt zufriedenstellend dargestellt, d. h. viele Axone ließen sich über eine 

längere Strecke nachverfolgen, wurde eine erste Aufnahme angefertigt. Die Aufnah-

men wurden angefertigt unter Verwendung des Zeiss-Axio-Examiner-Mikroskops. Die 

Aufnahmen erfolgten bei 400-facher Vergrößerung (Objektiv: 40x, Fotookular: 10x). 

Die Aufnahmen wurden mit der Software „Zen“ erstellt und sowohl als cvi-Datei lokal 

als auch auf einer externen Festplatte gespeichert. Ein „Bild“ entsprach dabei einer 

Reihe von Aufnahmen („Z-Stacks“) in unterschiedlichen Tiefenebenen. So konnte der 

dreidimensionale Verlauf der Axone nachvollzogen werden. 

B A 

C D 

E 

E 
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2.2.2.5 Induktion axonaler Degeneration durch lokale Applikation des Kalzium-

Ionophors A23187 

Zur Initiation axonaler Degeneration wurde nach Beendigung der Operation und nach 

Platzierung des Versuchstiers unter dem Fluoreszenz-Mikroskop das Kalzium-

Ionophor A23187 (Konzentration: 250 µM) auf den Nerv aufgebracht, sodass er kom-

plett umspült war (aufgebrachtes Volumen ca. 1 ml) und eine Stunde dort belassen. 

Der Degenerationsprozess wurde fünf Stunden lang verfolgt, indem zu folgenden 

Zeitpunkten je ein Bild angefertigt wurde: Zum Zeitpunkt 0 Minuten vor Applikation 

des Kalzium-Ionophors und 30, 60, 90, 120, 180, 240 sowie 300 Minuten nach Appli-

kation. 

Während des Imagings musste die Narkosetiefe überwacht werden, indem regelmä-

ßig die Reaktion auf einen Schmerzreiz (Kneifen in den Hinterlauf) überprüft wurde. 

Wenn eine Schmerzreaktion ausgelöst werden konnte, wurde die 

Isoflurankonzentration schrittweise erhöht, bis keine Schmerzreaktion mehr erfolgte. 

2.2.2.6 Euthanasieverfahren und Gewinnung von Gewebeproben 

Nach Abschluss des Imagings erfolgte die Tötung der Versuchstiere mittels CO2-

Intoxikation bis zum Atemstillstand und anschließendem Genickbruch. 

2.2.2.7 Auswertung 

Die Auswertung erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ. Zur Quantifi-

zierung der axonalen Degeneration musste ein Verfahren zur Auswertung der Bildda-

ten gefunden werden. Der axonale Verfall äußerte sich in der Bildung axonaler Aus-

stülpungen, im Folgenden Bulbs genannt, die im Bild als helle Punkte sichtbar wurden 

(siehe Abbildung 6B). Je mehr Bulbs ein Axon ausbildete, desto größer der axonale 

Schaden. Allerdings konnten sichtbare Bulbs nicht sicher bestimmten Axonen zuge-

ordnet werden, u. a. weil die Axone besonders zu späten Zeitpunkten aufgrund eines 

vermehrten Ausbleichens des EGFP durch die wiederholte Belichtung (Bleaching) 

nicht mehr abgrenzbar waren oder ihr Verlauf schwer nachzuvollziehen war. Einzel-

ne Axone waren besonders im Initialbild vor Applikation des Kalzium-Ionophors 

voneinander und gegenüber dem Hintergrund unterscheidbar. Deshalb wurden An-

zahl und Länge aller beobachteten Axone im Initialbild quantifiziert. Abbildung 6A 

zeigt ein solches Initialbild. Es ist noch keine Degeneration erkennbar, die einzelnen 

Axone können jedoch klar als helle Linien identifiziert werden. Das gelbe Rechteck 
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definiert das Messareal. Es liegt in jedem Einzelbild des Z-Stacks und bei den Z-Stacks 

aller gemessener Zeitpunkte an derselben Stelle des ON. Es ist so platziert, dass eine 

Seite (in diesem Fall die kurze Seite) parallel zur Axonverlaufsrichtung liegt. Ihre 

Länge entspricht also näherungsweise der Länge aller Axonabschnitte innerhalb des 

Rechtecks. Dies beruht auf der vereinfachten Annahme, dass alle Axone parallel zu 

dieser Seite verlaufen. Tatsächlich werden die meisten Axone leicht schräg verlaufen. 

Den Weg, den sie durch den Messbereich nehmen, wird daher länger sein, eine Unge-

nauigkeit, die bei dieser Methode in Kauf genommen werden muss. Die andere Seite 

des Rechtecks (in diesem Fall die lange Seite) verläuft senkrecht zu den Axonen. Der 

Annahme folgend, dass die Axone im Messbereich parallel zur kurzen Seite velaufen, 

schneiden alle Axone im Messbereich die lange Seite und können so gezählt werden. 

Um Fehler bei der Zählung zu vermeiden, wurden die Axone im 0h-Bild und im 0,5 h-

Bild gezählt und das arithmetische Mittel gebildet. Wird nun die Anzahl der Axone im 

Messbereich mit der Länge der kurzen Seite (die der Länge der Axonabschnitte im 

Messbereich entspricht) multipliziert, erhält man die Axongesamtlänge des Messbe-

reichs (Einheit: µm). So wird das Problem umgangen, dass einige Axone nicht sicher 

in ihrem Verlauf verfolgt werden können. Im Verlauf des Imagings wurden nun in-

nerhalb des Rechtecks Bulbs sichtbar. Diese wurden gezählt und ihre Anzahl durch 

die Axongesamtlänge dividiert. Der so erzeugte Messwert gibt die Bulb-

Verteilungsdichte  an und dient als Maß für die axonale Schädigung. Zur besseren An-

schaulichkeit geben wir die Bulb-Verteilungsdichte als Bulb-Anzahl pro 100 µm Axon-

länge an: 

                 
                

                
    [/100 µm] 
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Abbildung 6: Auswertung der Live-Imaging-Daten. Der Bildausschnitt zeigt ein 
Areal des N. opticus vor (A) und einige Stunden nach Applikation von Kalzium-
Ionophor. Zu erkennen sind Bulbs als helle Flecken. Darüber hinaus sind einzelne 
Axone nicht mehr differenzierbar (B). Der Messbereich liegt innerhalb des gelb mar-
kierten Rechtecks. 

2.2.2.8 Erstellung von repräsentativen Abbildungen zum Degenerationsverlauf 

Da es sich bei den Z-Stacks um eine Reihe von Bildern mit unterschiedlichen Fokus-

sierungsebenen handelte, in denen immer nur ein kleiner Teil des ausgewählten Are-

als scharf abgebildet wurde, mussten Additionsbilder aus dem Z-Stack-Bildmaterial 

erstellt werden. Denn, wie auch in Abbildung 6 zu sehen, eignen sich die Z-Stacks 

zwar zur Auswertung, nicht aber zur repräsentativen Visualisierung der Bulb-

Formierung in der vorliegenden Arbeit. Die einzelnen Schritte der Bildbearbeitung 

mit dem Programm „(Fiji Is Just) ImageJ“ werden im Folgenden dargelegt. 

Zunächst wurde von den jeweiligen repräsentativen Z-Stacks Substacks erstellt, es 

wurden dabei alle Bilder verworfen, die den interessanten Bereich nicht scharf abbil-
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deten (Image → Stacks → Tools → Make Substack). Innerhalb dieses Substacks wurden 

alle Einzelbilder verworfen, die durch Atembewegungen des Versuchstiers o.ä. eben-

falls unscharf waren (Image → Stacks → Delete Slice). Mit den übrigen Stacks wurde 

nun ein Additionsbild erstellt, in dem über einen Filter vorrangig Areale mit maxima-

ler Leuchtintensität berücksichtigt wurden, um eine möglichst gute Abgrenzung der 

hell leuchtenden Axone und Bulbs von der Umgebung zu erreichen (Image → Stacks 

→ Z-Project, Filter: Maximum Intensity). Die übrigen Filter erwiesen sich als subopti-

mal, da sich entweder ein sehr kontrastarmes Additionsbild ergab, oder Bulbs 

und/oder Axone heraus gerechnet wurden. Für eine bessere Kontrastierung wurden 

die Additionsbilder entsprechend nachbearbeitet (Process → Sharpen/Substract 

Background/Enhance local contrast). Diese Bearbeitungsschritte wurden bei allen 

gezeigten Additionsbildern in dieser Arbeit gleich angewandt, um eine optimale Ver-

gleichbarkeit zu gewährleisten. 

2.2.3 Western Blot 

Um αSYN in den Neuronen des ON nachzuweisen, wurden Western Blots angefertigt. 

Die verwendeten Primärantikörper waren dabei spezifisch für humanes und endoge-

nes, murines αSYN: Mouse anti αSYN (BD) und für ß-Tubulin: Mouse anti ß-Tubulin 

(Sigma). Sekundärantikörper: Goat anti mouse IgG F(ab)2 Cy3 (Dianova). 

Beim untersuchten Gewebe handelte es sich um die ON der Versuchstiere aus den 

Imaging-Experimenten, die nach Tötung der Tiere entnommen und mittels Flüssig-

stickstoff kryokonserviert wurden. 

2.2.3.1 Herstellung der Gewebelysate 

Die Gewebeproben wurden mit jeweils 40 µl Lyse-Puffer mittels Plastikpastille durch 

Dreh- und Stoßbewegungen mechanisch homogenisiert. Zum Ansetzen von 500 µl 

Lyse-Puffer wurden verwendet: 455 µl Ripa, 25 µl PhosStop, 20 µl CPI. Anschließend 

wurde das Lysat zwei Mal für jeweils 20 Sekunden sonifiziert (40 % Intensität). Ab-

schließend erfolgte eine Zentrifugation für 20 Minuten bei 4 °C mit 16000 Umdre-

hungen pro Minute. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt. 

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-PAGE dient der Auftrennnung von Proteinen aus Gewebe- oder Zell-Lysaten 

anhand der Molekülgröße mithilfe eines elektrischen Feldes in einer Gel-Matrix. Es 
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wurde ein 15 %-iges Trenngel verwendet. Zusammensetzung des 15 %-igen Trenn-

gels: 4,25 ml Acryamidbisacryl; 2,13 ml 4x Tris/SDS pH 8,8; 2,13 ml H2O; 42,5µl 10 % 

APS; 4,25 µl TEMED. 

Zunächst erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate mittels des 

Pierce™ BCA Protein Assay Kits (ThermoFisher Scientific) nach Herstellerprotokoll. 

Bovines Serumalbumin (BSA) wurde als Standartprobe für die Kalibierungskurve 

verwendet. Die Proben wurden bei einer Wellenlänge von 562 nm in einem 96-well-

plate-reader ausgelesen. 

Jede Probe wurde mit 11,5 µl Puffer (200 µl Puffer enthielten 180 µl 5-fach Laemmli-

Puffer + 20 µl DTT) für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Anschließend wurde das Volu-

menäquivalent von 7 µg Lysat-Protein in die jeweiligen Taschen des Sammelgels ge-

füllt. Zusammensetzung des Sammelgels: 0,325 ml 30 % Acryamidbisacryl; 0,625 ml 

4x Tris/SDS pH 6,8; 1,515 ml H2O; 12,5 µl 10 % APS; 2,5 µl TEMED; 10 µl 0,5 % 

Bromphenolblau. Zwei Taschen enthielten einen Elektrophorese-Marker (Dual Prote-

ine Standard, BioRad). Das Gel befand sich in einem Elektrophorese-Puffer (500 ml 

Puffer enthielten 15,12 g 250 mM Tris, 71,25 g 1,0 M Glycin, 5 g 1,0 % SDS). 

Es wurde eine Spannung von 50 Volt angesetzt, bis die Probe in das Trenngel vorge-

drungen war. Danach wurde die Spannung auf 100 Volt erhöht. 

2.2.3.3 Immunoblotting und Banden-Visualisierung 

Um die Proteine vom Gel auf eine PVDF-Membran zu übertragen, wurde die Membran 

(zuvor für 30s in Methanol aktiviert) in einer Kassette platziert, umgeben von zwei 

Whatman Filterpapieren und zwei Kunstoff-Schaumpads. Whatman-Filterpapiere 

und Kunststoff-Schaumpads wurden zuvor in Transfer-Puffer (1000 ml Transfer-

Puffer enthielten 3,025 g 25 mM Tris-base, 14,4 g 192 mM Glycin, 200 ml 20 % Me-

thanol) getränkt. Die Kassette wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt. 

Das Blotting erfolgte bei einer Spannung von 100 Volt für 1,25 h. 

Nach erfolgreichem Blotting wurden die Membranen mit 5 %-iger Blockier-Milch 

(100 ml TBS-T enthielten 5 g Milchpulver) für 1 h blockiert. Anschließend wurde die 

Membran mit dem Primärantikörper gegen αSYN (verdünnt 1:500 in Milch) und ge-

gen Tubulin (verdünnt 1:8000 in Milch) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimali-

gem Waschen in TBS-T für jeweils 10 Minuten erfolgte das Auftragen des Sekundär-
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Antikörpers (verdünnt 1:1000 in Milch), ein Antikörper, an den eine Peroxidase ge-

bunden war. Nach einstündiger Inkubation bei Raumtemperatur und nachfolgender 

Waschung (3 mal 10 Minuten in TBST) wurde die Membran mit einer Mischung der 

ECL-Lösungen 1 und 2 inkubiert. Die ECL-Lösungen enthielten: 100 µl Luminol 250 

mM, 44 µl p-Coumarsäure 90 mM, 1 ml Tris 1 M pH 8,5, 8,85 ml dest. H2O (Lösung 1) 

und 6 µl H2O2 30 %, 1 ml Tris 1 M pH 8,5, 9 ml dest. H2O (Lösung 2). Die Mischung der 

beiden Lösungen erfolgte im Verhältnis 1:1. Es kam zu einer Chemolumineszenz-

Reaktion, die zur Belichtung von Filmen genutzt wurde. Zum Entwickeln der Filme 

wurde ein Curix 60 Developer verwendet. 

2.2.4 Immunohistochemische Färbung von Gewebeschnitten optischer 

Nerven auf humanes α-Synuclein 

2.2.4.1 Gewinnung der Gewebeproben und Anfertigung von Kryoschnitten 

Nach erfolgtem Imaging und nach Euthanasie des Versuchstiers wurde auf der nicht-

operierten Seite der Augapfel samt Teilstück des ON entnommen, über Nacht in PFA 

fixiert und bei -20 °C eingefroren. 

Im Verlauf wurde dem Gewebestück mittels einer 30 %-igen Sucrose-Lösung Flüssig-

keit entzogen. Je nach Größe des Gewebestücks dauerte dies 1-2 Tage. Die ausrei-

chende Dehydrierung wurde durch ein Absinken des Gewebestücks in der Sucrose-

Lösung angezeigt. Anschließend wurde das Gewebestück in Cryomatrix eingebettet 

und bei -20 °C zu einem Block eingefroren. 

Mittels des Cryostats, CM 3050S wurden 16 µm-dicke Schnitte in Längsrichtung des 

ON angefertigt. Die Temperatur der Kühlkammer betrug dabei -20 °C. Die Schnitte 

wurden auf Objektträger aufgebracht und trockneten ohne Abdeckung bei 37 °C für 

1 h. Anschließend wurden sie bei -20 °C gelagert. 

2.2.4.2 Immunohistochemische Färbung der Gewebeschnitte 

Die Gewebeschnitte wurden zunächst für 30 Minuten bei 80 °C in Citratpuffer 

inkubiert und kühlten anschließend 30-60 Minuten auf Raumtemperatur ab. Nun 

zweimalige fünfminütige Waschung mit PBS, Inkubation für 20 Minuten in 25 mM 

Glycin in PBS, Wiederholung der Waschung (2 mal 5 Minuten in PBS). Im Anschluss 

1,5 h Inkubation bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer mit 100-200 µl Blockie-

rungslösung pro Schnitt. 
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Die Gewebeschnitte wurden mit dem anti αSYN-Primärantikörper (Covance) in einer 

Verdünnung von 1:500 in Blockierlösung über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

 

Nach dreimaliger Waschung in PBS für 15 Minuten erfolgte das Auftragen der Sekun-

därantikörper (gt anti-mo Cy3 (Dianova), 1:250 verdünnt in Blockierungslösung) und 

die anschließende Inkubation bei Raumtemperatur für 1,5 h in der Feuchtkammer. 

Nach 3 mal 10-minütiger Waschung in PBS folgte das Auftragen von DAPI (Inkubation 

für 2 Minuten bei Raumtemperatur) und Waschung zweimal für 10 Minuten in PBS. 

Nach dem Trocknen wurden die Schnitte mit Mowiol eingedeckelt. 

Die Aufnahmen erfolgten mit dem Mikroskop Zeiss-Axioplan bei 200-facher Vergrö-

ßerung für die Übersichtsaufnahmen (Objektiv: 20x, Fotookular: 10x) und bei 400-

facher Vergrößerung für die Detailaufnahmen (Objektiv: 40x, Fotookular: 10x). 

2.2.5 Retina-Flat-Mounts 

Nach erfolgtem Imaging und nach Euthanasie des Versuchstiers wurde der Augapfel 

samt Teilstück des ON auf der operierten Seite entnommen und in PFA über Nacht 

fixiert. 

Am Folgetag wurde das fixierte Gewebe vom Bindegewebe befreit und der Augapfel 

entlang der Ora serrata aufgeschnitten. Die Retina wurde in toto entnommen, auf ei-

nem Objektträger ausgebreitet und mit 10 %-igem Glycerol eingedeckelt. 

Nach erfolgter Präparation wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Zeiss-

Axioplan) Bilder der mit AAV-EGFP transduzierten RGCs und Axone der Retina ange-

fertigt als Kompositaufnahme bei 400-facher Vergrößerung (Objektiv: 40x, Fotooku-

lar: 10x). 

2.2.6 Nervenquerschnitte 

Die Gewinnung der Gewebeproben und die Anfertigung der Kryoschnitte erfolgten 

wie in Abschnitt 2.2.3.1. mit dem Unterschied, dass erstens die ON der Seite verwen-

det wurden, auf der zuvor geimaged wurde und zweitens die Schnittrichtung dabei 

quer und nicht längs erfolgte. Wie bei den Retina-Flat-Mounts waren auch hier keine 

weiteren immunhistochemischen Färbungen notwendig. 
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Die Aufnahmen erfolgten mit dem Mikroskop Zeiss-Axioplan in 200-facher Vergröße-

rung (Objektiv: 20x, Fotookular: 10x). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis der Transduktion retinaler Ganglienzellen mit AAV-

EGFP 

Für die Durchführung der Live-Imaging-Experimente ist die Expression von EGFP 

insbesondere in RGZ des kranialen Retinaabschnitts entscheidend. Zur Evaluation der 

erfolgreichen Transduktion der RGZ wurden Retina-Flat-Mounts (n=5) und Kryo-

querschnitte des ON (n=7) angefertigt. 

In der Fluoreszenzmikroskopie der Retina-Flat-Mounts (siehe exemplarisch Abbil-

dung 7) konnte die erfolgreiche Transduktion von RGZ mit AAV-EGFP nachgewiesen 

werden. An einem Ort der Netzhautperipherie (mutmaßlich der kraniale Abschnitt, 

der mit der Spitze der Injektionsnadel gezielt angesteuert wurde; genaue Zuordnung 

im Flat-Mount jedoch nicht möglich) zeigte sich das Fluoreszenzsignal verstärkt. Zu-

dem zeigte sich eine verstärkte Transduktion in Netzhautbereichen um die retinalen 

Gefäße. 

Die Fluoreszenzmikroskopie der Nervenquerschnitte (siehe exemplarisch Abbildung 

8) bestätigte die Expression von EGFP in den Axonen des ON. Eine Betonung der 

Transduktion in einem peripheren, mutmaßlich dem kranialen Bereich wie in den 

Retina-Flat-Mounts konnte auch in den Querschnittpräparaten nachvollzogen wer-

den. In allen Querschnitten war außerdem ein mittiger Streifen mit intensivierter 

Leuchtstärke, d. h. mit einer verstärkten axonalen Transduktion auszumachen. 
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Retina-Flat-Mounts 
zwei Wochen nach Transduktion der RGZ mit AAV-EGFP. A: Übersicht. Transdu-
zierte RGZ sind grün markiert. Die Transduktion zeigt sich verstärkt im mutmaßlich 
kranialen Abschnitt der Netzhautperipherie (oberer Bildabschnitt) und in Bereichen 
um die retinalen Blutgefäße (Pfeilspitzen). Pfeil: Papille. Maßstabsbalken: 500 µm. B: 
Detailansicht (Ausschnitt, siehe Rechteck in A). Neben den grün aufleuchtenden RGZ 
sind transduzierte Axone erkennbar (Pfeile), die aus der Netzhautperipherie Richtung 
Papille ziehen. Maßstabsbalken: 100 µm. 
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Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des ON einer Maus im 
Querschnitt zwei Wochen nach Transduktion der RGZ mit AAV-EGFP. Der Nerv 
ist in sein umgebendes Bindegewebe eingebettet. Transduzierte Axone sind als grün 
aufleuchtende Punkte zu erkennen. Es zeigt sich eine Verstärkung der Transduktion 
in einer halbmondförmigen Zone der Nervenperipherie (im Bild rechts unten) sowie 
auf der gegenüber liegenden Seite. Die Axone der inneren Bereiche des Nervs sind bis 
auf eine bandförmige Zone in der Mitte eher schwach transduziert. Maßstabsbalken: 
100 µm. 
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3.2 Expression von α-Synuclein im optischen Nerv transgener 

Versuchstiere 

Zunächst sollte untersucht werden, ob das mutierte humane αSYN im ON der trans-

genen Versuchstiere exprimiert wird. Hierzu wurden Western Blots durchgeführt mit 

einem αSYN-Antikörper (BD), der sowohl endogenes Mäuse- als auch zusätzlich 

exprimiertes humanes αSYN nachweist, und Gewebeproben aus dem ON junger Ver-

suchstiere. In den Proben der transgenen Tiere ([A53T]αSYN und [A30P]αSYN) ließ 

sich das endogen exprimierte humane αSYN mit einem Molekulargewicht von 19 kDa 

nachweisen. Die WT-Tiere zeigten wesentlich schwächere Banden, die auf einen ge-

ringen Gehalt von murinem αSYN hindeuteten. 

Die dazugehörige Quantifizierung (siehe Abbildung 9B) belegte einen statistisch sig-

nifikant vermehrte Expression von αSYN in den ON transgener Tiere gegenüber den 

Wildtypen im Alter von 3-5 Monaten. Hervorzuheben ist, dass sich auch zwischen den 

beiden untersuchten transgenen Gruppen ein unterschiedlicher αSYN-Gehalt im ON 

nachweisen ließ: So war der αSYN-Gehalt in den Proben der [A53T]αSYN-Tiere signi-

fikant höher als in den Proben der [A30P]αSYN-Tiere. 

Für die Western Blots wurden fast ausschließlich transgene Tiere verwendet, die 

homozygote Träger des mutierten SNCA-Gens waren. Nur Bande 6 (siehe Abbildung 

9A) repräsentiert ein heterozygotes Tier aus der [A53T]αSYN-Gruppe. Dieses Tier 

wurde für die oben gezeigte Quantifizierung nicht mitberücksichtigt. Auch in den 

Live-Imaging-Experimenten wurden ausschließlich homozygote Tiere verwendet. 

Jedoch zeigte sich hier auch bei Heterozygotie ein deutlich erhöhtes Expressions-

Level für αSYN im Vergleich zum WT. Zwischen den homozygoten Tieren und dem 

heterozygoten Tier ergab sich kein signifikanter Unterschied des αSYN-Gehalts im 

ON: Ordinary one-way ANOVA (p<0.0001); Tukey’s multiple comparisons test: p<0,01 

([A53T]αSYNheterozygot vs. WT); p>0,05 ([A53T]αSYNheterozygot vs. [A53T]αSYNhomozygot). 
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Abbildung 9: Nachweis der Expression von αSYN im ON transgener Mäuse mit-
tels Western Blot. A: Die oberen Banden zeigen Tubulin mit einem Molekularge-
wicht von 50kDa, die unteren Banden αSYN mit einem Molekulargewicht von 19kDa. 
Gezeigt sind repräsentative Banden (Bd. 1-9) einzelner Tiere (keine Duplikate) im 
Alter von 3-5 Monaten für folgende Tierstämme: [A30P]αSYN: n = 4 (Bd. 1-3); 
[A53T]αSYN: n = 7 (Bd. 4-6); WT: n = 5 (Bd. 7-9). Bande 6 stammt von einem hetero-
zygoten Träger des mutierten SNCA-Gens, alle anderen Banden stammen von homo-
zygoten Tieren. B: Quantifizierung des αSYN-Gehalts gegenüber dem Tubulin-Gehalt. 
Die Abzisse zeigt die relative IDV von αSYN zu Tubulin bei den untersuchten Tier-
stämmen. Es zeigt sich neben einem signifikant höheren αSYN-Gehalt bei transgenen 
Tieren gegenüber den Wildtypen (Statistik nicht gezeigt) ebenfalls ein signifikanter 
Unterschied der transgenen Stämme untereinander. Statistische Tests: Ordinary one-
way ANOVA: p<0,001 (nicht gezeigt), Tukey’s multiple comparisons test: [A53T]αSYN vs. 
WT: p<0,0001 (nicht gezeigt); [A30P]αSYN vs. WT: p<0,01 (nicht gezeigt); [A30P]αSYN 
vs. [A53T]αSYN: p<0,05 (*). Fehlerbalken: Standardfehler des arithmetischen Mittel-
werts. 
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Zusätzlich wurden immunhistochemische Färbungen von Kryogewebeschnitten von 

ON mit αSYN-Antikörpern (Covance) angefertigt zur Untersuchung der Lokalisation 

von αSYN im optischen Nerven von transgenen Tieren. Abbildung 10 zeigt repräsen-

tative immunhistochemisch gefärbte Schnitte des ON einer [A53T]αSYN-Maus (Alter: 

3 Monate) in Übersichtsvergrößerung (13A) und als Detailausschnitt (13B). Die Ner-

ven waren parallel zur Axonverlaufsrichtung geschnitten worden. Die Färbung der 

Zellkerne mit DAPI (blau) zeigt Reihen von Gliazellen, die vornehmlich den 

Oligodendrozyten um die Axone entsprechen. Zwischen den Reihen sind Bereiche 

ohne Zellkerne abgrenzbar, in denen die Axone verlaufen. In diesem Bereich ist eine 

relativ gleichmäßige Anfärbung von αSYN zu beobachten. Einzelne Axone sind nur 

teilweise abgrenzbar. Auch in den Bereichen mit Zellkernen, d. h. in den 

Oligodendrozyten, kann eine deutliche perinukleäre Anfärbung von αSYN beobachtet 

werden. 13C zeigt denselben Ausschnitt unter Ausblendung des DAPI-Signals. Hier ist 

erkennbar, dass αSYN im Bereich um die Zellkerne vorliegt, in den Zellkernen selbst 

ist kein αSYN nachweisbar. 

13D zeigt einen mit demselben αSYN-Antikörper gefärbten Gewebeschnitt des ON 

einer Wildtyp-Maus (Alter: 3 Monate). Passend zum Befund der Western Blots, in de-

nen auch bei Wildtyp-Mäusen nur ein sehr geringer αSYN-Gehalt nachgewiesen wer-

den konnte, ließ sich hier kaum ein Signal nach Färbung mit dem αSYN-Antikörper 

nachweisen.  

Zur Validierung der IHC-Färbungen führten wir eine Kontrollfärbung mit dem Sekun-

därantikörper durch, um zu garantieren, dass er selektiv an den αSYN-

Primärantikörper bindet und keine unspezifischen Bindungen mit dem Gewebe ein-

geht. 13E und F zeigen diese Kontrollfärbungen, bei denen der Sekundärantikörper 

ohne den Primärantikörper zur Anwendung kam. Wie erwartet kam es nicht zur 

Anfärbung des Gewebes. 
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Abbildung 10: IHC-gefärbte Kryogewebeschnitte von ON transgener und Wild-
typmäuse. Die Nerven sind in Längsrichtung angeschnitten. Jeweils unten links im 
Bild: gezeigte Fluoreszenzkanäle: αSYN (Primärantikörper der Firma Covance, rot), 
DAPI (blau). A zeigt den ON eines 3 Monate alten [A53T]αSYN-Tieres. B, E zeigen De-
tailansichten des in A markierten Bereichs. D: ON eines 3-5 Monate alten Wildtyptie-
res. E, F: Sekundärantikörperkontrollen. Maßstabsbalken: 50 µm. 

  



Ergebnisse 

38 
 

3.3 Ergebnisse der Live-Imaging-Experimente 

3.3.1 Weiterentwicklung des Live-Imaging-Verfahrens 

Die Live-Imaging-Technik, die im Zentrum dieser Arbeit steht, war ursprünglich für 

die Anwendung an Ratten etabliert worden. Da in diesem Projekt mit den bereits be-

schriebenen transgenen Mausmodellen gearbeitet werden sollte, musste das Live-

Imaging-Verfahren und insbesondere die Operationstechnik an die besonderen Her-

ausforderungen angepasst werden, die diese deutlich kleineren Nagetiere mit sich 

brachten. 

3.3.1.1 Präoperative Herausforderungen und orbitachirurgischer Eingriff 

Für den Erhalt verwertbarer mikroskopischer Aufnahmen war eine gute Fixierung 

des Kopfes unerlässlich. Für die Verwendung an Ratten war ein Headholder (Eigenan-

fertigung) angefertigt worden, der mit dem Prinzip der Dreipunktfixation arbeitete: 

Die Fixierung des Kopfes erfolgte durch Metallstifte, die in den Gehörgang der Ratte 

eingeführt wurden und über eine Fixierung des Oberkiefers durch eine Schraubzwin-

ge. Dieses Prinzip wurde auf die Maus übertragen. Ein Headholder in kleinerer Aus-

führung wurde angefertigt. Eine wesentliche Neuerung bestand in einer Veränderung 

der Form der Ohrstifte: die kegelförmige Spitze wurde abgeflacht, der Stift insgesamt 

dicker. So füllt der Stift den Gehörgang besser aus und fixiert den Kopf, ohne dass die 

Spitze Schaden anrichten kann. Die Fixation konnte über die Veränderung des Haken-

zugs weiter verbessert werden. Schon bei Ratten hatte man den Hautschnitt über das 

Einführen von vier Haken gespreizt. Um die Fixation des Mäusekopfs zu verbessern, 

wurde der Zug auf die Haken, die rechts und links lateral des Hautschnitts eingeführt 

wurden, verstärkt. Dies führte zu fast optimalen Fixationsergebnissen. 

Orbitachirurgische Eingriffe bei der Maus bergen im Unterschied zur Ratte eine deut-

lich größere Gefahr stärkerer Blutungen, da das intraorbitale Gewebe der Maus deut-

lich besser vaskularisiert ist. Daher muss noch gewebeschonender operiert werden. 

Bei der Durchtrennung des Unterhaut-Bindegewebes per Kauterisation zur Eröffnung 

der Orbita wurde daher sehr zurückhaltend vorgegangen. Die Tränendrüse wurde 

nicht – wie bei Ratten – durchtrennt, sondern vorsichtig beiseitegeschoben. Nach der 

Mobilisierung des M. rectus superior kam es oft zu einer mittelstarken Blutung, die 

konsequent durch Kompression mit Tupfern gestillt werden musste. Dafür wurde 

mitunter bis zu fünf Minuten gewartet, bevor die Tupfer wieder entfernt wurden. 
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Wenn gespült werden musste, wurde vornehmlich kalte Ringer-Lösung verwendet. 

Um Blutungen im Bereich des ON zu vermeiden, wurde ausschließlich stumpf präpa-

riert, sichtbare Blutgefäße wurden mobilisiert und zur Seite geschoben. Da es gerade 

am Ort des Eintritts des ON in den Bulbus häufig zu persistierenden Sickerblutungen 

kam, die für den Imaging-Prozess sehr störend waren, wurde manchmal in Kauf ge-

nommen, dass in diesem Bereich Bindegewebsreste bestehen blieben und stattdessen 

ein Imaging-Bereich weiter distal gewählt. 

Damit das Objektiv des Mikroskops nicht auf der knöchernen Orbitakante aufsetzte, 

wurde diese bei Ratten regelhaft mittels einer Fräse teilweise entfernt. Es stellte sich 

heraus, dass dies bei Mäusen nicht zwingend notwendig war und der ON auch ohne 

Entfernung der Orbitakante gut im Fluoreszenzmikroskop eingestellt werden konnte. 

Wenn möglich, wurde deshalb auf diesen Operationsschritt verzichtet, zumal dabei 

stets die Gefahr bestand, die Schädelkalotte so weit auszudünnen, dass sie brach. 

Stattdessen wurde zur optimalen Einstellung des ON der Zug der Haken variiert und 

die Neigung des gesamten Head-Holders verändert. 

3.3.1.2 Entwicklung eines Auswertungsverfahrens für die Bilddaten 

Bei vorausgegangenen Live-Imaging-Studien an Ratten wurden die Bilddaten mit ei-

ner Methode zur Bestimmung der sogenannten axonalen Integrity-Ratio ausgewertet. 

Dafür wurden im Verlauf des Axons auftretende Unterbrechungen detektiert, wobei 

es wichtig, war den Verlauf des Axons über wenigstens etwa 100 µm sicher nachzu-

vollziehen. Die gewonnenen Bilddaten von Axonen des ON von Mäusen unterschieden 

sich jedoch in einigen wichtigen Punkten von vergleichbaren Aufnahmen bei Ratten. 

Die Axone waren nicht nur wesentlich dünner, sondern ihr Verlauf von proximal nach 

distal stellte sich darüber hinaus wesentlich chaotischer dar. Die Axone verliefen we-

niger parallel zueinander und tauchten mitunter in die Tiefe des Nervs ab, sodass es 

nur selten möglich war, einzelne Axone über einen Verlauf von mindestens 100 µm zu 

verfolgen. Deshalb wurde für das vorliegende Projekt ein neues Auswertungsverfah-

ren entwickelt (siehe dazu Kapitel 2.2.2.7. Auswertung), dass sich statt auf die axona-

le Integrität auf die numerische Erfassung der Bulb-Entstehung als Maß für axonale 

Degeneration konzentrierte. Dieses Verfahren ermittelte die Axonlänge, auf die die 

Anzahl der gemessenen Bulbs bezogen wurde, statistisch aus den sichtbaren Axonen 

eines flächigen Auswertungsbereichs und war somit unabhängig von einem geraden 
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Axonverlauf. Ein weiterer Vorteil gegenüber der vorbekannten Methode bestand in 

der geringeren Anfälligkeit gegenüber dem Verblassen des fluoreszierenden Proteins, 

das durch den langen Imaging-Zeitraum und häufige Aufnahmen gerade zu späten 

Imaging-Zeitpunkten auftraten. Dünne Axone blichen relativ schnell aus und waren 

nicht mehr sicher abgrenzbar. Eine Aussage darüber, ob sie zerfallen oder nur ausge-

blichen war, ließ sich kaum treffen. Die Bulbs waren dagegen wesentlich größer und 

leuchtstärker und damit bis zuletzt sicher abgrenzbar. Insgesamt war die Methode 

zur Bestimmung der Bulb-Verteilungsdichte damit wesentlich weniger störanfällig 

für methodische Einschränkungen, die sich aus dem Verfahren selbst ergaben. 

3.3.2 Dynamik der Bulb-Formierung im optischen Nerv nach Applikation von 

Kalzium-Ionophor 

3.3.2.1 Initiation der Bulb-Formierung durch Applikation von Kalzium-Ionophor 

Grundlage einer Auswertung der Live-Imaging-Experimente war zunächst der 

Nachweis des Einflusses von Kalzium-Ionophor auf Entstehung von axonalen Bulbs 

im ON. Dazu wurden die freipräparierten ON von Wildtypmäusen im Alter von 3-9 

Monaten mit Kalzium-Ionophor behandelt (n=13) und das Ausmaß der Bulb-

Formierung mit derjenigen unbehandelter ON von Wildtypmäusen desselben Alters 

(n=4) verglichen. Die Abbildung 11 zeigt die Verläufe der axonalen Bulb-Entstehung 

für behandelte und unbehandelte Tiere. Als quantifizierbare Größe diente die Anzahl 

von axonalen Bulbs bezogen auf die Axonlänge (siehe auch Kapitel „2.2.2.7 

Auswertung“). Während unbehandelte Nerven kaum Anzeichen der Bulb-Entstehung 

zeigten – erst nach 180 Minuten kam es zum Auftreten vereinzelter Bulbs mit 

geringer Verteilungsdichte – setzte bei behandelten Nerven eine deutliche Bulb-

Formierung 90 Minuten nach dem Kontakt mit Kalzium-Ionophor ein, die nach 120 

Minuten ein Plateau erreichte. Dieser Unterschied erwies sich in der Two-way 

Repeated Measures ANOVA als hochsignifikant: Source of variation: Interaction: 

p<0,0001. Der hier durchgeführte Post-hoc-Test Sidak’s multiple comparisons test 

fokussierte auf die einzelnen Messzeitpunke und verglich zu den jeweiligen 

Zeitpunkten die Bulb-Verteilungsdichte der behandelten mit denen der 

unbehandelten Gruppe. Mit diesem Test wurde deutlich, dass sich ab dem 

Messzeitpunkt 90 Minuten ein signifikanter Unterschied in der Höhe der Bulb-

Verteilungsdichte zeigte. Aufgrund dieses Ergebnisses ist also mit sehr hoher 
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Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass die Ausbildung von Bulbs direkt auf die 

Behandlung der Nerven mit Kalzium-Ionophor zurückzuführen ist. 

 

Abbildung 11: Die Applikation von Kalzium-Ionophor auf den freigelegten opti-
schen Nerv führte zur Ausbildung axonaler Bulbs. Aufgetragen ist die Bulb-
Verteilungsdichte als Anzahl der Bulbs pro 100µm Axonlänge (Ordinatenachse) in 
Abhängigkeit von der Zeit nach Applikation von Kalzium-Ionophor [Minuten] (Abs-
zissenachse). Vergleichend gegenübergestellt werden hier der Verlauf der Bulb-
Verteilungsdichte von Wildtypmäusen (Alter: 3-9 Monate) mit (rot, n=13) und ohne 
(schwarz, n=4) Applikation von Kalzium-Ionophor auf den ON zum Zeitpunkt 0 Minu-
ten. Statistische Tests: Two-way Repeated Measures ANOVA (eckige Klammer): 
p<0,0001 (****); Sidak’s multiple comparisons test: Vergleich der Messwerte beider Ko-
horten (rot und schwarz) zu unterschiedlichen Zeitpunkten: p<0,0001 (****); p<0,05 (*). 
Fehlerbalken: Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts (SEM). 

3.3.2.2 Unterschiede der Bulb-Verteilungsdichte zwischen den untersuchten 

Genotypen 

Mittels des beschriebenen Live-Imaging-Verfahrens konnte ein fünfstündiger Verlauf 

der Bulb-Entstehung am ON transgener ([A53T]αSYN und [A30P]αSYN) und nicht 

transgener Mäuse (WT) dargestellt werden. Es wurde zwischen jungen Tieren im Al-

ter von drei bis fünf Monaten und alten Tieren im Alter von 7 bis 9 Monaten unter-

schieden, insbesondere auch, weil das Alter der wichtigste Risikofaktor für die Ent-

stehung einer Parkinsonerkrankung bei Menschen ist. Die Abbildungen 12-15 zeigen 

repräsentative Verläufe der untersuchten Genotypen und Altersgruppen. Bis 60 Mi-

nuten nach der Applikation von Kalzium-Ionophor zeigten sich die Axone im ON 
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stabil und ohne Ausbildung von Bulbs. Die Axone waren in ihrem Verlauf von proxi-

mal (unterer Bildrand) nach distal (oberer Bildrand) als schmale helle Linien gut ab-

grenzbar. Nach 90 Minuten setzte bei allen Genotypen und Altersgruppen die Formie-

rung von Bulbs ein, erkennbar als rundliche Aufhellungen, die häufig perlschnurartig 

aufgereiht waren. Zudem kam es zur Störung der axonalen Integrität: Die Axone zer-

fielen, ihr Verlauf war zunehmend schlechter nachzuvollziehen. Nach 120-180 Minu-

ten war schließlich ein Plateau der Bulb-Verteilungsdichte erreicht. Zudem waren 

nun einzelne intakte Axone kaum noch auszumachen. Nur bei den WT-Tieren beider 

Altersgruppen waren bis zum letzten erfassten Zeitpunkt 300 Minuten nach der Ap-

plikation von Kalzium-Ionophor neben zerfallenen Axonen auch vollständig intakte 

Axone abgrenzbar. 

Bildmorphologisch ergaben sich folgende Beobachtungen: Insgesamt fiel die Vertei-

lungsdichte der Bulbs bei den [A53T]αSYN-Mäusen beider Altersgruppen erkennbar 

höher aus als bei den altersentsprechenden [A30P]αSYN- und WT-Tieren. Zwischen 

den beiden Tiergruppen [A30P]αSYN und WT ergab sich dagegen kein großer Unter-

schied in der Bulb-Verteilungsdichte, wenngleich auf den Abbildungen 12-15 ein 

leichter Trend in Richtung einer höheren Bulb-Verteilungsdichte bei [A30P]αSYN-

Tieren auszumachen ist. Auffällig war der Unterschied im Kaliber der formierten 

Bulbs, die besonders bei jungen, in geringerem Maße auch bei alten [A53T]αSYN-

Mäusen einen deutlich geringeren Durchmesser gegenüber den Bulbs von WT- und 

[A30P]αSYN-Tieren aufwiesen. 
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Abbildung 12: Exemplarische Additionsbilder aus Live-Imagings von WT- und 
transgenen Mäusen ([A30P]αSYN, [A53T]αSYN) im Alter von 3-5 Monaten vom 
Zeitpunkt vor Applikation von Kalzium-Ionophor bis 90 Minuten danach. Von 
unten nach oben: proximal nach distal. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 13: Exemplarische Additionsbilder aus Live-Imagings von WT- und 
transgenen Mäusen ([A30P]αSYN, [A53T]αSYN) im Alter von 3-5 Monaten im 
Zeitraum 120-300 Minuten nach Applikation von Kalzium-Ionophor. Von unten 
nach oben: proximal nach distal. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 14: Exemplarische Additionsbilder aus Live-Imagings von WT- und 
transgenen Mäusen ([A30P]αSYN, [A53T]αSYN) im Alter von 7-9 Monaten vom 
Zeitpunkt vor Applikation von Kalzium-Ionophor bis 90 Minuten danach. Von 
unten nach oben: proximal nach distal. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 15: Exemplarische Additionsbilder aus Live-Imagings von WT- und 
transgenen Mäusen ([A30P]αSYN, [A53T]αSYN) im Alter von 7-9 Monaten im 
Zeitraum 120-300 Minuten nach Applikation von Kalzium-Ionophor. Von unten 
nach oben: proximal nach distal. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Nun galt es, den bildmorphologisch sichtbaren Verlauf der Bulb-Formierung der 

transgenen MP-Mausmodelle [A30P]αSYN und [A53T]αSYN zu quantifizieren und mit 

den Verläufen der altersentsprechenden Wildtyp-Kontrollen zu vergleichen. 

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass zur statistischen Auswertung 

nur kontinuierliche Messreihen verwendet wurden. Live-Imagings, deren Messwerte 

zu einem oder mehreren Zeitpunkten Lücken aufwiesen, wurden nicht berücksichtigt. 

Dies war Bedingung zur Durchführung des für diese Art von Daten bevorzugten sta-

tistischen Test: die Two-way Repeated Measures ANOVA. Bei der folgenden Statistik zu 

den transgenen Versuchstieren (Abbildungen 16-19) war aus diesem Grund der 

Messzeitpunkt 300 Minuten ausgespart, da sich gegen Ende der Live-Imaging-

Experimente vermehrt Lücken in den Messreihen zeigten und dieser Zeitpunkt für die 

zugrundeliegende Fragestellung weniger relevant war. 

Abbildung 16 zeigt die Verläufe der Bulb-Entstehung junger (Alter: 3-5 Monate) 

[A53T]αSYN-Tiere (n=5) mit der altersentsprechenden Wildtypkontrolle (n=8). 30-

60 Minuten nach der Applikation von Kalzium-Ionophor begann in der transgenen 

Kohorte die Bulb-Formierung (Anstieg der Bulb-Verteilungsdichte) und erreichte ihr 

Plateau 120 Minuten nach Ionophor-Kontakt. Bei der Wildtypkontrolle begann die 

Bulb-Formierung etwas später zwischen den Zeitpunkten 60 und 90 Minuten. Die 

Two-way Repeated Measures ANOVA wies der transgenen Kohorte [A53T]αSYN in Be-

trachtung des gesamten Verlaufs der Bulb-Entstehung eine signifikant höhere Bulb-

Verteilungsdichte nach (Source of variation: Interaction: p<0,01). Der Post-hoc-Test 

Sidak’s multiple comparisons test betrachtete den Unterschied der Bulb-

Verteilungsdichte zu den einzelnen Messzeitpunkten. Hier zeigte sich ein statistisch 

signifikanter Unterschied (p<0,05) zu den Zeitpunkten 120 und 180 Minuten.  
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Abbildung 16: [A53T]αSYN-Mäuse im Alter von 3-5 Monaten zeigten eine signi-
fikant stärkere Erhöhung der Bulb-Verteilungsdichte als Wildtypmäuse dessel-
ben Alters. Aufgetragen ist die Bulb-Verteilungsdichte als Anzahl der Bulbs pro 
100µm Axonlänge (Ordinatenachse) in Abhängigkeit von der Zeit nach Applikation 
von Kalzium-Ionophor [Minuten] (Abszissenachse). Vergleichend gegenübergestellt 
werden hier Verläufe der Bulb-Verteilungsdichte von [A53T]αSYN-Mäusen (rot, n=5) 
und Wildtypmäusen (schwarz, n=8) im Alter von 3-5 Monaten. Statistische Tests: 
Two-way Repeated Measures ANOVA (eckige Klammer): p<0,01 (**); Sidak’s multiple 
comparisons test: Vergleich der Messwerte beider Kohorten (rot und schwarz) zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten (Sternchen über den Fehlerbalken der roten Kurve): p<0,05 
(*); Fehlerbalken: Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts (SEM). 

Die älteren [A53T]αSYN-Tiere zeigten ähnliche Verläufe der Bulb-Verteilungsdichte.. 

Abbildung 17 zeigt die Verläufe der Bulb-Entstehung von [A53T]αSYN-Mäusen im 

Alter von 7-9 Monaten (n=5) und der altersentsprechenden Wildtypkontrolle (n=5). 

Die Kurven von transgenen und Wildtyptieren verliefen zunächst nahezu parallel. Ab 

dem Zeitpunkt 60 Minuten begann bei beiden Kohorten die Bulb-Formierung, wobei 

die [A53T]αSYN-Tiere einen schnelleren Anstieg der Bulb-Verteilungsdichte zeigten 

als die Wildtypkontrolle. Schließlich erreichten beide Gruppen 120 Minuten nach Io-

nophor-Kontakt ein Plateau der Bulb-Verteilungsdichte. Wie bei den jungen 

[A53T]αSYN-Tieren zeigte sich in der Two-way Repeated Measures ANOVA für den 

gesamten Verlauf eine signifikant höhere Bulb-Verteilungsdichte bei den 

[A53T]αSYN-Tieren gegenüber der Wildtypkontrolle (Source of variation: Interaction: 

p<0,05). In der spezifischen Betrachtung der Zeitpunkte (Sidak’s multiple comparisons 
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test) bestätigte sich diese Beobachtung für die Zeitpunkte 120 (p<0,01); 180 (p<0,01) 

und 240 Minuten (p<0,05). 

 

Abbildung 17: [A53T]αSYN-Mäuse im Alter von 7-9 Monaten zeigten eine signi-
fikant stärkere Erhöhung der Bulb-Verteilungsdichte als Wildtypmäuse dessel-
ben Alters. Aufgetragen ist die Bulb-Verteilungsdichte als Anzahl der Bulbs pro 
100µm Axonlänge (Ordinatenachse) in Abhängigkeit von der Zeit nach Applikation 
von Kalzium-Ionophor [Minuten] (Abszissenachse). Vergleichend gegenübergestellt 
werden hier die Verläufe von [A53T]αSYN-Mäusen (rot, n=5) und Wildtypmäusen 
(schwarz, n=5) im Alter von 7-9 Monaten. Statistische Tests: Two-way Repeated 
Measures ANOVA (eckige Klammer): p<0,05 (*); Sidak’s multiple comparisons test: Ver-
gleich der Messwerte beider Kohorten (rot und schwarz) zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten (Sternchen über den Fehlerbalken der roten Kurve): p<0,01 (**); p<0,05 (*); Fehler-
balken: Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts (SEM). 

Neben den [A53T]αSYN-Mäusen standen als zweites transgenes MP-Tiermodell Mäu-

se mit der [A30P]αSYN-Mutation im Fokus dieser Arbeit. Auch hier wurden junge 

(Alter: 3-5 Monate, n=8) und alte (Alter: 7-9 Monate, n=10) Versuchstiere mit ihren 

jeweiligen altersentsprechenden Wildtypkontrollen (Alter: 3-5 Monate, n=8; Alter: 7-

9 Monate, n=5) verglichen. Abbildung 18 zeigt den Verlauf der Bulb-Verteilungsdichte 

junger [A30P]αSYN-Mäuse und der Wildtypkontrolle desselben Alters. Eine erste Zu-

nahme der Bulb-Verteilungsdichte erfolgte bei transgenen und Wildtyptieren 60 Mi-

nuten nach Exposition der ON mit Kalzium-Ionophor. Zum Zeitpunkt 120 Minuten 

erreichten die Verläufe ein Plateau. Die durchschnittlichen Werte der Bulb-

Verteilungsdichte lagen bei der [A30P]αSYN-Kohorte leicht höher als bei der Wild-

typkontrolle. Insgesamt fiel das Ausmaß der Bulb-Formierung deutlich geringer aus 
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als bei der [A53T]αSYN-Kohorte desselben Alters und unterschied sich nicht signifi-

kant vom Verlauf der Bulb-Verteilungsdichte der altersentsprechenden Wildtypkon-

trolle (Two-way Repeated Measures ANOVA: Source of variation: Interaction: p>0,05; 

Sidak’s multiple comparisons test: p>0,05 für alle Zeitpunkte). 

 

Abbildung 18: Das Ausmaß der Bulb-Formierung von [A30P]αSYN-Mäusen im 
Alter von 3-5 Monaten unterschied sich nicht signifikant von demjenigen der 
Wildtypmäuse desselben Alters. Aufgetragen ist die Bulb-Verteilungsdichte als An-
zahl der Bulbs pro 100µm Axonlänge (Ordinatenachse) in Abhängigkeit von der Zeit 
nach Applikation von Kalzium-Ionophor [Minuten] (Abszissenachse). Vergleichend 
gegenübergestellt werden hier Verläufe der Bulb-Formierung von [A30P]αSYN-
Mäusen (rot, n=8) und Wildtypmäusen (schwarz, n=8) im Alter von 3-5 Monaten. Sta-
tistische Tests: Two-way Repeated Measures ANOVA (eckige Klammer): p>0,05 (nicht 
signifikant: n.s.); Sidak’s multiple comparisons test: Vergleich der Messwerte beider Ko-
horten (rot und schwarz) zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nicht gezeigt): p>0,05 für 
alle Zeitpunkte (nicht signifikant); Fehlerbalken: Standardfehler des arithmetischen 
Mittelwerts (SEM). 

Die Versuchsreihe mit alten [A30P]αSYN-Tieren brachte ähnlicher Ergebnisse hervor. 

Abbildung 19 zeigt die Verläufe der Bulb-Verteilungsdichte der [A30P]αSYN-Kohorte 

und ihrer Wildtypkontrolle im Alter von 7-9 Monaten. Beide Kohorten zeigten erst-

mals zum Zeitpunkt 60 Minuten einen Anstieg der Bulb-Verteilungsdichte. Die Kurve 

der Wildtypkontrolle erreichte ihr Plateau zum Zeitpunkt 120 Minuten. Bis zu diesem 

Zeitpunkt liefen die Kurven nahezu deckungsgleich. Bis zum Zeitpunkt 180 Minuten 

stiegen die Werte der Bulb-Verteilungsdichte bei der transgenen Kohorte noch an 

und erreichten ein Plateau zum Zeitpunkt 180 Minuten. Die beobachteten leichten 
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Unterschiede erwiesen sich in der statistischen Analyse jedoch als nicht signifikant 

(Two-way Repeated Measures ANOVA: Source of variation: Interaction: p>0,05; Sidak’s 

multiple comparisons test: p>0,05 für alle Zeitpunkte). 

 

Abbildung 19: Das Ausmaß der Bulb-Formierung von [A30P]αSYN-Mäusen im 
Alter von 7-9 Monaten unterschied sich nicht signifikant von demjenigen der 
Wildtypmäuse desselben Alters. Aufgetragen ist die Bulb-Verteilungsdichte als An-
zahl der Bulbs pro 100µm Axonlänge (Ordinatenachse) in Abhängigkeit von der Zeit 
nach Applikation von Kalzium-Ionophor [Minuten] (Abszissenachse). Vergleichend 
gegenübergestellt werden hier axonale Degenerationsverläufe von [A30P]αSYN-
Mäusen (rot, n=10) und Wildtypmäusen (schwarz, n=5) im Alter von 7-9 Monaten. 
Statistische Tests: Two-way Repeated Measures ANOVA (eckige Klammer): p>0,05 
(nicht signifikant: n.s.); Sidak’s multiple comparisons test: Vergleich der Messwerte bei-
der Kohorten (rot und schwarz) zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nicht gezeigt): 
p>0,05 für alle Zeitpunkte (nicht signifikant); Fehlerbalken: Standardfehler des arith-
metischen Mittelwerts (SEM). 
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Innerhalb jedes untersuchten Genotyps wurden zwei Kohorten gebildet mit unter-

schiedlichem Alter der Versuchstiere. Es ergab sich deshalb die Frage, ob nicht nur 

der Genotyp, sondern – innerhalb der untersuchten Genotypen – auch das Alter der 

Versuchstiere Einfluss auf die Dynamik der Bulb-Formierung hatte. Abbildung 20 

zeigt die Gegenüberstellung der Verläufe der Bulb-Verteilungsdichte junger (Alter: 3-

5 Monate) und alter (Alter: 7-9 Monate) Tiere für die Genotypen [A53T]αSYN 

(jung/alt jeweils n=5), [A30P]αSYN (jung: n=8; alt: n=10) und Wildtyp (jung/alt je-

weils n=5). Es fiel bei allen Genotypen auf, dass die Kurven der Bulb-

Verteilungsdichte sich nur wenig unterschieden. Die Verläufe der Bulb-Formierung 

junger und alter Tiere präsentierten sich sowohl in Ausmaß als auch Dynamik sehr 

ähnlich. Die Two-way Repeated Measures ANOVA ergab so auch keinen statistisch 

signifikanten Unterschied zwischen jungen und alten Versuchstieren innerhalb eines 

Genotyps (Source of variation: Interaction: p>0,05).  
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Abbildung 20: Das Alter der Versuchstiere beeinflusste nicht den Verlauf der 
Bulb-Formierung bei den Genotypen [A53T]αSYN, [A30P]αSYN und WT. Aufge-
tragen ist die Bulb-Verteilungsdichte als Anzahl der Bulbs pro 100µm Axonlänge (Or-
dinatenachse) in Abhängigkeit von der Zeit nach Applikation von Kalzium-Ionophor 
[Minuten] (Abszissenachse). Vergleichend gegenübergestellt werden hier axonale 
Degenerations-verläufe junger (Alter: 3-5 Monate, schwarz) und alter (Alter: 7-9 Mo-
nate, rot) Mäuse, die jeweils demselben Genotyp angehören. A: [A53T]αSYN (jung/alt 
jeweils n=5), B: [A30P]αSYN (jung: n=8; alt: n=10), C: WT (jung/alt jeweils n=5). Sta-
tistischer Test: Two-way Repeated Measures ANOVA (eckige Klammer): p>0,05; nicht 
signifikant (n.s.); Fehlerbalken: Standardfehler der arithmetischen Mittelwerts (SEM). 
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Neben der Bulb-Verteilungsdichte wurde ebenfalls der Bulb-Durchmesser zu ver-

schiedenen Zeitpunkten bestimmt. Die Größe der Stichproben unterschied sich – an-

ders als bei den Experimenten zur Bulb-Verteilungsdichte – nicht nur zwischen den 

Genotypen bzw. Altersgruppen, sondern auch zwischen den Zeitpunkten, da die An-

zahl der gemessenen Bulbs sowohl zwischen den genannten Versuchstierkohorten 

als auch zwischen den Zeitpunkten stark variierte, jeder einzelne Bulb jedoch in der 

Analyse des Bulb-Diameters einen eigenen, unabhängigen Datenpunkt darstellte. Ta-

belle 2 bietet eine Übersicht über die Stichprobengrößen zu allen gemessenen Zeit-

punkten zwischen 90 und 300 Minuten. 

Tabelle 2: Stichprobengrößen zur Analyse des Bulb-Durchmessers. 

 WT3-5 Mo. [A30P]aSYN3-5 Mo. [A53T]aSYN3-5 Mo. 

90 Min. 438 460 341 

120 Min. 738 690 601 

180 Min. 761 829 693 

240 Min. 752 810 637 

300 Min. 796 760 674 

 

 WT7-9 Mo. [A30P]aSYN7-9 Mo. [A53T]aSYN7-9 Mo. 

90 Min. 294 466 376 

120 Min. 487 641 700 

180 Min. 475 668 670 

240 Min. 449 479 610 

300 Min. 456 393 404 

 

Abbildung 21 zeigt für alle gemessenen Zeitpunkte zwischen 90 und 300 Minuten 

nach Applikation von Kalzium-Ionophor die durchschnittlichen Bulb-Durchmesser 

der Genotypen [A53T]αSYN, [A30P]αSYN und Wildtyp. Unterschieden wurde wieder 

in Tiere im Alter von 3-5 Monaten (Abbildung 21A) und Tiere im Alter von 7-9 Mona-

ten (Abbildung 21B). Über den Zeitpunkt des Beginns der Bulb-Formierung (90 Minu-

ten) bis zum Ende der Messungen zum Zeitpunkt 300 Minuten zeigte sich bei den jun-

gen Tieren ein leichter Anstieg des Bulb-Durchmessers über die Zeit. Insgesamt wa-

ren die Bulbs bei jungen [A53T]αSYN-Tieren zu allen Zeitpunkten deutlich kleiner als 

bei [A30P]αSYN- und Wildtyp-Tieren, die sich kaum voneinander unterschieden. Bei 
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der Versuchsreihe mit den älteren Tieren bestätigte sich diese Beobachtung nicht. 

Der Bulb-Durchmesser zeigte bei keiner der Versuchstierkohorten über die gemesse-

nen Zeitpunkte hinweg einen Trend zu größeren oder kleineren Bulbs, innerhalb ei-

nes Zeitpunkts ergaben sich dennoch teilweise große Unterschiede zwischen den 

Gruppen. In der Ordinary One-way ANOVA zeigten sich so statistisch signifikante Un-

terschiede zwischen den Genotypen beider Altersgruppen zu jedem gemessenen 

Zeitpunkt zwischen 90 und 300 Minuten (siehe Abbildung 21). Die Ergebnisse der 

entsprechenden Post-hoc-Tests sind in den nachfolgenden Abbildungen 22-24 darge-

stellt. Diese Streudiagramme zeigen jeden gemessenen Bulb-Durchmesser als eigenen 

Datenpunkt und ermöglichen einen detaillierten Blick auf das erhobene Datenmateri-

al. Der in diesen Abbildungen ebenfalls dargestellte Tukey’s multiple comparisons test 

wies nach, dass junge [A53T]αSYN-Tiere hochsignifikant (p<0,0001) kleinere Bulbs 

ausbildeten als [A30P]αSYN- und Wildtyp-Tiere desselben Alters, die sich – außer 

zum Zeitpunkt 180 Minuten: p<0,05 – nicht signifikant voneinander unterschieden. 

Bei alten Tieren ergaben sich im Tukey’s multiple comparisons test teilweise ebenso 

hochsignifikante Unterschiede zwischen den Genotypen, allerdings variierten die Er-

gebnisse stark zwischen den Zeitpunkten. 
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Abbildung 11: In Betrachtung des Bulb-Durchmessers ergaben sich bei jungen 
und alten Versuchstieren signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen 
[A53T]αSYN, [A30P]αSYN und WT. Gezeigt werden die durchschnittlichen Bulb-
Durchmesser [µm] (Ordinatenachse) aller gemessenen Bulbs zwischen 90 und 300 
Minuten nach Applikation von Kalzium-Ionophor (Abszissenachse) bei jungen (Alter: 
3-5 Monate, A) und alten (Alter: 7-9 Monate, B) Versuchstieren. Rot: [A53T]αSYN, 
grün: [A30P]αSYN, schwarz: WT. Statistischer Test: Ordinary One-way ANOVA, p<0,05 
(*); p<0,01 (**); p<0,0001 (****); Fehlerbalken: Standardabweichung des arithmetischen 
Mittelwerts. 
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Abbildung 22: Verteilung der Bulb-Durchmesser 90 und 120 Minuten nach der 
Applikation von Kalzium-Ionophor. A: 90 Minuten, B: 120 Minuten. Jeder rote 
Punkt repräsentiert den Durchmesser eines Bulbs. Abzissenachse: Genotypen. Ordi-
natenachse: Bulb-Durchmesser [µm]. Statistischer Test (eckige Klammern): Tukey’s 
multiple comparisons test: p>0,05 (n.s.); p<0,05 (*); p<0,0001 (****). Fehlerbalken: 
Standardabweichung des arithmetischen Mittelwerts. 
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Abbildung 23: Verteilung der Bulb-Durchmesser 180 und 240 Minuten nach der 
Applikation von Kalzium-Ionophor. A: 180 Minuten, B: 240 Minuten. Jeder rote 
Punkt repräsentiert den Durchmesser eines Bulbs. Abzissenachse: Genotypen. Ordi-
natenachse: Bulb-Durchmesser [µm]. Statistischer Test (eckige Klammern): Tukey’s 
multiple comparisons test: p>0,05 (n.s.); p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 
(****). Fehlerbalken: Standardabweichung des arithmetischen Mittelwerts. 
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Abbildung 24: Verteilung der Bulb-Durchmesser 300 Minuten nach der Appli-
kation von Kalzium-Ionophor. Jeder rote Punkt repräsentiert den Durchmesser 
eines Bulbs. Abzissenachse: Genotypen. Ordinatenachse: Bulb-Durchmesser [µm]. 
Statistischer Test (eckige Klammern): Tukey’s multiple comparisons test: p>0,05 (n.s.); 
p<0,05 (*); p<0,001 (***); p<0,0001 (****). Fehlerbalken: Standardabweichung des 
arithmetischen Mittelwerts. 

Zusätzlich wurden die Daten zum Bulb-Durchmesser unabhängig von den einzelnen 

Zeitpunkten ausgewertet, indem die Zeitpunkt-bezogenen Teildatensätze zu einem 

Gesamtdatensatz der jeweiligen Versuchstiergruppen zusammengefasst wurden. In 

Anbetracht des heterogenen Bildes des Bulb-Durchmessers bei alten Versuchstieren 

ermöglichte dies eine bessere Gesamtbetrachtung des Bulb-Durchmessers der einzel-

nen Genotypen und Altersgruppen. Abbildung 25 zeigt diese zusammengefassten 

durchschnittlichen Bulb-Durchmesser von jungen und alten Tieren der untersuchten 

Genotypen mit den dazu gehörigen 95%-Konfidenzintervallen; das Streuungsverhal-

ten des Datensatzes wurde bereits gezeigt, hier stand die statistische Analyse im Vor-

dergrund. Bei den jungen Tieren bestätigte sich das Bild aus den vorherigen Abbil-

dungen. Die Bulbs der jungen [A53T]αSYN-Tiere waren hochsignifikant (Ordinary 

One-way ANOVA: p<0,0001; Tukey’s multiple comparisons test: p<0,0001 zu 
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(Tukey’s multiple comparisons test: p<0,01). Bei alten Versuchstieren ergaben sich 

keine signifikanten Unterschiede in der Bulb-Größe (Ordinary One-way ANOVA: 

p>0,05). 

 

Abbildung 25: Zusammengefasste Verteilung der Bulb-Durchmesser aller Zeit-
punkte. Die schwarzen Punkte repräsentieren die durchschnittlichen Bulb-
Durchmesser (arithmetischer Mittelwert), berechnet aus den Daten aller Zeitpunkte. 
Abzissenachse: Bulb-Durchmesser [µm]. Ordinatenachse: Genotypen. Statistische 
Tests: Ordinary One-way ANOVA (rote, eckige Klammer): p>0,05 (n.s.); p<0,0001 (****); 
Tukey’s multiple comparisons test (schwarze, eckige Klammer): p<0,01 (**); p<0,0001 
(****). Fehlerbalken: arithmetischer Mittelwert mit 95%-Konfidenzintervall. 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Das Protein αSYN und seine mutierten Formen [A53T]αSYN und [A30P]αSYN werden 

seit ihrer Entdeckung mit neurodegenerativen Erkrankungen wie dem MP in Verbin-

dung gebracht. Die Neurotoxizität seiner verschiedenen Erscheinungsformen (Oligo-

mere, Fibrillen, etc.) ist in zahlreichen in-vitro-Experimenten und tierexperimentellen 

Studien gezeigt worden. Allerdings konnte der Effekt von αSYN auf neuronale Dege-

nerationsprozesse bis jetzt noch nicht in Echtzeit und am lebenden Versuchstier vi-

sualisiert und nachvollzogen werden. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher in der Untersuchung des Effekts der 

neuronalen Überexpression von αSYN auf das Ausmaß und den Verlauf der akuten 

axonalen Degeneration. Methodische Grundlage war dabei ein in vivo Live-Imaging 

Verfahren, das den zeitlichen Verlauf der axonalen Degeneration nach der Induktion 

eines axonalen Kalzium-Einstroms visualisierte. Mit dieser Technik verglichen wir 

zwei transgene Parkinson-Mausmodelle mit den αSYN-Mutationen [A53T] und 

[A30P] mit altersentsprechenden Wildtypmäusen, jeweils im Alter von 3-5 und von 7-

9 Monaten. 

Zur Validierung der Live-Imaging-Experimente untersuchten wir mittels Retina-Flat-

Mounts und Querschnitten des ON zunächst, ob eine suffiziente Transduktion der 

RGZ mit AAV-EGFP erfolgt war. Wie angestrebt zeigte sich eine suffiziente Transduk-

tion vornehmlich eines peripheren Bereichs von Retina und ON. Im zweiten Schritt 

erfolgte der Nachweis der Expression von αSYN im ON der Versuchstiere. Mittels WB 

konnte gezeigt werden, dass es bereits nach 3-5 Monaten in den transgenen, homozy-

goten Tieren zu einer starken Expression von αSYN kam, während die ON der Wild-

typen einen weitaus geringeren αSYN-Gehalt aufwiesen. Zudem wiesen die ON der 

[A30P]αSYN-Tiere einen signifikant geringeren αSYN-Gehalt als die ON der 

[A53T]αSYN-Tiere. 
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Eine Herausforderung lag in der Optimierung des Live-Imaging-Verfahrens, das für 

die Anwendung an Mäusen angepasst werden musste. Die Modifikation der Operati-

onstechnik erreichte einen wesentlich blutungsärmeren und schonenderen Zugang 

zum ON, was Live-Imaging Untersuchungen über einen Zeitraum von 5 h ermöglichte. 

Durch die Applikation eines Kalzium-Ionophors konnte reproduzierbar axonale De-

generation ausgelöst werden.  

Nach Applikation des Kalzium-Ionophors formierten sich bei allen untersuchten Tier-

gruppen nach 30 Minuten erste axonale Bulbs, deren Verteilungsdichte 120 Minuten 

nach Ionophor-Kontakt ihren Höhepunkt erreichte. [A53T]αSYN-Tiere eine signifi-

kant höhere Anzahl axonaler Bulbs als [A30P]αSYN- und WT-Mäuse. Sowohl im Alter 

von 3-5 Monaten als auch im Alter von 7-9 Monaten war bei [A53T]αSYN-Mäusen im 

Vergleich zu den beiden anderen Gruppen eine signifikant höhere Bulb-

Verteilungsdichte zu beobachten. Die Anzahl der Bulbs von [A30P]αSYN-Mäusen un-

terschied sich weder im Alter von 3-5 Monaten noch im Alter von 7-9 Monaten von 

Tieren der WT-Gruppe. In keiner der Versuchstiergruppen ergab sich ein signifikan-

ter Unterschied zwischen der Anzahl an Bulbs im Alter von 3-5 und 7-9 Monaten.  

In der Auswertung der Bulb-Durchmesser zeigte sich in der jungen Kohorte die For-

mierung signifikant kleinerer Bulbs bei [A53T]αSYN-Tieren bei einer insgesamt grö-

ßerer Anzahl formierter Bulbs im Vergleich zu [A30P]αSYN- und WT-Tieren. Bei Ver-

suchstieren der alten Kohorte war dieser Unterschied nicht nachweisbar. 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 

4.2.1 Die Transduktion retinaler Ganglienzellen mit AAV-EGFP führte zu 

einer verlässlichen fluoreszenzmikroskopischen Darstellung von 

Axonen im optischen Nerv 

AAV-basierte Vektoren stehen schon seit vielen Jahren im Fokus der ophthalmologi-

schen Forschung zur Gen-Therapie retinaler Erkrankungen. Für den Subtyp AAV2 ist 

eine hochspezifische Transduktion von RGZ bekannt (Hellström et al. 2009). Auch der 

verwendete humanes-Synapsin-1-Promotor hSYN ist für seine spezifische Steuerung 

der Genexpression in neuronalen Geweben bekannt (Kügler et al. 2003; Shevtsova et 

al. 2005). Zudem wurde nachgewiesen, dass durch eine Kombination der Serotypen 

AAV1 und AAV2 eine wesentlich effizientere Transduktion erreicht werden kann 
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(Rabinowitz et al. 2004). Es ist also davon auszugehen, dass der in dieser Arbeit ver-

wendete Virus-Subtyp zu einer effizienten und spezifischen Transduktion der RGZ 

geführt hat. Zur weiteren Optimierung der AAV2-basierten Transduktion kann ein 

Ersatz des hSYN-Promotors durch die Promotoren Nefh oder Thy1 erwogen werden, 

da diese bei gleicher (Thy1) bzw. leicht erhöhter Expressionsrate (Nefh) eine höhere 

Spezifität für RGZ aufweisen (Ratican et al. 2018). Das für den hSYN-Promotor nach-

gewiesene „off-target-Labelling“ von amakrinen Zellen (Ratican et al. 2018), das für 

die leicht unterlegene Spezifität des hSYN-Promotors verantwortlich sein dürfte, 

spielt allerdings für die Frage, ob ein spezifisches axonales Labelling im ON zu erwar-

ten ist, keine Rolle, da diese Zellen keine Fortleitung in den ON besitzen. Das teilweise 

leichte Hintergrundleuchten auf den Live-Imaging-Aufnahmen ist also wahrscheinlich 

nicht auf ein unspezifisches Labelling zurückzuführen, sondern vielmehr auf eine zu 

großflächige Transduktion abseits kranialer Retinaabschnitte. Schließlich ist sowohl 

in den Retina-Flat-Mounts als auch in den Querschnitten des ON zwar eine periphere, 

mutmaßlich kraniale Konzentration des Labellings der RGZ bzw. der Axone sichtbar, 

aber auch andernorts eine deutliche Transduktion erkennbar. In den Retina-Flat-

Mounts fällt eine vermehrte Konzentration der Transduktion in direkter Nachbar-

schaft zu den retinalen Gefäßen auf, ein Phänomen, das in der Fachliteratur nicht 

vorbeschrieben ist. Unter der Prämisse, dass der virale Vektor über die venöse Drai-

nage aus dem Glaskörperraum entfernt wird, ist eine höhere Virion-Konzentration 

perivaskulär denkbar, die zu einer vermehrten Transduktion der dortigen RGZ führt. 

Die verstärkte Transduktion perivaskulärer Bereiche entlang der Gefäßbögen liefert 

auch eine mögliche Erklärung zu der bei den Querschnitten des ON beobachteten 

bandförmigen Intensivierung der Transduktion, eine Erklärung, die zwar plausibel 

ist, für die sich jedoch keine direkten Nachweis in der aktuellen Literatur findet: Es ist 

bekannt dass die Axone des ON retinotopisch organisiert sind (Wirtschafter 1983), 

das heisst die projizierenden Axone peripherer, temporaler RGZ liegen im ON peri-

pher und temporal usw. Zudem verlaufen die Axone intraretinal nicht radiär auf die 

Papille zu sondern bogenförmig und parallel zu den Gefäßbögen (Wirtschafter 1983). 

Eine Intensivierung der Transduktion perivaskulärer RGZ entlang des superioren und 

inferioren Gefäßbogens könnte somit bandförmig in den ON projizieren. 

Eine interessante Frage ergibt sich aus der Rolle des Glaskörpers als mögliche Diffu-

sionsbarriere für den viralen Vektor. So wurde an größeren Säugetieren gezeigt, dass 
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nach einer Vitrektomie, also einer chirurgischen Entfernung des Glaskörpers, eine 

effektivere uns gleichmäßigerer Transduktion retinaler Ganglienzellen mit dem vira-

len Vektor AAV1/2 erreicht werden kann, da der Glaskörper offenbar eine Diffusi-

onsbarriere für intraokular applizierte Substanzen darstellt (Tshilenge et al. 2016). 

Für das Ziel einer lokal begrenzten Transduktion ist eine solche Diffusionsbarriere 

vermutlich aber förderlich. Deshalb wäre eine Entfernung des Glaskörpers vor der 

intravitrealen Injektion des viralen Vektors nicht empfehlenswert.  

Insgesamt erwies sich die in dieser Arbeit angewendete Methode des axonalen 

Labellings als zuverlässig und effizient. Die Methode der AAV-basierten Transduktion 

von RGZ birgt darüber hinaus das Potential der Weiterentwicklung der transgenen 

Parkinson-Tiermodelle, indem durch die Transduktion mit anderen Proteinen ähnlich 

wie in der Glaukom-Forschung gentherapeutische Ansätze erprobt werden können. 

4.2.2 [A53T]αSYN- und [A30P]αSYN-Mäuse exprimierten humanes αSYN im 

optischen Nerv 

Der Nachweis der Expression von humanem αSYN in den ON der verwendeten trans-

genen Mäuse war essentiell für die Aussagekraft der Ergebnisse aus den Live-

Imaging-Experimenten. Zwar ist bei den verwendeten transgenen Krankheitsmodel-

len eine Überexpression von αSYN in verschiedenen neuronalen Geweben vorbe-

schrieben – sowohl bei [A53T]αSYN- als auch bei [A30P]αSYN-Tieren wurde eine 

Überexpression von humanem αSYN in Bereichen des Cerebrums, des Cerebellums, 

des Hirnstamms und des Rückenmarks nachgewiesen (Kahle et al. 2000; Giasson et 

al. 2002) – eine Überexpression von αSYN im ON der verwendeten Tiermodelle wur-

de jedoch erst durch die vorliegende Arbeit gezeigt. 

αSYN wurde in beiden untersuchten transgenen Gruppen überexprimiert, allerdings 

nicht im gleichen Maße: So waren die gemessen αSYN-Level bei [A53T]αSYN-Tieren 

signifikant höher als bei [A30P]αSYN-Tieren. Dies könnte eine mögliche Erklärung für 

die unterschiedliche Stärke der axonalen Degeneration sein, die wir in den durchge-

führten Live-Imaging-Experimenten beobachteten. 

Ein Grund für den Niveauunterschied in der Expression des SNCA-Gens zwischen den 

verwendeten Tiergruppen kann ein unterschiedliches Maß an genetischer Multiplika-

tion des Gens sein, dass in der Folge zu einer vermehrten Expression des [A53T]αSYN 
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führte. Es ist bekannt, dass nicht nur genetische Mutationen des SNCA-Gens, sondern 

auch Multiplikationen des WT-SNCA-Gens im Erbgut Ursache für einen familiären MP 

sein kann (Konno et al. 2016). 

In der vorliegenden Arbeit konnte histologisch gezeigt werden, dass αSYN nicht nur 

intraneuronal bzw intraaxonal vorliegt, sondern ebenfalls in Oligodendrozyten des 

ON und dort vornehmlich perinukleär lokalisiert ist. Zwar deuten die histologischen 

Studien zu den verwendeten Tiermodellen ein vornehmlich intraneuronales Vor-

kommen von αSYN an (Kahle et al. 2000; Giasson et al. 2002), die dort verwendeten 

Antikörper waren jedoch vornehmlich spezifisch auf αSYN-Aggregate bzw. oxidiertes 

αSYN, während die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper spezifisch auf 

αSYN jeglicher Konformation waren, also neben Oligomeren und Fibrillen auch 

monomeres αSYN markierten. Darüber hinaus ist bekannt, dass Oligodendrozyten 

nicht nur extrazelluläres αSYN aufnehmen können, um es nachfolgend zu degradieren 

(Lindström et al. 2017), sondern es ebenfalls selbst exprimieren (Djelloul et al. 2015). 

Die Wechselwirkung der Oligodendrozyten mit αSYN und der dazu gehörigen Synuc-

leinopathie, der Multisystematrophie, stellt einen großen Themenkomplex der aktu-

ellen wissenschaftlichen Literatur dar (Laurens et al. 2017). Die womöglich einge-

schränkte Funktion der Oligodendrozyten könnte daher auch in der vorliegenden 

Arbeit Einfluss auf die Vulnerabilität der Axone gehabt haben. 

4.2.3 Die Applikation von Kalzium-Ionophor führte zur axonalen 

Degeneration 

4.2.3.1 Die Entstehung axonaler Bulbs als Maß für akute axonale Degeneration 

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 erläutert, folgt die akute axonale Degeneration einem be-

stimmten Ablauf mit spezifischen morphologischen Veränderungen. So kommt es 

nach axonaler Schädigung neben der Fragmentierung des Axons auch zur Ausbildung 

axonaler Schwellungen oder Bulbs. Im Live-Imaging-Tiermodell mit traumatischer 

Schädigung des ON traten diese bereits 30 Minuten nach axonaler Schädigung auf und 

enthielten u. a. geschwollene Mitochondrien und andere Zellorganellen sowie 

vakuolisiertes Axoplasma (Ribas et al. 2016). Daher eignet sich die Erfassung von 

axonalen Bulbs als Maß für axonale Degeneration. Vermutlich sind sie Folge einer 

axonalen Transportstörung, die zur Anhäufung von intrazellulärem Material führt. 
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4.2.3.2 Kalzium als Initiator der akuten axonalen Degeneration 

Der Kalzium-Einstrom steht am Anfang der Degenerationskaskade. Der Anstieg der 

Kalzium-Konzentration aktiviert intrazelluläre Proteasen wie Calpain (Ma 2013) und 

trägt damit zur Degradierung einer Vielzahl zytoplasmatischer Proteine bei (Vosler et 

al. 2008). Darunter fällt auch das Collapsin-response-mediator-protein-2 (CRMP-2), 

ein Protein, dass durch seine Interaktion mit Kinesin-1 am axonalen Transport betei-

ligt ist und dessen Spaltung die Akkumulation von Zellorganellen beim Degenerati-

onsprozess erklärt (Touma et al. 2007; Zhang et al. 2016). Des Weiteren konnte ge-

zeigt werden, dass die Applikation von Kalzium-Blockern zu einer geringeren Akku-

mulation von Autophagosomen in Nervenzellen des ON und des Rückenmarks führt 

(Koch et al. 2010; Ribas et al. 2015). Die Inhibierung des Kalziumeinstroms nach ei-

ner Nervenläsion im ON bei Ratten schwächte die AAD ab und verbesserte die Über-

lebensrate retinaler Ganglienzellen (RGZ). Dies konnte auf folgende Effekte zurück 

geführt werden: Neben einer verminderten Calpain-Aktivität bestand auch eine ver-

minderte Aktivierung von c-Jun n-terminale Kinasen (JNK). JNKs sind Kinasen, die 

durch verschiedene zelluläre Stresssignale aktiviert werden und proapoptotisch wir-

ken. Zudem beeinträchtigen sie den axonalen Transport, indem sie zur Dissoziation 

von Kinesin und Tubulin führen (Stagi et al. 2006). Zuletzt konnte eine vermehrte 

Aktivierung der pro-survival-Kinase Akt festgestellt werden. (Ribas et al. 2016). 

Auch das an der Pathogenese des MP beteiligte αSYN wird durch unterschiedliche 

Kalzium-Konzentrationen beeinflusst. So fördert eine erhöhte Kalzium-Konzentration 

die Aggregation von αSYN (Tamamizu-Kato et al. 2006; Nath et al. 2011). Umgekehrt 

bewirken αSYN und seine Oligomere selbst einen Kanal-vermittelten Kalzium-

Einstrom (Adamczyk und Strosznajder 2006; Danzer et al. 2007). 

4.2.4 [A53T]αSYN-Tiere zeigten ein höheres Ausmaß an axonaler Degene-

ration als [A30P]αSYN-Tiere und Wildtyp-Tiere 

Die Rolle von αSYN und bei der Pathophysiologie des MP und die dazugehörigen mo-

lekularen Mechanismes wurde bereits in Kapitel 1.2.2 dargelegt. Der folgende Ab-

schnitt behandelt die Unterschiede zwischen den αSYN-Varianten [A53T]αSYN und 

[A30P]αSYN. 

Bei [A53T]αSYN-Mäusen sahen wir im Vergleich zu [WT]αSYN- und [A30P]αSYN-

Mäusen ein stärkeres Ausmaß an axonaler Degeneration. Dies passt zu den Beobach-
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tungen Giassons, der bei diesen Tieren eine schwere Synucleinopathie mit Neurode-

generation und LB-Pathologie beschreibt (Giasson et al. 2002). Allerdings beschreibt 

er das Auftreten erster Symptome erst ab einem Alter der Versuchtiere von 8 Mona-

ten und die Formierung erster αSYN-Aggregate im Alter von 7 Monaten. Wir sahen 

jedoch nicht nur bei älteren (7-9 Monate), sondern auch bei jüngeren Tieren (3-5 Mo-

nate) eine stärker ausgeprägte axonale Degeneration nach Kalzium-Einstrom. Offen-

bar sind schon vor dem Auftreten erster klinischer Symptome weitreichende zellbio-

logische Veränderungen bei diesen Tieren eingetreten, die die Axone vulnerabler ge-

genüber einer Kalzium-Influx-induzierten Degeneration machen. 

Innerhalb des untersuchten Alters der Mäuse (3-5 bzw. 7-9 Monate) konnten wir kei-

nen signifikanten Unterschied in Ablauf und Ausmaß der axonalen Degeneration von 

[A30P]αSYN- zu WT-Mäusen feststellen. Bezogen auf die von uns verwendeten (Thy-

1)-h[A30P]αSYN-Mäuse beschreiben IHC-Studien das Auftreten von αSYN-

Aggregaten nach 6 Monaten, behaviorale Beobachtungen erste Symptome motori-

scher Beeinträchtigungen nach 12 Monaten (Kahle et al. 2000). Eine andere Studie 

zeigt dagegen eine klare Korrelation zwischen dem Auftreten von motorischen Symp-

tomen und αSYN-Aggregatbildung (Lindström et al. 2014). Eine Verhaltensstudie 

zeigt, dass den motorischen Beeinträchtigungen kognitive Defizite vorausgehen. So 

waren (Thy-1)-h[A30P]αSYN-Mäuse im Alter von 12 Monaten signifikant einge-

schränkt in den Bereichen Lernfähigkeit, Gedächtnis, Angst- sowie Vermeidungsver-

halten und zeigten ein hyperaktives Bewegungsprofil. Erst nach 12 Monaten entwi-

ckelten die Tiere einen motorisch beeinträchtigten Phänotyp (Freichel et al. 2007). 

Die oben beschriebene aktuelle Studienlage legt den Schluss nahe, dass junge Exemp-

lare (Alter: 3-5 Monate) dieses Tiermodells noch wenige bis keine αSYN-Aggregate 

aufweisen. Dass sie sich in der axonalen Degeneration nicht von Wildtypmäusen un-

terscheiden, ist daher plausibel. Bei älteren Tieren (Alter 7-9 Monaten) wäre jedoch 

ein stärkeres Ausmaß und früheres Auftreten von Degenerationszeichen zu erwarten 

gewesen, da bei (Thy-1)-h[A30P]αSYN-Mäusen in diesem Alter αSYN-Aggregate be-

obachtet wurden. Dass erste klinische Zeichen einer Synucleinopathie erst in einem 

Alter von ≥12 Monaten innerhalb dieses transgenen Tiermodells auftraten, lässt ver-

muten, dass betroffene Neurone in einem moderaten αSYN-Aggregationsstadium 

über ausreichende Kompensationsmechanismen verfügen und sich deshalb auch in 

unseren Experimenten als widerstandsfähig gegenüber dem induzierten Kalziumein-
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strom erwiesen haben. Aus diesem Grund wäre eine Live-Imaging-Reihe mit (Thy-1)-

h[A30P]αSYN-Tieren im Alter von ≥12 Monaten sinnvoll zu ergänzen. 

Die oben vorgestellten Studien korrelierten die klinische Symptomatik mit dem 

histopathologischen Nachweis von αSYN-Aggregaten. Die aktuelle Studienlage weist 

jedoch darauf hin, dass vor allem oligomere Formen des αSYN eine neurotoxische 

Wirkung entfalten und somit den Krankheitsprozess bestimmen: Ratten, die αSYN-

Mutationen mit hoher Tendenz zur Formierung von Oligomeren exprimierten, zeig-

ten sich stärker betroffen von pathologischen Veränderungen als Tiere, die fibrilloge-

ne αSYN-Formen exprimierten (Winner et al. 2011). [A30P]αSYN und [A53T]αSYN 

wurden in dieser Studie den fibrillogenen αSYN-Spezies zugeordnet, jedoch zeigte 

[A30P]αSYN eine schwächere Tendenz zur Fibrillenbildung als [A53T]αSYN und er-

wies sich insgesamt als toxischer. Dieser Effekt ist früher bereits zellunabhängig ge-

zeigt worden (Conway et al. 2000). Die geringer aufgeprägte Fibrillogenität von 

[A30P]αSYN passt zwar zum späteren Auftreten histopathologischer Veränderungen 

bei den oben beschriebenen (Thy-1)-h[A30P]αSYN-Mäusen (Kahle et al. 2000; 

Freichel et al. 2007), jedoch nicht zum milderen klinischen Phänotyp dieser Tiere im 

Vergleich zu [A53T]αSYN-Mäusen und steht somit auch im Gegensatz zu unseren Be-

obachtungen. Neben Unterschieden in der Neigung zur Aggregation wurden Differen-

zen der αSYN-Mutanten bezüglich der Aktivierung von Mikroglia nachgewiesen: Im 

Vergleich zum [WT]αSYN induzieren beide αSYN-Mutanten im zellbasierten Modell 

eine mikrogliale Umgebungsreaktion mit Freisetzung von Entzündungsmediatoren, 

[A53T]αSYN mehr als [A30P]αSYN (Hoenen et al. 2016). Ebenfalls wurde im Zellmo-

dell in Anwesenheit von monomerem [A53T]αSYN eine Steigerung der mikroglialen 

Phagozytose festgestellt, während diese in Anwesenheit von monomerem 

[A30P]αSYN gehemmt war (Roodveldt et al. 2010). 

Insgesamt decken sich die Ergebnisse unserer Studie mit den Beobachtungen, die 

derzeit zu den verwendeten Tiermodellen vorliegen. Bisher wurden in den besagten 

Tiermodellen vor allem histopathologische Veränderungen mit behavioralen Be-

obachtungen korreliert. Da jedoch nicht das Vorliegen von αSYN-Monomeren oder -

Fibrillen, sondern die intrazelluläre Konzentration von Mono- und Oligomeren für 

den Krankheitsprozess relevant erscheint, ist es sinnvoll, in weiteren Studien das Auf-

treten von axonaler Degeneration in Live-Imaging-Experimenten mit dem Auftreten 
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von αSYN-Mono- und Oligomeren zu korrelieren. Bezogen auf die Frage, welche 

αSYN-Mutation den toxischeren Effekt hat, ist die Studienlage heterogen. Es bleibt zu 

klären, ob der in der vorliegenden Arbeit und vergangenen tierexperimentellen Stu-

dien festgestellte Unterschied zwischen den beiden Tiermodellen auf ein unterschied-

liches Expressionsniveau von αSYN zurückzuführen ist, oder ob er durch einen Un-

terschied in der Toxizität erklärt werden kann. 

4.2.5 Das Alter der Versuchstiere beeinflusste nicht das Ausmaß und den 

Ablauf der axonalen Degeneration 

In der vorliegenden Arbeit ergab sich kein Unterschied in Degenerationsverlauf und 

Ausmaß zwischen jungen und alten Tieren innerhalb der jeweiligen Genotypen. Dies 

war unerwartet im Kontext der tierexperimentellen Studien, die zu den verwendeten 

transgenen Tiermodellen veröffentlicht und im vorherigen Abschnitt bereits vorge-

stellt wurden. Insgesamt wäre eine zeitabhängige kumulative Schädigung der Axone 

durch αSYN zu erwarten, die bei älteren Mäusen zu einer höheren Empfindlichkeit 

der Axone gegenüber dem toxischen Stimulus des Kalzium-Ionophor-vermittelten 

Kalzium-Einstroms führen müsste. Warum sich ein solcher Effekt in der vorliegenden 

Arbeit nicht zeigte, bleibt Gegenstand zukünftiger Untersuchungen. Es ist möglich, 

dass nicht alle Axone gleich empfindlich auf αSYN als toxischen Stimulus reagierten. 

Besonders empfindliche Axone waren ggf. zum Zeitpunkt des Live-Imagings bereits 

degeneriert, diese besonders empfindlichen Axone wurden in der Folge bei der Mes-

sung der Bulb-Verteilungsdichte als Maß der axonalen Degeneration nicht erfasst. 

Von diesem Phänomen sind natürlich insbesondere die Live-Imagings der alten Tiere 

betroffen und könnten so den kumulativen axonalen Schaden durch αSYN verschlei-

ern. Immunhistologische Untersuchungen der axonalen Dichte in den ON junger und 

alter Versuchstiere könnten diesen Effekt aufdecken. 
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4.3 Ausblick 

Die vorliegende Arbeit zeigt nicht nur, dass αSYN axonale Degeneration beeinflusst, 

sie weist diesen Effekt auch erstmals in vivo nach. Hierbei handelt es sich um eine 

rein morphologische Beobachtung, deren Ursachen auf Zellebene noch nicht hinrei-

chend erklärt sind. Gerade die Wechselwirkung zwischen intrazellulärem Kalzium-

spiegel und αSYN ist dabei interessant (für Kontextliteratur siehe Kapitel: 4.2.4) und 

eröffnet mitunter pharmakologische Therapieansätze, deren Wirksamkeit mit dem in 

dieser Arbeit etablierten transgenen Live-Imaging-Modell überprüft werden können. 

Die in dieser Arbeit verwendete Messgröße der Bulb-Verteilungsdichte dient als Maß 

der Axonalen Degeneration, da die Bulb-Formierung nachgewiesener Bestandteil des 

axonalen Degenerationsverlaufs ist (Knöferle et al. 2010; Koch et al. 2010). Knöferle 

et al. Und Koch et al. postulieren als eine von mehreren Prozessen der Degenerati-

onskaskade Störungen des axonalen Transports, z. B. von Zellorganellen, deren Ak-

kumulation zur Bulb-Formierung beiträgt. Als Folgestudie sind daher der Nachweis 

und die Visualisierung einer Transportstörung in vivo interessant, z. B. mit Fluores-

zenz-markierten Mitochondrien. Auch ein solches Modell ermöglicht die Testung 

pharmakologischer Ansätze. Außerdem sollte die molekulare Grundlage der differen-

tiellen Effekte der αSYN-Varianten auf die Bulb-Größe weiter untersucht werden. 

Hierzu würden sich z. B. hoch-auflösende moderne Mikroskopie-Verfahren wie STED 

eignen. 
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5 Zusammenfassung 

Axonale Degeneration spielt eine Schlüsselrolle in der Pathogenese des Morbus Par-

kinson. Das Protein α-Synuclein (αSYN) und seine mutierten Formen [A53T]αSYN 

und [A30P]αSYN sind entscheidend an diesem degenerativen Prozess beteiligt. Ziel 

der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von [A53T]αSYN und [A30P]αSYN auf 

das Ausmaß und den zeitlichen Ablauf von Kalzium-induzierter axonaler Degenerati-

on in vivo zu untersuchen. 

Dazu wurde ein Live-Imaging-Verfahren am optischen Nerven von transgenen 

[A53T]αSYN und [A30P]αSYN Mäusen etabliert. Durch Applikation eines Kalzium-

Ionophors wurde axonale Degeneration induziert. Anschließend wurden morphologi-

sche Veränderungen von Fluoreszenz-markierten Axonen des optischen Nervs über 

einen Zeitraum von 5 Stunden beobachtet. [A53T]αSYN-, [A30P]αSYN- und Wildtyp-

mäusen wurden jeweils in zwei Altersgruppen untersucht (3-5 bzw. 7-9 Monate). 

In beiden Altersgruppen entwickelten [A53T]αSYN-Mäuse eine höhere Anzahl axona-

ler Bulbs als Wildtyp-Tiere. [A30P]αSYN-Mäuse unterschieden sich nicht signifikant 

von Wildtyp-Mäusen. In keiner der Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter Un-

terschied zwischen der Anzahl an Bulbs im Alter von 3-5 und 7-9 Monaten. Im Alter 

von 3-5 Monaten hatten axonale Bulbs der [A53T]αSYN-Mäuse einen signifikant ge-

ringeren Durchmesser als Bulbs der Wildtyp- und [A30P]αSYN-Mäuse. Im Alter von 

7-9 Monaten ergab sich kein Unterschied zwischen den verschiedenen Versuchs-

gruppen. Humanes αSYN war im optischen Nerven von beiden transgenen Mausmo-

dellen exprimiert. [A53T]αSYN-Mäuse zeigten jedoch im Vergleich zu [A30P]αSYN-

Mäusen eine signifikant höhere Expression.  

Insgesamt konnte in dieser Arbeit der neurotoxische Effekt von αSYN erstmals in vivo 

gezeigt werden. Die für diese Arbeit etablierte Live-Imaging-Technik für Mäuse kann 

auch in Zukunft bei vielen anderen transgenen Mausmodellen neurodegenerativer 

Erkrankungen zur Anwendung kommen und bietet zudem einen Testrahmen für 

pharmakologische Therapieansätze. 
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