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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Bei der anatomischen und neuropathologischen Untersuchung eines menschlichen
Gehirns zeigt sich in Arealen des Hirnstamms eine selbst fiir das freie Auge sichtbare,
auffallend dunkle Farbung. Diese Hirnareale tragen die Bezeichnung ,,Substantia nigra“
— Schwarzer Kern, bzw. ,,Locus coeruleus* — Blauer Kern. Ursache fiir die Farbung
dieser Gehirnregionen und namensgebend ist das braun bis bldulich-schwarze Pigment
Neuromelanin. Nicht in erster Linie die Pigmentierung der Substantia nigra an sich,
sondern vor allem der pathologische Befund einer abgeblassten Substantia nigra bei der
Parkinson-Krankheit (Charcot, 1869; Hassler, 1938) erkliren das Interesse an
Neuromelanin. Nach Hinweisen auf eine mogliche Beteiligung dieses Pigments an der
Pathogenese der Krankheit (Youdim et al., 1994; Mann und Yates, 1983; Marsden, 1983)

ist Neuromelanin vermehrt in den Mittelpunkt klinisch orientierter Forschung geriickt.

1.1 Die Chemie der Melanine

Die Bezeichnung Melanin (griech. pelag, schwarz) wurde erstmals von dem
schwedischen Chemiker Jons Jacob Berzelius (1779-1848) geprigt und beschreibt seither
eine im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitete Klasse endogener Pigmente, die fiir die

Farbgebung von Haut, Fell, Federn und Augen vieler Tiere verantwortlich ist.

Melanine gelten als amorphe, kaum 16sliche, anscheinend hochpolymere Pigmente. Diese
physikalischen Eigenschaften sind Grund dafiir, dass Melanine als eine der letzten
Gruppe biologischer Makromolekiile gelten, deren Struktur bis heute nicht restlos geklart
ist und deren physiologische Funktion oft nur ansatzweise verstanden ist. Im Fall von
Neuromelanin ist selbst die Bildung in den catecholaminergen Neuronen unklar und wird

heute kontrovers diskutiert (Sulzer et al., 2000; Fedorow et al., 2005a).

1.1.1 Kilassifizierung der Melanine

Auf der Basis der jeweiligen Ausgangssubstanz kann man Melanine in vier Gruppen

einteilen:

Eumelanine werden aus L-DOPA (3.,4-Dihydroxyphenylalanin) gebildet und sind vor
allem fiir die schwarz-braune Farbgebung von Haut und Haaren verantwortlich. Ein

prominentes Beispiel ist die Tinte von Cephalopoden (,,Sepia-Melanin®), die sich
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groftenteils aus Eumelanin zusammensetzt. Des Weiteren tragen Eumelanine durch

Lichtstreuung (Tyndall-Effekt) auch zu einer griinen oder blauen Farbgebung bei.

Ph&omelanine, die 5-S-Cysteinyldopa-Polymere darstellen, sind fiir die gelblich bis rote

oder rotbraune Farbung von Haaren und Federn verantwortlich.

Allomelanine werden aus stickstofffreien Vorstufen wie Pyrocatechol- und 1,8-
Dihydroxynaphthalin-Vorstufen gebildet. Allomelanine sind schwarz-braune Farbstoffe,
die vor allem von Pflanzen, Pilzen und Bakterien gebildet werden. Auch unter der
Bezeichnung ,,Huminséure“ geldufig wird die charakteristische Farbung des Erdbodens

Allomelaninen zugeschrieben.

Neuromelanin stellt die vierte Gruppe in dieser Klassifizierung dar. Neuromelanin ist
ein Pigment, das hauptsdchlich in catecholaminergen Neuronen der Gehirne von
Primaten zu finden ist. Als Ausgangssubstanzen werden zurzeit Dopamin (Substantia

nigra pars compacta) bzw. Noradrenalin (Locus coeruleus) genannt.

1.2 Melanine der Haut als ,,Modell*“-Melanin fir Neuromelanin

Die Melanine der Haut (Eu- und Phdomelanin) sind aufgrund ihrer guten Verfiigbarkeit
und Zugénglichkeit die am besten untersuchten Vertreter dieser Pigmentgruppe. Des
Weiteren sind die Synthesewege von Melaninen der Haut wegen des grof3en Interesses an
den Ursachen unterschiedlichster Pigmentierungsphidnotypen am besten untersucht
worden. Obwohl inzwischen nicht alle Untersuchungsergebnisse von Melaninen der Haut
direkt auf Neuromelanin iibertragen werden konnen, eignet sich die Betrachtung von
Melaninen der Haut, um eine generelle Einfithrung in den derzeitigen Wissensstand iiber

Melanine zu geben, ehe Neuromelanin ndher beschrieben wird.

1.2.1 Der chemische Bildungsmechanismus von Melanin nach Raper und Mason

Grundlegende Arbeiten zum Verstindnis des Syntheseweges von (Eu-)Melanin wurden
von Raper begonnen (Raper, 1927, 1928), wonach L-Tyrosin durch Einwirken von
Tyrosinase und Anwesenheit von Luftsauerstoff zu einem unloslichen, schwarz geférbten
Pigment polymerisiert. Es wurde vorgeschlagen, dass L-Tyrosin iiber L-DOPA zu
Dopachinon und nach spontanem Ringschluss zu Dopachrom oxidiert wird (Abb. 1). Als
Folgeprodukte charakterisierte Raper (Raper, 1927) 5,6-Dihydroxyindol (DHI) und die in
geringerer Ausbeute entstechende Verbindung 5,6-Dihydroxyindol-2-carbonsiure

(DIHCA). Aus Mangel an weiteren isolierbaren Folgeprodukten schloss Raper aus diesen

2



EINLEITUNG

Ergebnissen, dass Melanine hauptsédchlich durch Oxidation von DHI und weniger aus der
2-Carbonsédure gebildet werden. Weiterfilhrende Studien von Mason (Mason, 1948,
1967) mit synthetisiertem DHI und DHICA ergaben vergleichbare Ergebnisse, weshalb
Melanin als ein ,Homopolymer* bestehend aus 5,6-Dihydroxyindol-Einheiten

vorgeschlagen wurde.

COH HO CO,H o COH HO
—_— B — B — COZH
NH, NH, NH N
HO ‘\ HO /, 0 2 HO H

L-Tyrosin L-DOPA L-DOPA-Chinon Leucodopachrom
Tyrosinase / l
HO ©
mCOZH - mCOZH
HO N HO N
5,6-Dihydroxyindol-2- Dopachrom
carbonsdure (DHICA)
o HO
Melanin m - m
o N HO N
5,6-Indolchinon 5,6-Dihydroxyindol
(DHI)

Abbildung 1: Der chemische Bildungsmechanismus von Melanin nach Raper und Mason.

Dieses génzlich aus In-vitro-Versuchen abgeleitete ,, Tyrosin-Tyrosinase“-Konzept von
Raper und Mason stellte sich jedoch fiir die Erkldrung der Melanogenese in vivo als
unzuldnglich heraus, da lediglich die Bildung eines schwarz gefdrbten, unldslichen
Eumelanins gezeigt werden konnte, die Farbpalette der Melanine in vivo jedoch von

schwarz-blaulich iiber rot-braun bis gelblich reicht.

1.2.2 Die Bildung von Phaomelanin nach Nicolaus und Prota

Zwar mag die in der Natur vorkommende gelblich bis rot-braune Pigmentierung auf

einen weiteren Syntheseweg schliefen lassen, die Loslichkeit jenes Phdomelanins in
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alkalischen Losungsmitteln war jedoch ein Indiz fiir offensichtliche Unterschiede in der

chemischen Zusammensetzung dieser beiden Pigmentgruppen.

Boldt und Hermstedt (Boldt und Hermstedt, 1967) konnten in Pigment-Extrakten aus
roten Haaren neben Stickstoff die Anwesenheit von Schwefel nachweisen. Prota zeigte
schlieBlich durch Inkubation von Tyrosin und Tyrosinase bei Anwesenheit von Cystein
und Luftsauerstoff die Bildung eines braunlichen, alkali-l6slichen Pigments und konnte
mit dieser Entdeckung erheblich zum Verstindnis der Entstehung von Phidomelanin

beitragen (Prota und Nicolaus, 1967; Prota, 1992, 2000).

1.3 Strukturvorschlage von Melaninen

Die chemische Zusammensetzung sowie die Struktur und die absolute Konformation von
Melaninen sind trotz jahrzehntelanger, intensiver Bemiihungen bis heute nur ansatzweise
geklart. Aufgrund der hohen Unloslichkeit von Melaninen sind konventionelle
spektroskopische oder massenspektrometrische Verfahren auch heute kaum erfolgreich
einsetzbar. Seit jeher versucht man daher iiber zwei alternative Wege Informationen tiber
die Zusammensetzung und die Struktur von Melaninen zu erhalten: auf den Arbeiten von
Raper und Mason sowie von Nicolaus und Prota aufbauend stellte man einerseits
mimetische In-vitro-Versuche zur Untersuchung der auftretenden Zwischenprodukte an,
andererseits erfolgte die Analyse der Abbauprodukte von natiirlichen und synthetischen
Melaninen nach Einwirken starker Oxidationsmittel (Nicolaus und Piatelli, 1962; Piatelli

et al., 1962; Mason, 1967; Swan, 1974; Ito, 1986; Novellino et al., 2000).

Beide Strategien fiihrten zu einer uniibersichtlichen Fiille an widerspriichlichen Daten.
Die grolen Unterschiede in der Wahl der Ausgangssubstanzen, der
Reaktionsbedingungen und sonstiger manipulativer Schritte erkldren die kontroverse
Vielfalt an vorgeschlagenen Strukturen und erschweren den Vergleich der Ergebnisse.
Problematisch ist aullerdem, dass Analysedaten, die in erster Linie von synthetischen
Modell-Melaninen stammen, lange Zeit kritiklos auch fiir natiirliche Melanine postuliert
wurden. Andererseits erwiesen sich viele Strukturriickschliisse ausgehend von
chemischen Abbauprodukten natiirlicher Melanine aus den folgenden Griinden als
zweifelhaft: erstens herrschte die Ansicht vor, Melanine hétten unabhidngig von ihrer
Entstehung (synthetisch oder biologisch) oder unabhidngig von ihrem natiirlichen
Vorkommen (Haar, Feder, Iris, Gehirn, etc.) vergleichbare Strukturen (Novellino et al.,

2000). Zweitens erkennt man erst allmihlich, dass Melanine keine inerten Materialien
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sind und daher ihre nativen Strukturen bei diversen Aufschlussverfahren, z.B. durch

Kochen in Mineralsduren, Schaden nehmen (Novellino et al., 2000).

Trotz aller Kontroversen haben sich zwei Modelle etabliert, iiber die man momentan die
Struktur von Melaninen beschreibt: einerseits betrachtet man Melanine als langkettige
Polymere unterschiedlicher Molmasse (Polymer-Modell), andererseits wird Melanin als

Graphit-dhnlich geschichtetes Material beschrieben (Schicht-Modell).

Das Polymer-Modell

Basierend auf biomimetischen Daten diirften Melanine aus heterogenen Polymeren
unbekannter Molmassen aufgebaut sein. Basierend auf den Untersuchungen von Raper
und Mason wurden je nach Ausgangssubstanz in vitro unterschiedliche Melaninvorstufen

charakterisiert:

Fiir synthetisches Eumelanin wurden in der Gruppe um Prota einige Indol-Oligomere
analysiert, wobei Indol-Reste an den Positionen 2, 4 und 7 kovalent verbunden werden

(Abb. 2).

Abbildung 2: 27;4’’-Verknupfung von Melanin nach Prota.

Ein Bericht, wonach massenspektrometrische Untersuchungen mit Eumelanin aus Kuh-
Iriden (Novellino et al., 2000) bzw. aus der Tinte von Sepia officinalis teilweise gelungen
sind (Pezzella et al., 1997), konnte ein Hinweis auf die polymere Struktur zumindest

dieses Melanin-Typs sein.
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Uber die Struktur von Phiomelanin kann angenommen werden, dass die Synthese unter
Beteiligung von 5-S-Cysteinyl-DOPA abléduft. Diese Substanz ist auch in lebenden
Organismen nachweisbar (Fornstedt et al., 1986; Fornstedt und Carlsson, 1989). Ein
Folgeprodukt, das nach der 1,4-Benzothiazin-Zwischenstufe auftreten konnte, wurde in
geringer Ausbeute in vitro nachgewiesen, da diese Verbindung sédureinstabil ist

(Napolitano et al., 1996b; Napolitano et al., 2000).

In vitro generierte Oligomere sind bislang nicht in vivo nachgewiesen worden. Des
Weiteren ergeben neuere Daten ein weit komplexeres Bild von Melaninen, als mit
biomimetischen Versuchen zur Zeit erarbeitet werden kann (Double et al., 2000;
Dzierzega-Lecznar et al., 2004). Trotz der Bemiihungen, den vom DHI-Modell
generierten Daten Allgemeingiiltigkeit zu verleihen (Prota, 2000), scheint es verfriiht zu

sein, diese Befunde auf die Situation in einem lebenden Organismus zu iibertragen.

Das Schicht-Modell

Andere Untersuchungen von synthetischen Melaninen basieren auf Rontgenbeugung, der
Atomkraftfeldmikroskopie (AFM, atomic force microscopy) und der Raster-
elektronenmikroskopie (REM), aus denen man das Schicht-Modell fiir Melanine ableitete
(Cheng et al., 1994a; Cheng et al., 1994b; Gallas et al., 2000). Dabei geht man von
planaren Untereinheiten aus, die sich aus fiinf bis acht miteinander kovalent verbundenen
Indol-Einheiten zusammensetzen. Etwa vier solche ,Ebenen® sind durch n-m-
Wechselwirkungen (,,n-stacking®) in einem ungefihren Abstand von 3,45A graphit-
dhnlich iibereinander gestapelt und stellen eine verzogene, ,,parakristalline® Einheit mit

der Dimension von ~(15A)? dar, aus denen letztendlich Eumelanin gebildet wird.

Dieses Modell basiert auf Strukturdaten, die nach Rontgenbeugung an Eumelaninen
errechnet wurden (Cheng et al., 1994a; Cheng et al., 1994b). Dabei vergleicht man
errechnete mit gemessenen Beugungsmustern. Die Ubereinstimmung von berechneten
Kurven mit der gemessenen Kurve ist zwar ein notwendiges, jedoch kein hinreichendes
Kriterium fiir die Richtigkeit eines etwaigen Strukturmodells, weshalb man trotz sehr
guter Ubereinstimmung die Existenz anderer Strukturen mit ebenso guter
Ubereinstimmung nicht ausschlieBen kann. Dieser Fall tritt bereits bei jenen
Berechnungen ein, die lediglich auf der Basis von Indol-Einheiten beruhen (Cheng et al.,
1994a; Cheng et al, 1994b), wobei im Sinne der Vereinfachung zuséitzliche

Strukturelemente nicht beriicksichtigt worden sind.
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Nach diesem Schicht-Modell sollen Melanine aus sehr kleinen oligomeren Molekiilen
aufgebaut sein, die sich zu filamentartigen Strukturen anlagern (Zeise et al., 1992;
Bridelli, 1998; Clancy und Simon, 2001; Littrell et al., 2003). Die tatséchliche chemische
Struktur jener fiinf bis acht miteinander kovalent verbundenen Indoleinheiten ist jedoch
nach wie vor nicht restlos aufgeklirt (Zajac et al., 1994). Einerseits ist die exakte
Verkniipfung der monomeren Molekiileinheiten zu einem planaren Protomolekiil nicht
bekannt, andererseits ist nicht restlos geklédrt, welche der mdglichen Protomolekiil-

einheiten tatsdchlich am Aufbau von Melaninen beteiligt sind.

Unklar ist, ob auch natiirliche Melanine aus kleinen oligomeren ,,Protomolekiilschichten*
oder aus Oligopolymeren bestehen. Einerseits wurden an natiirlichem Sepia officinalis
(Eu-)melanin tiber MALDI-TOF-MS Oligopolymere festgestellt (Pezzella et al., 1997),
die allerdings strukturelle Verdnderungen aufwiesen, wie sie nach Einwirken von H,O,
bekannt sind (Prota, 1992). Andererseits lassen die Ergebnisse von
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Atomkraftfeldmikroskopie (AFM) Schichten
aus quervernetzten ,,Protomolekiilen” vermuten (Clancy und Simon, 2001). Eine
Giiltigkeit beider Modelle fiir die Struktur von Melanin konnte sich durch Einwirken von
H,0, auf Melanine ergeben: Geschichtetes Melanin diirfte dabei strukturell verdndert
werden, was eine Desaggregation der Protomolekiilschichten zur Folge hat (Littrell et al.,
2003). 5,6-Dihydroxyindol-2-carbonsdure-Oligopolymere erfahren durch H,O, einen
teilweisen Abbau der 5,6-Dihydroxyindol-Einheiten zu Pyrrolcarbonsduren (Napolitano
et al., 1995; Napolitano et al., 1996a). Moglicherweise konnten hoch quervernetzte
,Protomolekiilschichten® nach Einwirken von H;O, in Oligopolymere umgewandelt
werden. Unklar ist, inwieweit derartige Verdnderungen in vivo stattfinden oder Artefakte
durch die Priparation der Melanine darstellen. Inwiefern diese Strukturmodelle auch fiir

Neuromelanin relevant sind, ist zurzeit nicht klar.
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1.4 Neuromelanin — Chemische Zusammensetzung und Strukturvorschlage

Obwohl sich in den letzten Jahren einige Arbeitsgruppen sehr intensiv der
Strukturaufkldrung von humanem Neuromelanin gewidmet haben, ist die tatsdchliche
Struktur auch dieses Biopolymers nach wie vor unbekannt. Als eine Ausgangssubstanz
zur Bildung von Neuromelanin wird seit langem Dopamin genannt (Vander Wende und
Spoerlein, 1963). Die Frage, ob dabei tatsdchlich ein Melanin gebildet wird, konnte

jedoch nicht eindeutig beantwortet werden.

Melanin, ein stabiles Radikal

Die derzeit verldsslichste Zuordnungsmoglichkeit von Pigmenten zur Gruppe der
Melanine scheint {iber ESR-Spektroskopie (ESR, Elektronen-Spin-Resonanz) zu
gelingen (Enochs et al., 1993b, 1993a). Die dabei gemessenen ungepaarten Elektronen
diirften aus dem Komproportionierungsgleichgewicht zwischen chinoiden (Q) und
hydrochinoiden (QH;) Strukturelementen (Q + QH, <=> 2QH") herriihren (Sarna und
Swartz, 1978). Die Identifizierung von Melaninen anhand eines ESR-Spektrums
funktioniert allerdings eher nach dem ,ja/nein-Prinzip“, jedoch lassen ESR-
spektroskopische Untersuchungen keine detaillierten Riickschliisse auf die tatsdchliche

Gesamtstruktur von Melaninen zu.

Anders als unspezifische histochemische Methoden, basierend auf der Reduktion von
AgNOj3 durch Melanin (Lillie, 1957a, 1957b), konnte mittels ESR-Spektroskopie gezeigt
werden, dass Neuromelanin tatsdchlich ein Melanin ist, wenn auch ein untypischer
Vertreter dieser Biopolymere. Von grofler Wichtigkeit ist der Befund, dass Neuromelanin
nicht mit den bekannteren Melaninen aus peripheren Zellgruppen oder gar den
synthetisch hergestellten Modell-Melaninen vergleichbar ist.

Des Weiteren ermoglicht die ESR-Spektroskopie eine Unterscheidung von Eumelaninen
und den Schwefel-haltigen Phdomelaninen. Das Spektrum von Neuromelanin zeigt
Abweichungen von einem reinen Eumelanin-Spektrum und hétte mit Vorbehalten eher
Charakteristika eines Phdomelanin-Spektrums. Trotzdem konnten fiir Neuromelanin
weder mittels ESR-Spektroskopie noch mittels Pyrolyse-GC-MS Anzeichen fiir
heterocyclische 1,4-Benzothiazin-Untereinheiten entdeckt werden (Enochs et al., 1993a;

Dzierzega-Lecznar et al., 2004).
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Ist Neuromelanin ein Schwefel-haltiges Melanin?

Die Frage, ob Neuromelanin Schwefel enthdlt, ist bis heute ein kontroverses Thema.
Nach Behandlung von Neuromelanin mit HI oder mit KMnO4 wurde auf 5-S-
Cysteinyldopamin als eine weitere mogliche Vorstufe geschlossen (Carstam et al., 1991).
Fornstedt und Carlsson konnten (Fornstedt et al., 1986; Fornstedt und Carlsson, 1989) 5-
S-Cysteinyldopamin unter anderem auch in der Substantia nigra verschiedener
Vertebraten lokalisieren, weshalb eine Inkorporation von 5-S-Cysteinyldopamin in
Neuromelanin plausibel erschien. Auch die Elementaranalyse von humanem
Neuromelanin ergab einen Schwefelgehalt von 2.3 %. Neuromelanin wurde in Folge als
ein Mischpolymer aus Eu- und Phdomelanin vorgeschlagen (Odh et al., 1994), allerdings
erhielt man unter Verwendung der selben Analysemethode keine Hinweise auf den

Einbau von 5-S-Cysteinyldopamin (Wakamatsu et al., 1991).

Erst kiirzlich wurden bei einer umfassenden Analyse von Neuromelanin {iber Pyrolyse-
GC-MS niedermolekulare Schwefelverbindungen gemessen (Dzierzega-Lecznar et al.,
2004). Verglichen mit synthetischem 5-S-Cysteinyldopamin-Melanin, das Benzothiazin-
Derivate aufwies, fand man in humanem Neuromelanin keine derartigen
schwefelhaltigen, heterocyclischen Verbindungen. Inwieweit Schwefel tatsdchlich in
Strukturelemente von Neuromelanin inkorporiert wird oder von Proteinen herriihrt, die
entweder mit dem Neuromelanin-Gertist assoziiert sind oder daran kovalent gebunden

sind, ist bislang unklar.

Neuromelanin als Eisen-bindender Naturstoff

Nicht zuletzt der hohe Gehalt von Fe’* in Substantia-nigra-Gewebe (Earle, 1968;
Riederer et al., 1985; Dexter et al., 1987; Riederer et al., 1989), sondern auch die
Bindung von Eisen an synthetisches Dopaminmelanin haben Spekulationen iiber eine
direkte Bindung von Eisen an Neuromelanin genédhrt (Ben-Shachar et al., 1991). Vor
allem aber bestitigten charakteristische ESR-Signale fiir Fe*" in Neuromelanin-Proben
die Bindung von Fe*' an das Neuromelanin-Geriist (Enochs et al., 1993a; Enochs et al.,
1994). Der Eisengehalt von isoliertem humanem Neuromelanin wurde je nach
Untersuchungsmethode mit 2.8 + 1.4 % (w/w) (Mdssbauerspektroskopie), 1.5 % (w/w)
(AES, Atomemissionsspektroskopie) bzw. mit 0.92 % (w/w) (Rontgenfluoreszenz-
spektroskopie) beziffert (Zecca und Swartz, 1993; Aime et al., 1994; Gerlach et al., 1995;
Bolzoni et al., 2002).
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Anspruchsvolle Methoden wurden angewandt, um die Beschaffenheit der Eisen-
bindenden Reste oder Doménen von Neuromelanin aufzukldren und so neue
Erkenntnisse iiber die Struktur von Neuromelanin gewinnen zu konnen. Vergleichende
Untersuchung an synthetischem Melanin und isoliertem humanem Neuromelanin mittels
XAFS-Messungen (“X-ray absorption fine-structure spectroscopy*) (Kropf et al., 1998)
ergaben, dass dreiwertiges Eisen in beiden Melanin-Typen von zwei chinoiden Liganden
quadratisch planar komplexiert und zu einem ,,verzogenen* Oktaeder hydratisiert ist.

57Fe-Mt')ssbauer-Spektroskopie (Gerlach et al., 1995; Galazka-Friedman et al., 1996;
Friedman et al., 1996; Double et al., 2000), eine in der Aufklarung vieler eisenhaltiger
Systeme bewéhrte Methode, gab neben der Anwesenheit von paramagnetischem high-
spin-Fe*" auch Hinweise auf superparamagnetisches Material, das Ahnlichkeiten mit den
Eisenoxyhydroxy-Partikeln in Ferritin oder H&mosiderin aufweist. Diese super-
paramagnetischen Eisenpartikel wurden in nativem Neuromelanin auch mittels
magnetischer Suszeptibilititsmessungen nachgewiesen (Bolzoni et al., 2002). Anders als
im Dopaminmelanin-Modell, in dem hauptsidchlich einzelne Eisenionen gebunden sind,

ist Eisen in Neuromelanin vorwiegend in einem dreidimensionalen Netzwerk organisiert.

Neuere Untersuchungen — Weitere Strukturmerkmale von Neuromelanin

Untersuchungen von isoliertem nativem Neuromelanin durch verschiedenste Techniken
ergaben ein komplexeres Bild von Neuromelanin, das von den urspriinglichen Befunden
eines reinen Dopamin- oder Cysteinyldopamin-Polymers abweicht (Enochs et al., 1993a;
Double et al., 2000). Man musste erkennen, dass viele Kontroversen um die Struktur von
Neuromelanin auf der Unvereinbarkeit von synthetischen Melaninen mit nativem
Neuromelanin beruhen. Des Weiteren wurde ersichtlich, dass Neuromelanin aus

catecholaminergen Neuronen mit Melaninen der Haut nicht vergleichbar ist.

Umfassende spektroskopische und massenspektrometrische Untersuchungen ergaben
Hinweise auf langkettige Alkylverbindungen, die mit groBer Wahrscheinlichkeit
kovalent an das Neuromelanin-Geriist gebunden sind (Zecca et al., 1992; Aime et al.,
1994; Aime et al., 1996). Bereits die Summenformel (Cy43H342N770107S1,0) zeigt ein fiir
Melanine ungewohnlich hohes H/C-Verhiltnis (Zecca et al., 1992). Allerdings konnte
lange Zeit nur Cholesterol (5 % Anteil) eindeutig identifiziert werden. Neuere Studien
bestitigten Hinweise auf langkettige Alkyketten, die in Form von C;4-Cs-Fettsduren an
Neuromelanin gebunden sein diirften. AuBBerdem konnten grofle Mengen des Dolichol-

dhnlichen Limonens identifiziert werden (Dzierzega-Lecznar et al., 2004). Aufgrund der
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Abwesenheit von *'P-Signalen in *'P-NMR-Spektren wurden Phospholipide als
Matrixkomponenten ausgeschlossen (Aime et al., 1996). Uber Festkorper-">C-NMR
wurden charakteristische Signale fiir Polysaccharide gemessen.

Neuere Daten ergaben erstmals Hinweise auf eine Proteinkomponente, die
moglicherweise ein zusdtzliches, fiir natives Neuromelanin charakteristisches
Strukturmerkmal darstellen konnte (Aime et al., 2000). Trotz der Behandlung von
isoliertem humanem Neuromelanin mit Proteasen, Detergentien und organischen
Losungsmitteln waren wiederholt Aminosduren nachweisbar (Double et al., 2000; Zecca
et al., 2000). Die Isolierung und Charakterisierung davon abgeleiteter Proteine konnte
bislang aber nicht realisiert werden, da diese Proteine durch Einlagerung in das
Neuromelanin-Gertiist schwer zugénglich sind oder kovalent daran gebunden sein

diirften.

Aus den gesammelten Daten dieser Untersuchung wurde fiir die Struktur von
Neuromelanin ein Geriist aus Indolringen vorgeschlagen, an dem moglicherweise auch
uncyclisierte 5-S-Cysteinyldopamin-Reste, unterschiedliche langkettige Fettsduren und
Isoprenyl-Verbindungen beteiligt sind (Zecca et al., 1992; Dzierzega-Lecznar et al.,
2004). Von diesen Verbindungen konnte bislang Dolichol identifiziert werden (Fedorow
et al., 2005b).

1.5 Die Biologie von Neuromelanin

1.5.1 Vorkommen und Morphologie von Neuromelanin-Granula

Interessanterweise ist das Auftreten von Neuromelanin hauptsdchlich auf das
menschliche Gehirn und auf das der Primaten beschrinkt (Abb. 3). Nagetiere, und somit
die gingigsten Labortiere, haben kein Neuromelanin. Bei den Primaten ist sogar
folgender phylogenetischer Zusammenhang zu verzeichnen: das Ausmall der
Pigmentierung des Hirnstammes nimmt zu, je groBer evolutiondr gesehen die
Verwandtschaft der Spezies zum Menschen ist. Beim Menschen erreicht die
Pigmentierung der Substantia nigra ein Maximum (Marsden, 1961a). Allerdings ist selbst
bei Primaten das Vorkommen von Neuromelanin lediglich auf wenige Gehirnregionen

beschrinkt, von denen die Substantia nigra und der Locus coeruleus deutlich
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Substantia-nigra-Neurone Normal Parkinson-
Krankheit

Substantia nigra

Abbildung 3: Uberblick {ber Sub-
kompartimente des Mittelhirns. CGS =
Zentrale graue Substanz; M = Mediale
Gruppe; Mv = Medioventrale Gruppe; A8 =
dopaminerge Gruppe AS8; SNpd =
Substantia nigra pars dorsalis; SNpl
Substantia nigra pars lateralis; N
Nigrosom;. RN = Roter Kern; DBC =
Decussatio brachium cunjunctivum (ein
Kleinhirnstiel, Verbindung zum Cerebel-
lum); CP = cerebrales Pedunculus; III =
Dritter cranialer Nervenstrang (Damier et
al., 1999).

rostral intermediar caudal

hervorzuheben sind; alle anderen Dopamin-produzierenden (Nerven-)Zellen weisen
keine Pigmentierung auf, so zum Beispiel auch die Nebennierenrinde. Neugeborene
haben eine ginzlich unpigmentierte Substantia nigra. Die Bildung von Neuromelanin im
menschlichen Kinderhirn setzt erst ab dem dritten bis fiinften Lebensjahr ein (Fenichel

und Bazelon, 1968).

Mithilfe elektronenmikroskopischer Studien iiber die Morphologie der Substantia-nigra-
Neurone an humanen und an Makaken-Hirnen lokalisiert man das Pigment in
membranumgebenen granuldren Kompartimenten im neuronalen Zellkdrper (Duffy und
Tennyson, 1965; Moses et al., 1966; Hirosawa, 1968; Schwyn et al., 1970). Man erkennt
Bereiche hoher Elektronendichte, die als das eisenhaltige Pigment Neuromelanin
angesehen werden. Demnach ist das Pigment in einen Bereich mittlerer Elektronendichte
eingelagert, der als eine hauptsdchlich aus Proteinen zusammengesetzte Matrix
beschrieben wird. An der Peripherie der Granula befinden sich vakuolenartige Bereiche

niedriger Elektronendichte, die vermutlich Lipide enthalten. Ob nun diese Neuromelanin-
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Granula tatséchlich von einer Membran umhiillt sind, ist nicht restlos geklart. Die Studie
am Makaken-Gehirn zeigt deutlich eine Membran im Sinne einer Lipiddoppelschicht, die
das Kompartiment komplett umgibt (Hirosawa, 1968). Auch Aufnahmen von humanem
Gehirn belegen diese Membran (Moses et al., 1966). Ursachen dafiir, dass bei den
meisten Aufnahmen allerdings keine Membran erkennbar ist, konnten an den hoéheren
Post-mortem-Zeiten liegen oder daran, dass eine Perfusion von humanem Gewebe aus
ethischen Griinden ausgeschlossen ist und daher ultrastrukturelle Qualitatsverluste in

Kauf zu nehmen sind.

Diese elektronenmikroskopischen Studien gaben zwar Einblick in die Morphologie der
Neuromelanin-Granula, konnten jedoch bis heute keine Vorldufer-Organelle beschreiben.
Theorien iiber die Entstehung von Neuromelanin-Granula sind vielféltig und umfassen
die Umwandlung des Alterspigments Lipofuszin in Neuromelanin (Barden, 1969), die
Inaktivierung von Lysosomen, die Beteiligung von Autophagosomen zur Aufnahme des
autoxidativ gebildeten Melanins (Zecca et al., 2001a), sowie eine Beteiligung von

Mitochondrien (Schwyn et al., 1970).

1.5.2 Neuromelanin — mehr als ,,nur* ein Abfallprodukt

Ebenso wenig wie sich die Genese der Granula aus den elektronenmikroskopischen
Studien erschlieBt, konnen daraus fundierte Aussagen iiber die zelluldre Rolle des
Pigments abgeleitet werden. Neuromelanin wird daher als ein ,,Abfallprodukt” des
Dopaminstoffwechsels angesehen (Mann et al., 1977; Graham, 1979; Bogerts, 1981). Da
allerdings nicht alle dopaminergen Neurone des humanen Gehirns pigmentiert sind
(Bogerts, 1981; Kastner et al., 1992), liegt der Grund dafiir wahrscheinlich in einer
unterschiedlichen Genexpression in pigmentierten und unpigmentierten dopaminergen
Neuronen und regt die Frage an, welche physiologische Bedeutung das Pigment

Neuromelanin fur diese Art von Neuronen hat.

1.5.3 Die Rolle von Neuromelanin bei der Parkinson-Krankheit

Nach derzeitigem Verstdndnis ist Neuromelanin in den Neuronen der Substantia nigra
das einzige Speicher-System fiir gro3e Mengen an Eisen, da Ferritin oder dhnliche Eisen-
hiltige Proteine in diesen Neuronen nicht nachgewiesen werden konnten (Zecca et al.,
2001b; Zecca et al., 2004b) und daher als Eisenspeicher glialer Strukturen angesehen
werden. Bei der Parkinson-Krankheit beobachtet man allerdings einen signifikanten

Anstieg des Eisengehalts in der Substantia nigra (Riederer et al., 1985; Sofic et al.,
13
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1991), die Neuromelanin-Granula wurden als Ort der selektiven Akkumulation von Fe**
identifiziert (Riederer et al., 1992; Jellinger et al., 1992; Sofic et al., 1991; Good et al.,
1992).

EXKURS — DIE PARKINSON-KRANKHEIT

Die Parkinson-Krankheit ist neben der Alzheimer-Krankheit die haufigste
neurologische Erkrankung élterer Menschen. Betroffen sind ca. 1 % der 60-
Jéhrigen und bereits 3 % der 80-Jdhrigen, wobei insgesamt etwa 0.3 % der

Gesamtbevolkerung an der Parkinson-Krankheit leiden.

Die bahnbrechenden Arbeiten von Ehringer und Hornykiewicz (Ehringer und
Hornykiewicz, 1960; Bernheimer et al., 1973) sowie von Bernheimer
(Bernheimer et al., 1973) haben maBgeblich zu unserem heutigen Verstindnis
der Parkinson-Krankheit beigetragen. Die Parkinson-Krankheit (Idio-
pathisches Parkinson-Syndrom, IPS) ist eine chronisch fortschreitende
neurodegenerative Erkrankung, deren Pathologie zu Beginn vermutlich
periphere Systeme, wie das olfaktorische und das autonome Nervensystem
(Del Tredici et al., 2002; Gurevich und Korczyn, 2005; Ahlskog, 2005),
beeintrachtigt und iiber den Hirnstamm in das Gehirn hochsteigt (Braak et al.,
2003; Przuntek et al., 2004). Dabei wird die Parkinson-Krankheit erstmals in
Form schwerer Bewegungssymptome (Rigor, Tremor, Akinese) klinisch
manifest. Diese Bewegungsstorungen korrelieren mit dem Absterben der
Dopamin-produzierenden, melanisierten Neurone der Substantia nigra pars
compacta, das zu einer kritischen Verminderung der Dopamin-Konzentration

im Putamen und im Nucleus Caudatus fiihrt.

Wiéhrend diese pathologischen Verdnderungen im Zuge der Parkinson-
Krankheit bereits gut charakterisiert wurden, sind die tatsdchlichen
Mechanismen, die letztendlich zu diesem selektiven Absterben der
Neuromelanin-haltigen Neurone fiihren, unklar. Unverstanden ist, dass dabei
vor allem jene Nervenzellen zu Grunde gehen, die das braun-schwarze
Pigment Neuromelanin enthalten, wohingegen die nicht pigmentierten,
dopaminergen Neurone wesentlich weniger betroffen sind (Hirsch et al.,

1988). Obwohl immer mehr Verdnderungen in Gen- und regulatorischen Se-
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quenzen mit ,,Parkinsonismus® assoziiert werden konnen, weichen die
Symptome und das frithzeitige Auftreten jener ,,familidren” Fille betrdchtlich
von der wesentlich hiufiger auftretenden ,,sporadischen Form der Parkinson-
Krankheit ab, so dass der tatsdchliche genetische Einfluss beim IPS nach wie
vor schwer abzuschétzen ist (Gasser, 2001; Huang et al., 2004). Die Ursachen
fiir ,,sporadische®, ,,idiopathische* Fille werden daher in einem komplexen
Netzwerk aus genetischen und umweltbedingten Faktoren gesucht, deren
Interaktionen zu einer Fiille von pathobiochemischen Phidnomenen bei der
Parkinson-Krankheit fithren. Diese umfassen z.B. einen defekten oder
fehlerhaften Protein-Abbau durch das Proteasom, die Aggregation von
Proteinen wie a-Synuclein unter Bildung von Lewy-Korpern, die Schidigung
der mitochondrialen Atmungskette und vermehrte Bildung von freien
Radikalen, einen massiv gestorten Eisenstoffwechsel, eine Stérung der Ca®'-
Homdostase, eine gesteigerte Bildung von toxischem NO, Exzitotoxizitét,
Apoptose, inflammatorische Reaktionen und eine Verminderung des
neurotrophen Supports (Hoehn und Yahr, 1967; Youdim et al., 1989; Fahn
und Cohen, 1992; Gerlach et al., 1996; Jenner und Olanow, 1996; Youdim
und Riederer, 1997; Bringmann et al., 2002; Jellinger, 2002; Berg und
Riederer, 2004; Zecca et al., 2004a; Grunblatt et al., 2004).

Es ist bis heute unklar, ob Neuromelanin aufgrund der hohen Affinitit zu Fe*" sowie zu
anderen toxischen Schwermetallen und zu (organisch-)chemischen Toxinen eine
neuroprotektive Rolle spielt, oder ob es gerade aus diesem Grund zur Neurodegeneration
beitrdgt. Aufgrund der Anreicherung von redoxaktiven Schwermetallen im
Neuromelanin-Geriist ist eine schidigende Wirkung durch entstehende freie Radikale
(ROS, reaktive Sauerstoff-Spezies) nicht auszuschlieBen (Berg et al., 2001; Enochs et al.,
1993a). Man nimmt an, Neuromelanin hétte zunichst eine protektive Wirkung fiir diese
Neurone, wiirde aber nach einer noch nicht niher charakterisierten Verinderung des
Neuromelanin-Geriists eine schiadigende Wirkung ausiiben (Youdim et al., 1994; Double
et al., 2002). Inzwischen gibt es Hinweise auf Verdnderungen des Neuromelanin-Geriists

von Parkinson-Patienten, die diese Meinung unterstiitzen (Bolzoni et al., 2002).
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1.6 Kontroverse um die Bildung von Neuromelanin:
Autoxidation oder enzymatische Biosynthese?

Bis heute ist unklar, wie Neuromelanin im Gehirn entsteht. Nach der derzeit
vorherrschenden Meinung geht man von einer autoxidativen Polymerisierung von
iiberschiissigem Dopamin zu einem zelluldren Abfallprodukt aus (Barden, 1969; Mann
und Yates, 1974; Rodgers und Curzon, 1975; Sulzer et al., 2000; Liang et al., 2004).
Viele dieser In-vitro-Daten schlagen eine nicht-enzymatische Bildung eines
Neuromelanin-dhnlichen Polymers aus Dopamin vor, das entweder spontan (Rodgers und
Curzon, 1975; Graham, 1979; Rabey und Hefti, 1990) oder unter Einfluss von
Metallionen gebildet wird (Graham et al., 1978; Linert und Jameson, 2000).

Als entscheidend fiir die Entstehung von Neuromelanin wird dabei die cytosolische
Konzentration von Dopamin angesehen (Sulzer et al., 2000). Diese sei in jenen Neuronen
dann besonders hoch, wenn Dopamin nicht in ausreichendem Maf3e in die synaptischen
Vesikel aufgenommen wird. Die Aufnahme von Dopamin in die synaptischen Vesikel
wird {ber den vesikuliren Monoamintransporter 2 (VMAT2) bewerkstelligt.
Pigmentierte Neurone der Substantia nigra pars compacta hitten folglich VMAT2 in
niedrigerer Menge exprimiert als vergleichsweise weniger stark pigmentierte Neurone

(Liang et al., 2004).

Die Pigmentierung der humanen Substantia nigra wird demnach indirekt iiber die
Mengenverhéltnisse und Aktivititen simtlicher Dopamintransporter kontrolliert, iiber die
sich die jeweilige cytosolische Dopaminkonzentration ergibt. Uberschiissiges
cytosolisches Dopamin wird durch Autoxidation zu einem unldslichen Pigment

unschédlich gemacht (Zecca et al., 2003).

1.6.1 Argumente fUr eine enzymatische Biosynthese

Obwohl die derzeit favorisierte Meinung einen autoxidativen Polymerisierungsprozess
fiir Neuromelanin vorschldgt, konnten zahlreiche Arbeitsgruppen Hinweise auf eine
enzymatische Biosynthese von Neuromelanin vorlegen (Marsden, 1961b, 1961c; Okun et
al., 1971; Patel et al., 1971; Miranda et al., 1984). Die Tatsache, dass bislang kein Protein
eindeutig in einen kausalen Zusammenhang mit der Entstehung von Neuromelanin
gebracht werden konnte und auch Tyrosinase — das Schliisselenzym in der Melanogenese

der Haut — in der Substantia nigra nicht eindeutig nachweisbar ist (Ikemoto et al., 1998),
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verlieh der Annahme einer rein zufélligen Bildung von Neuromelanin weiterhin Auftrieb.

Dennoch kénnen mit diesem Konzept folgende Beobachtungen nicht erklirt werden:

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Gehirne von Nagetieren weisen kein Neuromelanin auf. Neuromelanin tritt in erster
Linie in den Gehirnen von Primaten — und dabei in hochster Auspragung im Gehirn
des Menschen — auf, was als ein phylogenetischer Zusammenhang gewertet wird

(Marsden, 1961a; Usunoff et al., 2002).

Zahlreiche Gruppen catecholaminerger Neurone zeigen teils grole Variationen im
Gehalt von Neuromelanin. Dabei reichen die unterschiedlichen Phinotypen von
Neuronen mit hohem Pigmentierungsgrad iiber Neuronen mit mittelmaBiger
Pigmentierung zu jenen dopaminergen Neuronen, die kein Neuromelanin enthalten

(Kastner et al., 1992).

Anders als Lipofuszin ist Neuromelanin kein Alterspigment, da es im Kinderhirn
bereits nach dem dritten bis fiinften Lebensjahr gebildet wird (Fenichel und
Bazelon, 1968; Usunoff et al., 2002). Allerdings nimmt die Konzentration im

Verlauf des Alterungsprozesses zu (Zecca et al., 2002).

Parkinson-Patienten zeigen selbst nach lange andauernder therapeutischer
Behandlung mit der Dopamin-Vorstufe L-DOPA (Levodopa™) in den
unterschiedlich mit Neuromelanin beladenen Nervenzellen keinen erhohten

intrazelluliren Neuromelanin-Gehalt (Kastner et al., 1992).

Wie ESR-, IR-, NMR-Spektren und Pyrolyse-GC-MS-Daten zeigen, ist das in vitro
generierte  Polymerisationsprodukt einer Dopamin-Autoxidation weder mit
isoliertem humanem Neuromelanin, noch mit Melaninen der Haut vergleichbar

(Enochs et al., 1993; Double et al., 2000; Dzierzega-Leczna et a., 2004).

Bolzoni et al. lieferten erstmals substantielle Daten, die eine signifikante
Verdanderung der Struktur von Neuromelanin im Falle der Parkinson-Krankheit
nahe legen. Dabei kommt es zu betridchtlichen Verdnderungen hinsichtlich der
Eisenpartikel, deren abweichendes magnetisches Verhalten messbar ist (Bolzoni et

al., 2002).

Zur Therapie der Parkinson-Krankheit transplantierte fotale, d.h. nicht
pigmentierte, dopaminerge Zellen sind bereits wenige Monate nach deren

Transplantation pigmentiert (Hagell und Brundin, 2001; Check, 2002). Dies geht
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VIIL

IX.

XI.

aus der post mortalen Obduktion dieser Gehirne hervor und konnte Hinweis auf

eine regulierte Induktion der Pigmentierung sein.

Mehrere Gruppen betonen das Vorhandensein noch nicht charakterisierter
Neuromelanin-assoziierter Proteine (Aime et al., 2000; Double et al., 2000; Zecca
et al., 2000). In Analogie zu der Beobachtung, dass Melanin-synthetisierende
Enzyme in das wachsende Polymer-Geriist eingelagert oder daran kovalent
gebunden werden (Zeise, 1995), kann auch fiir Neuromelanin-assoziierte Proteine
eine bedeutende physiologische Rolle fiir die Neuronen-selektive Synthese von

Neuromelanin in Erwdgung gezogen werden.

Bei der Beobachtung der zeitlichen Entwicklung von Neuromelanin-Granula
erscheinen diese im Alter von drei Jahren als hellbraune Organellen, die erst in den
weiteren Jahren eine Verdunkelung aufweisen. Dieses Detail konnte ein weiteres
Indiz fiir eine kontrollierte Biosynthese von Neuromelanin in den vom Cytosol

abgegrenzten Kompartimenten sein (Fenichel und Bazelon, 1968).

In vielen Catecholamin-speichernden Kompartimenten (bovine chromaffine
Granula) oder catecholaminergen Zellen (PC12-Zellen) mit cytosolischen
Catecholamin-Konzentrationen im Bereich von 50-500 uM (Mosharov et al., 2003)

findet keine Melanisierung statt.

Beim Rett-Syndrom, einer schweren Entwicklungsstorung, ist der zelluldre Gehalt
von Neuromelanin verringert, obwohl die pigmentierten Neurone nicht

degenerieren (Jellinger, 2003).

Um zu einer Vorstellung einer etwaigen enzymatischen Biosynthese von Neuromelanin

zu gelangen, ist es angebracht, das System der Melanosomen, jener Organellen, in denen

die Pigmentierung der Haut und der Retina unter enzymatischer Kontrolle abliuft, im

Uberblick zu betrachten.
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1.6.2 Die Entstehung von Hautmelanin in Melanosomen

Melanosome sind morphologisch und funktionell gesehen einzigartige Zellorganellen in
den Melanozyten. In diesen Organellen findet die Synthese und Speicherung von
Melanin statt. Auf morphologischer Ebene lassen sich vier Reifungsstadien von

Melanosomen abgrenzen (Seiji et al., 1961; Seiji et al., 1963; Hearing, 2005) (Abb. 4):

Phase I: ,2Primelanosom®, morphologisch schwer abgrenzbare sphéirische Vakuole

mit Verwandtschaft zu Lysosomen.

Phase 11I: ,Pramelanosom®, ellipsenformige Organelle mit charakteristischer
longitudinal gestreifter Struktur zwischen den beiden Polen ohne

Melaninablagerung (Berson et al., 2003; Yasumoto et al., 2004).

Phase III: Organellen mit beginnender Pigmentablagerung entlang der gestreiften
Strukturen.
Phase I'V: Organellen, die vollstindig von Melanin ausgefiillt sind.

Abbildung 4: Reifungsstadien von Melanosomen. (A) Phase-I-Prdmelanosom in charakteristischer
sphérischer Form. Teilweise treten bereits filamentartige Strukturen auf (Pfeil). (B) Das Phase-II-
Prémelanosom, eine ellipsenformige Organelle, enthélt bereits Filamente. (C) In Phase III ist die Matrix
des Melanosoms bereits teilweise melanisiert. (D) In Phase IV ist die Organelle vollstindig von Melanin
ausgefiillt (www.euronet.nl/users/hnl/matrix.jpg).
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1.6.3 Die enzymatische Maschinerie zur Melanin-Biogenese der Haut

Genetische Untersuchungen zur Entstehung der zahlreichen Phénotypen in der Farbe des
Felles von Labormiusen konnten eine Vielzahl an Genen und nicht kodierenden
Sequenzen ausfindig gemacht werden, die einen entscheidenden Einfluss auf die
Ausbildung des jeweiligen Farbphidnotyps haben. So kennt man derzeit etwa 127
Genprodukte, die als Teil eines hochkomplexen Regulationsnetzwerks an der
Pigmentierung von Haut und Haar beteiligt sind (Bennett und Lamoreux, 2003).
Waihrend viele dieser Faktoren eher eine untergeordnete Rolle spielen diirften, gibt es ein
Enzym, das beim Prozess der Pigmentierung von ausschlaggebender Bedeutung ist: erst

nach korrekter Expression von Tyrosinase kann Melanogenese in der Haut stattfinden.

Tyrosinase (EC 1.14.18.1 und EC 1.10.3.1) ist eine Monooxygenase mit breitem
Substratspektrum, die zwei verschiedene Reaktionen katalysiert: die ortho-Hydroxy-
lierung eines Monophenols (Hydroxylase-Aktivitit) und die Umwandlung eines ortho-
Diphenols in das korrespondierende ortho-Chinon (Cooksey et al., 1997). Fiir die
Melanogenese katalysiert dieses Enzym die Hydroxylierung von L-Tyrosin zu L-DOPA,
aber auch die Oxidation von L-DOPA zu L-DOPAchrom. Mutationen, aber auch
Storungen in der Prozessierung von Tyrosinase, konnen zu ausbleibender oder nur sehr
schwach ausgeprigter Pigmentierung fiihren [Okulokutaner Albinismus Typ 1 & 2
(OCA-1 & -2)] (Tomita et al., 1989; Giebel et al., 1991; Oetting und King, 1999).

1.6.4 Mdogliche Enzyme zur Bildung von Neuromelanin

Die Beteiligung von Tyrosinase (Monophenol-Monooxygenase, EC 1.14.18.1) wird seit
langer Zeit auch fiir die Biosynthese von Neuromelanin diskutiert. In Arbeiten an
transgenen Madusen, die hinter dem Promotor fiir Tyrosinase ein Reportergen tragen,
wurde eine Genaktivitdt in der Substantia nigra beschrieben (Tief et al., 1998). Bald
darauf wurde auch von der Expression der Tyrosinase-mRNA in der humanen Substantia
nigra berichtet (Xu et al, 1997). Bislang konnte jedoch Tyrosinase mit
immunhistochemischen Methoden nicht eindeutig detektiert werden (Ikemoto et al.,
1998). Ob Tyrosinase oder verwandte Proteine bei der Bildung von Neuromelanin eine

Rolle spielen, wird zu kldren sein.

Tyrosin-Hydroxylase (TH, Tyrosin-3-monooxygenase, EC 1.14.16.2) selbst, das

Schliisselenzym in der Biosynthese der Neurotransmitter Dopamin und Noradrenalin,
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wiirde eine mit Tyrosinase vergleichbare L-DOPA-Oxidase-Aktivitdt besitzen und

konnte so an der Biosynthese von Neuromelanin beteiligt sein (Haavik, 1997).

Prostaglandin-H-Synthase (EC 1.14.99.1) wird unter anderem im Gehirn exprimiert
und metabolisiert dort Arachidonsdure. Dieses Enzym enthélt Aktivititen sowohl fiir
Cyclooxygenase als auch fiir Peroxidase. Co-Faktoren fiir diese Peroxidase-Aktivitdt
weisen Phenol- oder Catechol-Einheiten auf. Catecholamine wurden daher als endogene
Co-Faktoren vorgeschlagen (Sih et al., 1970) und sollten bei der Umsetzung von
Arachidonsédure oxidiert werden. Diese Oxidation von Dopamin durch Prostaglandin-H-

Synthase konnte in vitro gezeigt werden (Hastings, 1995; Mattammal et al., 1995).

Des Weiteren wird das Protein “macrophage migration inhibitory factor” (MIF, EC
5.3.2.1) fiir die Neuromelaninsynthese vorgeschlagen, da es eine Phenylpyruvat-
Tautomeraseaktivitdt besitzt (Rosengren et al., 1997) und dadurch auch die Oxidation

von Catecholaminen bewerkstelligen kann (Matsunaga et al., 1999).

Fiir Xanthinoxidase (EC 1.1.3.22) (Foppoli et al., 1997) und séamtliche Peroxidasen, wie
Lactoperoxidase (EC 1.11.1.7), Myeloperoxidase (EC 1.11.1.7) und mikrosomale
Vitamin D3 25-Hydroxylase (Segura-Aguilar, 1996), ein Protein der mitochondrialen
Cytochrom P450-Familie (EC 1.14.), die in vitro Dopamin oxidieren kénnen, wurden

eine Beteiligung in der Biosynthese von Neuromelanin vorgeschlagen.

Diese Vorschlige fiir Neuromelanin-bildende Enzyme basieren meist auf
immunhistochemischen Daten und daraus abgeleiteten Hypothesen oder beruhen auf
biochemischen In-vitro-Tests ohne Mdglichkeit auf funktionelle Uberpriifung in vivo.

Der Umstand, dass derzeit kein geeignetes Testystem oder ein Modellorganismus
verfiigbar ist, an dem die Biogenese von Neuromelanin studiert werden kann, erschwert
die Suche nach melanogenen Enzymen. Labortiere wie Ratte und Maus haben keine
pigmentierte Substantia nigra (Marsden, 1961a). Auch sind Neurone in Primérkultur
kaum fiir diese Zwecke verwendbar, da sie als post-mitotische Zellen nicht vermehrbar

sind.

Aufgrund dieser schwierigen Situation ist ein vollig anderer methodischer Analyseansatz
notwendig. Als solcher wird im Zuge dieser Arbeit die subzelluldre Proteomanalyse
vorgeschlagen, die eine umfassende Analyse der Neuromelanin-assoziierten Proteine

zum Ziel hat.
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1.7  Subzellulare Proteomanalyse (,subcellular proteomics’)

Der Begriff ,,Proteom* wurde erstmals 1994 durch Marc Wilkins in Anlehnung an den
Begriff ,,Genom* geprégt. Das Proteom beschreibt die Gesamtheit aller Proteine eines
biologischen Systems, z.B. eines Organismus, eines Organs, einer Zelle, oder einer Zell-
Organelle zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter definierten Bedingungen
(Lottspeich, 1999). Wihrend das Genom, d.h. das ,Erbgut“ eines Organismus, als
vorwiegend statisch gilt, ist die Zusammensetzung eines Proteoms dynamisch und

unterliegt dem Einfluss dullerer und innerer Faktoren.

Diese dynamischen Verdnderungen lassen sich nicht nur durch An- oder Abwesenheit
eines Proteins auf quantitativer Ebene beschreiben, sondern beinhalten auch
Verdnderungen an der Polypeptidkette (Abb. 5). Durch posttranslationale kovalente
Modifizierung eines Proteins an den Aminosédureseitenketten, beispielsweise durch
Phosphorylierung, Glycosylierung, Acetylierung, etc., entstechen Isoformen eines
Proteins. Es sind bereits iiber 300 natiirlich vorkommende Modifikationen beschrieben,
die an jeder proteinogenen Aminosdure stattfinden konnen. Aus dieser Vielfalt einer
strukturellen Verdanderung und einer dadurch meist verdnderten Funktion eines Proteins
resultiert die Komplexitdt eines Proteoms, die weit iiber der Komplexitit des

korrespondierenden Genoms liegt.

Im Mittelpunkt der Proteomanalyse (Abb. 5) steht die Identifizierung und
Quantifizierung moglichst aller Proteine eines definierten Zustandes. Die erhaltenen
Daten konnen fiir weiterfilhrende Studien, wie etwa Funktionsanalysen oder zur
Definition subzelluldrer Systeme, herangezogen werden. Im speziellen Fall einer
subzelluldren Proteomanalyse steht eine separate Untersuchung einzelner, aus dem
Zellverband isolierter zelluldrer Organellen im Vordergrund. Organellen sind meist durch
Membranen rdumlich abgegrenzte Kompartimente einer eukaryotischen Zelle, die auf
den Ablauf bestimmter zelluldrer Prozesse spezialisiert sind (Abb. 6). Erst durch diese
Kompartimentierung kénnen chemische Bedingungen geschaffen werden, die (1) von
jenen des Cytosols verschieden sind, und (2) den Ablauf bestimmter chemischer
Reaktionen an bestimmten Orten ermdglichen oder verhindern. Organellen sind meist
morphologisch, vor allem aber in biochemischer Hinsicht unterscheidbar. Die
Untersuchung der Proteine, die eine bestimmte Organelle ausmachen, kann wichtige

Einblicke in die enzymatische Ausstattung ermoglichen und so Aufschluss iiber darin
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ablaufende chemische Reaktionen geben. Das Wissen liber die Proteinzusammensetzung

ermOglicht oftmals auch Riickschliisse liber die Entstehung der jeweiligen Organelle.

Posttranslationale

Differentielle Modifikationen

Analysen

Datenverwertung

* Phosphorylierung
* Acetylierung
* 300 weitere Modifikationen

* Entwicklung von

. . Medikamenten
* Einfluss von Medikamenten T ‘t Identifizi

. . * Target-Identifizierung
 Einfluss von Krankheiten <5 =

. cto. 1 setc.
. 7

Proteom

Protein-Protein-

. Funktionelle Analysen
Interaktionen

Subzelluldre Analysen i

* Knock-out-Méuse

* transgene Tiere

« orthologe Expression
e etc.

* Phage Display e
« . Two-Hybrid“-Systeme * Subproteom-Aufreinigung
2 ~ ..
« Immunoprizipitation * Organellen-Aufreinigung
« Affinitéitsaufreinigung * Proteinkomplex-Analyse
b * etc.

Abbildung 5: Proteomanalyse. Ein Proteom kann nach verschiedenen Gesichtspunkten analysiert werden.
Die Charakterisierung posttranslationaler Modifikationen ist haufig Teil einer differentiellen
Untersuchung. Des Weiteren konnen sich Protein-Interaktionsstudien oder funktionelle Studien zu einem
besseren Verstindnis der physiologischen Rolle der identifizierten Proteine anschlieBen. Durch die
Kombination jener Analyseansdtze konnen auBlerdem die Einfliisse von Pharmaka auf ein Proteom
untersucht werden oder die Entwicklung neuer Wirkstoffe unterstiitzt werden.

Aufgrund des hohen Spezialisierungsgrades von Organellen haben Stérungen von darin
ablaufenden Prozessen oft fatale Folgen, die zu schweren Krankheiten fiihren kdnnen.
An dieser Stelle seien z.B. die mit lysosomalen Speicherkrankheiten einhergehenden
neurologischen Funktionseinbuflen erwidhnt, die aus Storungen des lysosomalen

Katabolismus von Makromolekiilen resultieren (Vellodi, 2005).
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Mitochondrium

Raues Endoplasma-
tisches Reticulum
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plasmatisches

Reticulum Mikrotubulus

Zilie
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Abbildung 6: Organellen einer Saugetierzelle.

Unter diesem Gesichtspunkt ermoglicht die differentielle Proteomanalyse die
Identifizierung krankheitsspezifischer Proteine oder Protein-Isoformen. Dabei macht man
sich den Umstand zu Nutze, dass selbst kleine Verdnderungen eines Systemparameters

zu groBBen Unterschieden im Expressionsmuster von Proteinen fiihren.

1.7.1 Methoden der Proteomanalyse

Eine Analyse eines subzelluldren Proteoms setzt sich aus mehreren Schritten zusammen.
Vorerst muss die Zielorganelle in ausreichender Reinheit isoliert werden. Da selbst das
Proteom einer Organelle ein sehr komplexes, heterogenes Proteingemisch darstellen
kann, sollte eine weitere Auftrennung der Proteine in moglichst hoher Auflosung erreicht
werden. Dabei kommen héufig elektrophoretische und chromatographische
Trennmethoden zum Einsatz. Im Anschluss daran erfolgt die Identifizierung der
einzelnen Proteine. Haufigste Verwendung findet dabei zurzeit die Massenspektrometrie,
aber auch die N-terminale Sequenzierung (Edman-Abbau), die Aminosdure-Analyse und

die Detektion mit immunologischen Methoden.
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1.7.2 Isolierung intrazellularer Kompartimente mit Hilfe der
subzellularen Fraktionierung

Die Analyse der Protein-Zusammensetzung eines intrazelluldiren Kompartiments oder
einer Organelle setzt die Moglichkeit voraus, eine Zielstruktur mdglichst sauber aus
einem Gewebe oder einer Zelle priaparieren zu konnen. Die ,,subzelluldre Fraktionierung*
spielt dabei als Methodenkomplex zur Isolierung und Aufreinigung individueller

Kompartimente eine zentrale Rolle.

Prinzipiell basiert die subzelluldre Fraktionierung auf der Verwendung von
Zentrifugation zur Trennung, z.B. nach dem spezifischen Gewicht, von zuvor
homogenisiertem oder aufgeschlossenem biologischem Material (Melchior und Ziegler,
1956; Whittaker, 1965). Abhédngig von der Beschaffenheit der Zielorganelle und dem
weiteren Verwendungszweck gelingt eine Isolierung in der erforderlichen Reinheit
oftmals nur durch mehrfache Fraktionierung und schrittweise Anreicherung des
jeweiligen Kompartiments oder in Kombination mit weiteren Trennmethoden, z.B. mit
der immunologischen Prizipitation (Mura et al., 2002) oder der trigerfreien
Elektrophorese (FFE, free flow electrophoresis) (Weber und Bocek, 1998; Kushimoto et
al., 2001).

Entsprechend der weiterfiihrenden Untersuchungen von intrazelluliren Kompartimenten
mul} eine entsprechende Qualitdtskontrolle der Reinheit und/oder der morphologische
Integritdt der Isolate erfolgen (Dreger, 2003). Speziell fiir den Fall einer anschlieBenden
Proteinanalyse von Organellen mit sensitiven massenspektrometrischen Methoden sind
unspezifische Protein-Verunreinigungen hinsichtlich der Plausibilititsiiberpriifung der

Ergebnisse moglichst gering zu halten.

1.7.3 Massenspektrometrie von Proteinen

Bei Proteomanalysen wird hdufig die Massenspektrometrie (MS) zur Identifizierung und
Charakterisierung  von  Proteinen  herangezogen.  Prinzipiell  besteht ein
Massenspektrometer aus einer lonenquelle, einem Massenanalysator und einem Detektor.
Dabei werden die Analyten nach ihrer Ionisierung in die Gasphase iiberfiihrt, im
Massenanalysator nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z) getrennt und meist iiber

einen Elektronenvervielfacher detektiert.

Die in der Proteomforschung am héufigsten verwendeten lonisierungsstrategien sind die

Elektrospray-lonisation (ESI) (Fenn et al., 1989) und der MALDI-Prozess (MALDI,
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Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/-lonisation) (Karas und Hillenkamp, 1988). Die
Elektrospray-lonisation erlaubt eine Ionisierung der Analyten in Losung, wodurch die
Moglichkeit einer direkten Kopplung an eine Fliissigkeitschromatographie-Saule besteht
(LC-MS) (Linscheid, 1990). Bei der MALDI-MS werden die Analyten mit einer Matrix
auf einem Probentrdger co-kristallisiert, durch UV-Laser-Beschuss ionisiert und in die

Gasphase iiberfiihrt.

Der Massenanalysator bestimmt maf3geblich die Empfindlichkeit, die Auflésung und die
Massengenauigkeit des Messsystems. Zurzeit finden lonenfallen- und TOF-Gerite (TOF,
time of flight), aber auch Triple-Quadrupol- und FT-ICR-Instrumente (FT-ICR, Fourier-
Transformation-lonen-Cyclotron) als  Analysatoren in der Proteomforschung
Verwendung. Dabei wird der MALDI-Prozess hiufig mit TOF-Analysatoren gekoppelt,
wihrend die ESI meist mit Triple-Quadrupol- oder Ionenfallen-Analysatoren kombiniert

wird.

Die ESI-MS erlaubt eine schnelle Akquisition von Massenspektren und ist dariiber
hinaus meist zur Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) in der Lage. Mit derartigen
Gerdten konnen aus einem komplexen lonen-Gemisch einzelne Ionen mit bestimmten
m/z-Verhéltnis selektioniert werden und durch kollisionsinduzierte Dissoziation (CID,
collision induced dissociation) fragmentiert werden. Dieser Prozess wird vor allem zur
Analyse von Peptidionen herangezogen, da anhand der Massenbestimmung der
resultierenden Peptidfragmentionen auf die Aminosduresequenz des urspriinglichen
Mutterions geschlossen werden kann (Roepstorff und Fohlman, 1984; Biemann, 1990).
Die aufgezeichneten Fragmentionenspektren (MS/MS-Spektren) zeigen Massenpeaks,

deren Massendifferenz im Idealfall einer spezifischen Aminosédure zuordenbar ist.

Mittels Kopplung von ESI-MS mit HPLC koénnen sehr komplexe Proben aufgetrennt und
automatisch analysiert werden. Dabei konnen innerhalb einer chromatographischen
Trennung mehrere hundert bis einige tausend Spektren aufgenommen werden. Die
Auswertung der Peptid-Spektren erfolgt durch Suche gegen Sequenz-Datenbanken,
wobei die Korrelation von detektierten mit theoretischen Massen iiber spezielle
Suchalgorithmen erleichtert wird (Eng et al., 1994; Perkins et al., 1999; Zang et al.,
2000).

Mit massenspektrometrischen Methoden kann inzwischen ein komplexes Protein- oder
Peptidgemisch in einer Analysezeit von wenigen Stunden gemessen werden. Durch die

Moglichkeit der kollisionsinduzierten Dissoziation erhdlt man wertvolle Sequenz-
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Informationen, iiber die ein Protein in den meisten Fillen eindeutig identifiziert werden
kann. AuBlerdem gelingt iiber die Massenspektrometrie die Identifizierung etwaiger
posttranslationaler Modifikationen, iiber die spezielle Isoformen eines Proteins

charakterisierbar sind (Aebersold und Goodlett, 2001).
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2 HYPOTHESE UND ZIELSETZUNG

2.1  Hypothese

Aus dieser einleitenden Beschreibung der Problematik um das neuronale Pigment
Neuromelanin wird die Hypothese abgeleitet, dass die Biosynthese von Neuromelanin
iiber Enzyme oder spezifische Proteine kontrolliert wird und in speziellen subzelluldren

Kompartimenten stattfindet.

2.2  Zielsetzung

Die hohe klinische Relevanz der vermuteten Beteiligung von Neuromelanin an den
Pathomechanismen der Parkinson-Krankheit machen tiefere Einblicke in die
physiologische Rolle dieses Pigments wiinschenswert. Da zurzeit keine adiquaten
Testsysteme zur Verfiigung stehen, sind funktionelle Studien zur Entstehung von
Neuromelanin in den dopaminergen Neuronen der humanen Substantia nigra nicht
durchfiihrbar. Biomimetische Studien zur Bildung von Melaninen im Allgemeinen haben
in der Vergangenheit ihre Inkompatibilitit dahingehend gezeigt, dass synthetische
Melanine keineswegs mit der hochkomplexen Struktur nativer Melanine vergleichbar
sind. Dennoch wird derzeit eine autoxidative Polymerisation von Dopamin als Bildungs-

mechanismus fiir Neuromelanin akzeptiert.

Im Gegensatz dazu sprechen inzwischen viele Argumente fiir eine enzymatische
Kontrolle der Melanogenese des menschlichen Hirnstamms, z.B. das phylogenetische
Auftreten von Neuromelanin-haltigen Kompartimenten in hoheren Siugetieren, aber
auch die Tatsache, dass nicht alle dopaminerge Zellpopulationen des entsprechenden

Organismus dieses Pigment ausbilden.

Bisherige Versuche waren grofitenteils auf immunhistochemische Analysen von
Proteinen beschriankt, deren Beteiligung an der Pigmentbiosynthese vermutet wurde.
Einen alternativen globaleren Analyseansatz dazu stellt die Analyse jener Proteine dar,
die an Neuromelanin gebunden sind. Durch Kenntnis dieser Proteine konnten Fortschritte
in der Frage nach der Herkunft dieses Pigments erzielt werden, aber auch die

physiologische Rolle von Neuromelanin beschrieben werden.
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Ziel dieser Arbeit war es,

1. die Proteinmatrix der Neuromelanin-Granula zu isolieren und zu

charakterisieren,

2. die subzelluldre Organelle und das Kompartment zu charakterisieren, in dem die

Bildungsreaktion ablauft,

3. gegebenenfalls die Enzyme, die die Bildung von Neuromelanin moglicherweise

regulieren, zu identifizieren.

Die Durchfiihrung dieser Ziele inkludierte die Isolierung der Neuromelanin-Granula aus
humanem Substantia-nigra-Gewebe mittels ,,subzelluldrer Fraktionierung®. Die Proteine
dieses Kompartiments sollten isoliert und mittels gelelektrophoretischer Trennmethoden
aufgetrennt werden, um dann mittels Massenspektrometrie detektiert und identifiziert

werden zu konnen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Geréte und Material

Massenspektrometrie

ESI-Massenspektrometer

Probennehmer fir HPLC

HPLC-Ladepumpe und Schaltventile

HPLC-Vorsaulen

HPLC-Vorsiulenhalter

nano-HPLC-Pumpe und UV-Detektor

nano-HPLC-Trennsdulen

Nanospray-Nadeln fiir ESI-MS

Nanospray-Quelle fiir ESI-MS

FT-ICR-Massenspektrometer

Elektrospray-lonenquelle

LCQ™ (lassic, Thermo Electron, San Jose,

USA

Famos™, LC Packings Dionex, Idstein,

Deutschland

Switchos™, LC Packings Dionex, Idstein,

Deutschland

nano-Precolumn™, 0.3 mm I[.D. x 1 mm,
C18 PepMap™, 3 um Partikelgrofe, LC

Packings Dionex, Idstein, Deutschland

n-Precolumn™ holder, LC Packings Dionex,

Idstein, Deutschland

Ultimate™, LC Packings Dionex, Idstein,
Deutschland

75 ym LD. x 15 cm, C18 PepMap™, 3 pm
PartikelgroBe, LC Packings Dionex, Idstein,
Deutschland

Pico Tip™ 100, FS360-20-10-D, New
Objective Inc., Cambridge, USA

LTQ-ADP, New Objective Inc., Cambridge,
USA

APEX-II, Bruker

Deutschland

Daltonik, = Bremen,

Apollo™ 1I ion funnel ESI source, Bruker

Daltonik, Bremen, Deutschland
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ZipTip™-Spitzen

Chromatographische Trennsysteme

Qualitative HPLC

Steuerungseinheit

Probeaufnahmesystem

Entgasungseinheit

Gradientenmischer

HPLC-Pumpe

Detektor

Trennséule

Praparative HPLC

Pumpe und Steuerungseinheit

Detektor

Trennsaule

OMIX TIP C18 MB, 10 uL, Varian,
Darmstadt, Deutschland

LC-Net/ADC, Jasco, Grof3-Umstadt,
Deutschland

AS-2055 Plus Intelligent Sampler, Jasco,
GrofB3-Umstadt, Deutschland

DG-80-54 Quarterny 4-line Degasser, Jasco,
Grof3-Umstadt, Deutschland

LG-2080-04 Quarterny Gradient Unit, Jasco,
Grof3-Umstadt, Deutschland

PU-1580, Jasco, Grof3-Umstadt, Deutschland

MD-2010 Plus, Multiwavelength Detector,
Jasco, GroB3-Umstadt, Deutschland

Symmetry™, C18, 4.6 mm [.D. x 250 mm, 5
um  PartikelgroBe, Waters, Eschborn,
Deutschland

Waters™ 600 Controller, Waters, Eschborn,
Deutschland

Waters™ 996 Photodiode Array Detector,
Waters, Eschborn, Deutschland

SymmetryPrep™, C18, 19 mm [.D. % 300
mm, 7 um Partikelgroe, Waters, Eschborn,
Deutschland
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Zentrifugen

Tischzentrifuge

Hettich-Zentrifuge

Gelelektrophorese

1-D-PAGE

Netzanschlussgerat

Western-Blot-Einheit

Nitrocellulose-Membranen

PVDF-Membranen

2-D-PAGE

Netzanschlussgerit

Geldokumentationssystem

Sonstige Gerate

Transmissionselektronenmikroskop

UV-Spektrophotometer

Haereus Biofuge fresco, Kendro Laboratory

Products, Hanau, Deutschland

Rotanta 96 RS, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland

Novex™ XCELL II™ Mini Cell, Novex,
San Diego, USA

Consort™ Electrophoresis Power Supply

E431, Consort, Turnhout, Belgien

Novex™ XCELL II™ Blot Module, Novex,
San Diego, USA

Nitrocellulose-Membranen, 0.45 pm Poren-

grofle, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

PVDF-Membranen, 0.45 pm PorengroBe,

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tube Gel Electrophoresis Unit, C.B.S.
Sientific Co., Del Mar, USA

Pharmacia LKB ECPS 3000/150 Power
Supply, Amersham Biosciences, Freiburg,

Deutschland

BioRad Chemi Doc, BioRad, Miinchen,
Deutschland

LEO 912 AB, LEO Elektronenmikroskopie,
Oberkochen, Deutschland

CARY-50-Conc-UV-vis-Spektrophotometer,

Varian, Darmstadt, Deutschland

32



MATERIAL UND METHODEN

Thermomixer

Rotationsplattform

3.2  Enzyme und Antikorper

Trypsin

Chymotrypsin

Protease K

PNGase F

BSA

Lysozym

Priméare Antikorper

Anti ,,cis-Golgi matrix protein“ (GM130)

Anti ,,induced myeloid leukemia cell

differentiation protein“ (Mcl-1)

Anti ,,early endosomal antigen 1“ (EEAT1)

Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

KS501 digital, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

»sequencing grade modified

Promega, Madison, USA

trypsin”,

»sequencing grade chymotrypsin®“, Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Roche
Deutschland

Diagnostics GmbH, Mannheim,

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Lysozym aus Hiihnereiweiss, Fluka, Buchs,

Schweiz

Maus-anti-Mensch IgG1, monoklonal, Klon
35, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch IgG1, monoklonal, Klon
22, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch IgG1, monoklonal, Klon
14, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
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Anti ,,integrin alpha-2*“ (VLA-2a)

Anti ,,nucleoporin p62* (np62)

Anti ,,lysosomal associated membrane

glycoprotein 1“ (LAMP-1)

Anti ,,clathrin heavy chain®

3

Anti ,,78 kDa glucose-regulated protein’

(BiP/grp78)

Anti-Dynamin

Anti-Calnexin

Anti-Cathepsin B (Ab-1)

Biotinyliertes Galanthus-nivalis-
Aggluthinin (GNA)

Anti-Tyrosinase (T311)

Anti-Tyrosinase (MAT-1)

Maus-anti-Mensch IgG2a, monoklonal,
Klon 2, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch [gG2b, monoklonal,
Klon 53, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch [gG2b, monoklonal,
Klon 25, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch IgG1, monoklonal, Klon
23, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch IgG2a, monoklonal,
Klon 40, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-Mensch [gG2a, monoklonal,
Klon sc-17807, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg, Deutschland

Hund-anti-Hase, polyklonal, C-terminal
575-593, Merck Biosciences, Darmstadt,
Deutschland

Maus-anti-Mensch 1gG2a, monoklonal,
Klon CA10, Merck Biosciences, Darmstadt,
Deutschland

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Maus-anti-Mensch IgG2a, monoklonal,
Klon T311, MoBiTec, Gottingen,
Deutschland

Maus-anti-Mensch IgG1, monoklonal, Klon

AHT-C2-H31, POLA R&D Laboratories,
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Anti-Tyrosinase (C-19)

Anti-Tyrosinase (H-109)

Anti-L-Ferritin (C-20)

Sekundare Antikdrper

HRP-gekoppeltes Streptavidin (HRP,

,horseradish peroxidase”, Meerrettich-

Peroxidase)

Anti-Ziege-HRP

Anti-Ziege-HRP

Anti-Hase-HRP (#7074)

Anti-Maus-HRP (#7076)

Anti-Maus-HRP

Anti-Ziege, 10 nm Gold-Konjugat

Yokohama, Japan

Ziege-anti-Mensch, polyklonal, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

Hase-anti-Mensch, polyklonal, Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

Ziege-anti-Mensch, polyklonal, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Maus-anti-Ziege, monoklonal, Klon GT-34,
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Esel-anti-Ziege, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

Ziege-anti-Hase, Cell Signalling, Frankfurt

am Main, Deutschland

Ziege-anti-Maus, Cell Signalling, Frankfurt

am Main, Deutschland

Ziege-anti-Maus, Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland

Hase-anti-Ziege, polyklonal, Biotrend,
Koln, Deutschland
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3.3

Dopamin-Polymerisierung

3.3.1 Quantifizierung von kunstlich hergestelltem Dopaminmelanin

Zur Herstellung von kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit (,,artificial cerebrospinal fluid®,

aCSF) werden die Losungen A und B im Verhiltnis 1:1 gemischt und durch einen 200

um Partikelfilter mit einer Ausschlussgrenze von 200 um steril filtriert.

1)

2)

3)

4)

5)

aCSF (pH 7.3)

Losung A Losung B

296 mM NaCl 1.6 mM Na,HPO4-7H,0
6 mM KCI 0.39 mM NaH,PO4-H,0

2.8 mM CaCl,-2H,O
1.6 mM MgC126H20

2.23 mg synthetisches Dopaminmelanin (DAM) werden eingewogen und 1 mL
aCSF zugegeben.

DAM ist ein kaum loslicher Feststoff. Aus diesem Grund wird die DAM-aCSF-
Mischung zur Bildung einer homogenen Suspension fiir 10 Minuten im
Ultraschallbad beschallt.

Zur Erstellung einer Eichgerade werden aus der DAM-Suspension aliquote
Volumina entnommen (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50 uL).

AnschlieBend werden jeweils 1 mL 1 M NaOH und 0.3 % (v/v) H,O, zugegeben
und das Gemisch 10 Minuten lang bei 60°C am Heizblock inkubiert. Dabei 16st
sich kiinstliches DAM vollstindig auf.

Die Absorption dieser Proben wird abschlieBend bei 400 nm gemessen.

Herstellung von Dopaminmelanin

Y

10 mL der Kupfersulfat-Losung und 100 mL der Dopamin-Lésung werden
gemischt und mit PBS auf ein finales Volumen von 1 L gebracht.

Der resultierende Reaktionsansatz (1 mM Dopamin-HCI, 100 uM CuSO4-5H,0)
wird mit Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und zwei Wochen lang bei

Raumtemperatur reagieren gelassen. Der Kontakt der Proben mit Luftsauerstoff
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wird gewihrleistet, indem der Schraubverschluss der Probengefifle nicht
festgezogen wird.

2) Das nach 2 Wochen entstandene schwarze Prézipitat wird nach Zentrifugation bei
2500 x g bei Raumtemperatur 15 Minuten lang und darauf folgendem Abheben des
Uberstandes isoliert.

3) Das Dopaminmelanin wird viermal mit Milli-Q-Wasser gewaschen, wobei nach
jedem Waschschritt wie oben zentrifugiert wird.

4)  Das Produkt wird anschlieBend gefriergetrocknet.

Kupfersulfat-Losung Dopamin-Losung
10 mM CuSO4-5H,0 10 mM Dopamin-HCI
Milli-Q-Wasser PBS

3.3.2 Polymerisierungsansatze von Dopamin

Die Polymerisierung von Dopamin erfolgt unter simulierten physiologischen
Bedingungen in aCSF, pH 7.3, in einem Brutkasten bei 37°C. Die Proben werden zum
Schutz vor Licht mit Aluminiumfolie umgeben. Um den Kontakt der Proben mit
Luftsauerstoff zu gewdhrleisten, wird der Schraubverschluss der Probengefifle nicht

festgezogen.

Polymerisierung von Dopamin unter Einfluss von Metallionen

4.5 mL aCSF werden in einem 15-mL-Probenrohrchen vorgelegt. Jeweils 400 pL der
Metallionen-Losungen werden in den entsprechenden Konzentrationen zugegeben und

die Losung abschlieend mit aCSF auf ein Endvolumen von 5 mL gebracht.

aCSF (siehe Kapitel 3.3.1) Dopamin-Losung (50x)

50 mM Dopamin
Milli-Q-Wasser

37



MATERIAL UND METHODEN

Eisen-III-Losung Kupfer-1I-Losung
12.5 uM FeCls 12.5 pM CuSO45H,O
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser
Eisen-1I-Ldsung Zink-11-Losung

12.5 uM FeCl,4H,0 12.5 uM ZnCl,
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser

Mangan-II-Losung
12.5 uM MnCl,-4H,0
Milli-Q-Wasser

Von diesen Losungen ausgehend werden Verdiinnungen hergestellt, so dass diese
Metallionen in den Polymerisierungsansétzen in finalen Konzentrationen von 1 pM, 0.1

nM, 10 nM und 1 uM vorliegen.

Polymerisierung von Dopamin unter Fenton-ahnlichen Bedingungen

4.5 mL aCSF werden in einem 15-mL-Probenréhrchen vorgelegt. Die verschiedenen
Probenansétze werden nach der unten angefiihrten Tabelle erstellt, indem je 100 pL der
jeweiligen Zusdtze zugegeben werden. AbschlieBend werden 100 pL einer 50 mM

Dopamin-Losung zugegeben und mit aCSF auf ein Endvolumen von 5 mL aufgefiillt.

Dopamin-Losung (50x) Eisen-1I-Losung
50 mM Dopamin 12.5 uM FeCl,-4H,0O
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser

Wasserstoffperoxid-Losung
10 mM HzOz
Milli-Q-Wasser
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Zusammensetzungen der Proben zur Polymerisierung von Dopamin unter Fenton-

dhnlichen Bedingungen:

Dopamin = H.,0,
1 mM 0.1 nM 0.01 nM
1 mM 0.1 nM 0.1 nM
1 mM 0.1 nM 1 nM
1 mM 0.1 nM 10 nM
1 mM 10 nM 0.1 nM
1 mM 10 nM 1 nM
1 mM 10 nM 10 nM
1 mM 10 nM 100 nM
1 mM - 0.1 nM
1 mM - 1 nM
1 mM - 10 nM
1 mM - 100 nM

Polymerisierung von Dopamin unter Einfluss von Modellproteinen

4.5 mL aCSF werden in einem 15-mL-Probenréhrchen vorgelegt. Die verschiedenen

Probenansétze werden nach der unten angefiihrten Tabelle hergestellt, indem je 100 pL

der jeweiligen Zusitze zugegeben werden. Abschliefend werden 100 pL einer 50 mM

Dopamin-Losung zugegeben und mit aCSF auf ein Endvolumen von 5 mL gebracht.

Dopamin-Losung (50x)

50 mM Dopamin
Milli-Q-Wasser

Bovines Serum-Albumin (66 kDa)

500 uM (0.156 g/5 mL) BSA
Milli-Q-Wasser

Fe-1I1-Losung (50x)
50 mM FeCl;
Milli-Q-Wasser

Lysozym (14.6 kDa)
500 uM (0.0365 g/5 mL) Lysoszym
Milli-Q-Wasser

EDTA-L6sung (50x)

250 uM Ethylendiamintetraessigséure
Milli-Q-Wasser
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Zusammensetzung der Proben zur Polymerisierung von Dopamin unter dem Einfluss von

Modellproteinen:

Dopamin  Fe** BSA Lysozym EDTA

1 mM 10 nM - - -
1 mM 10 nM 200 nM - -
1 mM 10 nM 1 uM - -
1 mM 10 nM 5 uM - -
1 mM 10 nM - - -
1 mM 10 nM - 200 nM -
1 mM 10 nM - 1 uM -
1 mM 10 nM - 5 uM -
1 mM - - - -
1 mM - 200 nM - -
1 mM - 1 uM - -
1 mM - 5 uM - -
1 mM - - - -
I mM - - 200 nM -
1 mM - - 1 uM -
1 mM - - 5uM -
I mM - - - 5 uM EDTA
1 mM - 200 nM - 5 uM EDTA
1 mM - 1 uM - 5 uM EDTA
1 mM - 5 uM - 5 uM EDTA
1 mM - - - 5 uM EDTA
1 mM - - 200 nM 5 uM EDTA
1 mM - - 1 uM 5 uM EDTA
1 mM - - 5 uM 5 uM EDTA
1 mM 10 nM 1 uM 1 uM -
1 mM - 1 uM 1 uM 5 uM EDTA
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3.4 Modifizierung von Proteinen durch Dopamin
3.4.1 Herstellung von Dopamin-BSA

Eine 50 uM Ldsung von bovinem Serum-Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Deutschland)
wird in PBS (pH 7.4) hergestellt, welcher Dopamin-HCI (Sigma-Aldrich, Deutschland)
bis zu einer finalen Konzentration von 1 mM zugegeben wird. Diese Protein-Dopamin-
Losung reagiert iiber Nacht bei 4°C, wobei eine braune Losung entsteht. In dieser

Losung bilden sich bei 4°C tiber mehrere Monate keine Prézipitate.

3.4.2 Inkubation von Substantia-nigra-Homogenat mit Dopamin

5 uL Substantia-nigra-Homogenat werden mit verschiedenen Kombinationen von
Zusitzen, wie Dopamin, Eisen-II-chlorid und Wasserstoffperoxid (jeweils 1 puL der
entsprechenden Losung) versehen und mit PBS auf ein finales Volumen von 10 pL
gebracht. Diese Mischungen werden am Thermomixer bei 37°C 15, 30 und 60 Minuten
oder 16 Stunden lang inkubiert. Parallelansidtze werden nach 60 Minuten mit 2.5
Einheiten Protease K/Ansatz versehen. Die Proteolyse mittels Protease K (Sigma,

Taufkirchen, Deutschland) erfolgt 30 Minuten lang bei 37°C.

Dopamin-Losung Wasserstoffperoxid-Lésung
10 mM Dopamin-HCI 10 mM H,0,
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser
Eisen-1I-Ldsung Proteinase-K-Losung

1 mM FeCl, 20 Einheiten/20 pL
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser

3.4.3 Nitroblau-Tetrazoliumsalz/Formazan-Assay zur Detektion von

Chinoproteinen

Dopamin-BSA wird wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben durch 1-D-SDS-PAGE getrennt
und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (siche Kapitel 3.11). Die Detektion von
Chinoproteinen erfolgt mittels ,redox-cycling” durch Inkubation der geblotteten
Membran in NBT-Losung (NBT, Nitroblau-Tetrazoliumsalz) bei Dunkelheit fiir 2
Stunden (Paz et al., 1991). Dabei prézipitiert rot bis violettes Formazan an der Stelle

seiner Entstehung.
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Zur Sichtbarmachung aller Proteine wird die Membran anschlieBend in Ponceau-Rot
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) bei Raumtemperatur 1-2 Minuten lang inkubiert. Die

iiberschiissige Farbe wird mit destilliertem Wasser abgewaschen.

NBT-Ldsung
0.24 mM Nitroblau-Tetrazoliumsalz
2 M Kalium-Glycinat, pH 10

Probenvorbereitung fur die 1-D-SDS-PAGE

Das Abstoppen der Reaktionen in den Inkubationslosungen (10 pL) erfolgt durch Zugabe
von 10 pL des SDS-haltigen Probenpuffers (,,sample buffer, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) und sofortigen Schockfrierens in fliissigem Stickstoff. Diese Proben
werden bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Zur Fortfiihrung der
Experimente werden die tiefgefrorenen Proben auf Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von 1
pL einer Reduktionslosung (,,reducing agent, Invitrogen) werden die Proben 10
Minuten lang am Heizblock auf 95°C erhitzt, wobei die Denaturierung der Proteine und

die Reduktion der Disulfidbriicken erfolgen.

Probenansatz:
10 uL Probenpuffer
10 puL Inkubationsansétze

1 uL Reduktionslosung

21 pL Endvolumen

21 uL der Probenansitze werden auf industriell gefertigte Polyacrylamidgele
(Tris/Glycin-SDS-Gel, 10-20 %-Gradient, Dicke: 1 mm; Novex-Invitrogen) geladen. Die
Proteine werden bei 200 V und bei 70 mA 75 Minuten lang elektrophoretisch nach ihrem
Molmasse getrennt. Anschlieend werden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert. Die Detektion etwaiger Chinoproteine erfolgt mit Hilfe des NBT/Formazan-

Assays (Kapitel 3.4.3).
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3.5  Modifizierung von Peptiden durch Dopamin

Folgende synthetische Modellpeptide wurden von Prof. Palm (Wiirzburg) zur Verfiigung
gestellt:

AS- term.

Peptid # Sequenz Reste  Acetyl.

-- 117  a*-F-D-E-E-D-E-E-1 10 --
-- 96-6-10 D-S-T-1-Y-A-S-Y-Y-E 10 v
1 Cys 91-4 D-D-D-I-Q-R-F-R-E-E-F-E-R-I-C 15 v

D-S-T-I-Y-A-S-Y-Y-E-C-G-G-H-G-L-S-
1 Cys 96-2 25 v
T-G-G-Y-G-Y-D-S

1 Cys 96-6-15 A-A-D-S-T-I-Y-A-S-Y-Y-E-C-G-H 15 4
1 Lys 105-8  S-G-S-G-K-P-Y-R-P-W-G-T-E-I-G-A-F 17 ?
T-E-S-P-F-K-N-T-E-I-S-F-K-L-G-Q-E-F-

2 Lys 109-1 26 ?
E-T-T-A-D-N-R
Y-G-G-K-A-A-L-A-K-A-A-L-A-K-A-A-
4 Lys 109-7 19 v
L-A-K
1 Lys 113-9  S-I-E-L-E-S-P-F-I-L-L-A-D-K 14 ?
3 Lys,
83-6  A-S-P-D-L-S-K-L-Y-K-N-C-P-K 14 ?
1 Cys
1 Lys, G-W-N-R-G-C-F-G-L-K-L-D-R-I-G-S-M-
102-2 22 ?
2 Cys S-G-L-G-C
1 Lys, C-R-M-S-S-A-V-Y-S-A-D-E-S-L-S-A-H-
109-9-2 18 ?
2 Cys K

*) a = B-Alanin
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3.5.1 Analytische RP-HPLC zur Reinheitstberprifung von synthetischen
Peptiden

Als Vorbereitung zur Reinigung der synthetischen Peptide werden diese mittels RP-
HPLC chromatographisch getrennt (Abb. 7). Auf diese Weise kann die tatséchliche
Reinheit der Roh-Syntheseprodukte und die Elutionszeiten der Hauptpeaks ermittelt

werden.

Die Peptide werden mit Hilfe eines HPLC-System von Jasco (Jasco, Grof-Umstadt,
Deutschland) getrennt. Das chromatographische Trennsystem wird anhand der LC-
Net/ADC-Einheit ~ (Jasco)  gesteuert. Die  Proben werden von  einem
Probeaufnahmesystem (AS-2055 Plus Intelligent Sampler) automatisch auf die
Trennsdule geladen (Symmetry™, C;s ,,reversed-phase®“-Séule, 4.6 mm 1.D. X 250 mm, 5
um Partikel, Waters). Das Laufmittelsystem, bestehend aus Laufmittel A und Laufmittel
B, wird entgast (DG-2080-54 Quarterny 4-line Degasser), zu einem Laufmittel-
Gradienten gemischt (LG-2080-04 Quarterny Gradient Unit) und bei einem Fluss von 1
mL/min durch das System gepumpt (PU-1580). Die Detektion erfolgt mit Hilfe eines
Photodioden-Array-Detektors (MD-2010 Plus, Multiwavelength Detector).

Laufmittel A: 0.1 % (v/v) TFA/Milli-Q-Wasser
Laufmittel B: 0.098 % (v/v) TFA/MeCN

Laufmittel-Gradient bei einem Fluss von 1 mL/min;

100 ~

Zeit B
& | [min] [%6]
0 0
., 60 - 90 90
é 91 100
D 40 95 100
95 0
20 - 100 0

0 ‘

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [min]

Abbildung 7: Laufmittel-Gradient zur Reinheitsiiberpriifung von synthetischen Peptiden.
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Probenvorbereitung:

1) 0.5 mg des ungereinigten Peptides werden in ein Probengefdll eingewogen und in
50 uL 0.1 % (v/v) TFA gelost.
2) Die Probengefia3e werden im Probentisch platziert.

3) 20 uL Probe werden zur Analyse entnommen und injiziert.

3.5.2 Peptidreinigung und Isolierung mittels praparativer RP-HPLC

Trotz geringfiigiger Abweichungen in den Retentionszeiten, bedingt durch den Wechsel
von der analytischen auf die priparative Sdule, lassen die zuvor ermittelten

Retentionszeiten dennoch eine exakte Isolierung des jeweiligen Zielpeptids zu.

Mittels manueller Injektion wird das ungereinigte Peptid auf die Sdule geladen
(SymmetryPrep™, C,g ,,reversed-phase“-Sédule, 19 mm L.D. x 300 mm, 7 pm Partikel,
Waters). Das chromatographische System wird von einer Steuerungseinheit kontrolliert,
die mittels integrierter Pumpe (Waters™ 600 Controller) die Ausbildung des jeweiligen
Laufmittelgradienten reguliert. Das Laufmittelsystem setzt sich aus Laufmitte]l A und
Laufmittel B zusammen, die kontinuierlich mit Helium gespiilt werden. Als Detektor
dient ein Photodioden-Array-Detektor (Waters™ 996 Photodiode Array Detector), der

die Absorption bei 214 und 280 nm aufzeichnet.

Laufmittel A: 0.1 % (v/v) TFA/Milli-Q-Wasser
Laufmittel B: 0.098 % (v/v) TFA/MeCN

Lyophilisieren der Proben

Der MeCN-Anteil wird mittels Rotationsverdampfung am Rotavapor bei einer
maximalen Temperatur von 40°C entfernt. Die nun wéssrigen Proben werden in

fliissigem Stickstoff gefroren und das Wasser mittels Sublimation iiber Nacht entfernt.
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3.5.3 Peptid-Derivatisierung mit Dopamin

Die Derivatisierung der Peptide mit Dopamin erfolgt nach dem unten angefiihrten

Schema. Nach Zugabe der jeweiligen Zusédtze werden die Proben auf dem Thermomixer

bei 37°C und 1150 rpm inkubiert. Nach 15, 30 und 60 Minuten werden aliquote Voumina

von 25 ul entnommen. Die Reaktion wird durch schnelles Einfrieren der Proben in

fliissigem Stickstoff gestoppt.

Proben- Finale #1 #2 #3 Kontrolle
ansatze Konzentration
Peptid 5 uM in PBS 5uL 5uL 5uL 5ulL
,Fenton- I mM (1:1) 50 uL 50 uL -- --
Reagenz*
Dopamin 200 mM (1:5) 20 uL -- 20 uL --
1 x PBS 25 uL 45 uL 75 uL 95 uL
Endvolumen 100 uL 100 uL 100 uL 100 pL
Wasserstoffperoxid-Lésung
100 mM H,0,
Milli-Q-Wasser
100mM Eisen-I1-Losung Dopamin-Losung (5x)
0.0154 g FeCl,-4H,0O 1 M Dopamin-HCI
Milli-Q-Wasser Milli-Q-Wasser

~Fenton-Reagenz* in PBS (2x)
2 mM H,0,

200 uM FeCl,-4H,O
Milli-Q-Wasser
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3.5.4 Peptid-Analyse mittels Fourier-Transformation-lonen-Cyclotron-Resonanz-
Massenspektrometrie

Die Fourier-Transformation-lonen-Cyclotron-Resonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-
MS) gilt als Methode zur hochauflosenden Massenbestimmung von Biopolymeren
(Marshall et al., 1998). Das FT-ICR-Massenspektrometer (APEX-II, Bruker Daltonics,
Bremen, Deutschland) ist mit einem Magneten ausgestattet, der ein Magnetfeld von 7.4
Tesla generiert. Das Gerit ist aulerdem mit einer Elektrospray-lonenquelle (Apollo™ II,
Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) ausgestattet, deren Kapillaraustrittsspannung
auf 100 V gesetzt wird. Als Spray- und Trockengas wird Stickstoff verwendet, dessen
Temperatur 130°C betrdgt. Die Proben werden mit MeOH/H,O/Essigsédure [49.5/49.5/1
(v/v)] auf eine Konzentration von etwa 0.1 pg/ml verdiinnt und mit einer Flussrate von 2
pl/min appliziert. Die Steuerung des Systems sowie die Auswertung der Daten erfolgt
anhand der Xmass-Software (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland). Zur
Datenerfassung werden 64 Messungen zu je 0.5 Sekunden akkumuliert. Die Auflésung
betrigt dabei etwa 25000. Detektiert wird in einem Messbereich von 200 bis 2000 m/z.

Der Druck in der Messzelle betrigt etwa 8 x 10" mbar.

Probenvorbereitung — Entsalzung mittels ZipTip™-Spitzen

Die griindliche Entsalzung der Peptidproben ist fiir die anschlieBende
massenspektrometrische Untersuchung essentiell, da vor allem Natriumionen beim
Ionisierungsprozess mittels Elektrospray storend wirken. Die in PBS gelosten Proben
werden durch Zugabe von 10 % (v/v) TFA zu einem finalen Gehalt von 1 % (v/v)
angesduert. Zur Entsalzung werden 10-puL-ZipTip™-Spitzen verwendet (OMIX TIP C18
MB, 10 pL, Varian). Diese Spitzen sind im Inneren mit einer C;g-Matrix ausgekleidet
und erlauben, analog zur RP-HPLC, die Adsorption der Peptide bei niedrigem Anteil
organischen Losungsmittels, sowie die Elution der Peptide bei hohem Anteil organischen
Losungsmittels. Die Entsalzung der Peptide erfolgt nach den folgenden

Arbeitsvorschriften:
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Entsalzungsvorschrift fur ESI-MS

Arbeitsschritt Loésungsmittel Volumina
Befeuchten MeCN/Wasser, 50/50 1 x mit 10 pLb
Aquilibrieren 0.1 % (v/v) TFA 3 x
Adsorbieren der Probe Proben-Losung (PBS) 10 x
Waschen 0.1 % (v/v) TFA 5x
Eluieren Methanol/Wasser/Essigsdure 3 % mitje 10 uL

(49.5/49.5/1)

Entsalzungsvorschrift fur MALDI-MS

Arbeitsschritt Ldsungsmittel Volumina
Befeuchten MeCN/Wasser, 50/50 1 xmit 10 uL
Aquilibrieren 1 % (v/v) TFA 3 x
Adsorbieren der Probe Proben-Losung (PBS) 10 x
Waschen 0.1 % (v/v) TFA 5x%
Eluieren MeCN/0.1 % (v/v) TFA 3 x mit je 10 pL

(70/30)
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3.6 Immunhistochemische Untersuchungen an Gewebeschnitten

1y

2)

3)

4)

5)

6)

4-um-Schnitte von in Paraffin eingebettetem Gewebe werden am Mikrotom

angefertigt und auf Glasobjekttrager aufgezogen.

Die Gewebeschnitte werden in weiterer Folge durch folgende Inkubationssequenz

entparaffiniert:

Inkubationszeit Losungsmittel
[min]

10 30 % (v/v) Xylol
10 30 % (v/v) Xylol
5 100 % EtOH

5 96 % (v/v) EtOH
5 70 % (v/v) EtOH
5 Milli-Q-Wasser

Die Gewebeschnitte werden 10 Minuten lang auf einer Heizplatte getrocknet.
Anschliefend wird das Gewebe groBziigig mit dem ,Fettstift“ (PapPen™)
umrandet. Durch diese kiinstliche Lipid-Barriere wird um das Gewebe ein Bereich
geschaffen, der flir die weiteren Schritte ein ZerflieBen der Inkubationslosungen auf
dem gesamten Objekttriger verhindern soll und so einen optimalen Kontakt der
Inkubationsldsungen mit dem Gewebe gewahrleistet.

Zur  Wiederherstellung  mdglicherweise  durch  die  Fixierung  und
Paraffinbehandlung des Gewebes zerstorter Antigenizitdten (,,antigen retrieval®)
werden die Gewebeschnitte nun in Glaskiivetten, die mit Citrat-Puffer gefiillt sind,
transferiert und durch Mikrowellenbestrahlung bei 600 W 5 Minuten lang
behandelt. Dabei soll ein Uberkochen der Pufferldsung vermieden werden. In
keinem der Arbeitsschritte nach dieser Mikrowellenbehandlung sollen die
Gewebeschnitte austrocknen.

Die Gewebeschnitte werden zum Abkiihlen 10 Minuten lang in TBS und
anschlieBend in Milli-Q-Wasser iiberfiihrt.

Zur Inaktivierung endogener Peroxidase-Aktivititen werden die Schnitte 15
Minuten lang bei Raumtemperatur mit Peroxidase-Blocklosung inkubiert und

anschlieBend kurz mit TBS gespiilt.
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7)

8)

9)

10)

11)
12)

13)

Zum Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen werden die Gewebeschnitte 20
Minuten lang mit gebrauchsfertigem Ziegenserum iiberschichtet (,,proteinblock®
HK112-9K, Biogenex, Hamburg, Deutschland).

Vor der Inkubation mit dem primdren Antikorper wird das Ziegenserum (ohne
weiteren Spiilens) abgekippt. Die Schnitte werden nun mit 100-200 pL der
jeweiligen Antikorperverdiinnung {iberschichtet. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht
bei 4°C in einer Kammer mit erhohter Luftfeuchtigkeit, um ein Austrocknen der
Gewebeschnitte zu verhindern. Dafiir werden feuchte Papiertiicher in das
Aufbewahrungsgefill der Schnitte gelegt.

Folgende Arbeitsvorschrift wird fiir die Inkubation mit den sekundédren Antikérpern

eingehalten:

Inkubationszeit Ldsungsmittel
[min]
2x5 TBS
25 ,,Link—Antikérper“T in TBS
2x5 TBS
25 ,Labelling-Antikorper’” in TBS
2 x5 TBS

(""" MultiLink-Kit-Konzentrat, LP0O00-UL, Biogenex, Hamburg, Deutschland)

Pro Schnitt werden der Groe des Gewebeareals entsprechend etwa 100-200 uL
AEC-Firbelosung verwendet. Die Farbentwicklung ist nach 2 Minuten
abgeschlossen.

Die Schnitte werden nun in TBS und Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Sichtbarmachung der Zellkerne erfolgt durch Inkubation in Himalaun 1 Minute
lang. Die blaue Farbe entwickelt sich unter flieBendem Leitungswasser (5
Minuten).

Die Schnitte werden nochmals in Milli-Q-Wasser gespiilt und abschlieBend mit
einem Deckglidschen eingedeckt. Da AEC in EtOH 16slich ist, wird unter

Verwendung von wissrigem Aquatex™ eingedeckt.
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10 mM Citrat-Puffer. pH 6.0

Losung A Losung B
100 mM Citronenséure-Monohydrat 100 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

9.5 mL Losung A und 41.5 mL Lésung B werden gemischt und mit Milli-Q-Wasser

auf ein Endvolumen von 1 L gebracht.

TBS Peroxidase-Blocklosung
20 mM Tris/HCI, pH 7.5 0.7 % (v/v) H,O,
137 mM NacCl

AEC-Férbeldsung

(MultiLink-Kit-Konzentrat, LPO00-UL, Biogenex)
(Ansatz fiir 30 Schnitte)

1 mL 5x Substratpuffer

4 mL Milli-Q-Wasser

2 Tropfen AEC-Losung (AEC, Aminoethylcarbazol)
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3.7 Isolierung von Neuromelanin-Granula mittels subzellularer Fraktionierung

Substantia-nigra-Gewebe

Substantia-nigra-pars-compacta-Gewebe wurde von der Osterreichisch-deutschen
Hirnbank, Wiirzburg, zur Verfiigung gestellt. Das Arbeiten mit humanem Post-mortem-
Gewebe wurde von der Ethikkommission des Universititsklinikums Wiirzburg
genehmigt. Das Substantia-nigra-Gewebe wurde innerhalb von 36 Stunden post mortem
aus Gehirnen von Verstorbenen ohne neurologische oder neurodegenerative

Erkrankungen auf einer Kiihlplatte bei —15°C seziert.

Gewebedesaggregation und Zellfraktionierung

1) 1 g Substantia-nigra-Gewebe wird in ,,Separationspuffer* auf Eis aufgetaut.

2)  Auf einer Kiihlplatte (4°C) wird das Gewebestiickchen anschlieBend durch ein
Siebgewebe in eine Petrischale gepresst. Auf diese Weise wird das Gewebe auf
besonders schonende Weise zu einer Zellsuspension desaggregiert.

3) Nach dem unten angefiihrten Schema wird ein vier-stufiger Saccharose-
Stufengradient (Schichten von 0.5 M, 1.0 M, 1.2 M, 1.6 M Saccharose) hergestellt.

4) Diese Zellsuspension wird iiber den Saccharosegradienten geschichtet und 15

Minuten lang bei 2000 x g bei 4°C zentrifugiert.

.Separationspuffer ,.Isolierungspuffer
10 mM Hepes, pH 6.0 10 mM Hepes, pH 7.4
10 % (w/v) Glucose 1 mM EDTA
1 % (w/v) Ficoll 10 % (w/v) Saccharose
100 mM KCl 100 mM KCl
1 % (v/v) Protease-Inhibitor-
Cocktail

»Waschpuffer*
10 mM Hepes, pH 7.4

250 mM NaCl
0.01 % (v/v) Triton-X-100
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Saccharose-Stammlosung Hepes/KCIl-Stammldsung
2 M Saccharose 100 mM Hepes, pH 7.4
100 mM KCl1

Schema zur Erstellung eines vier-stufigen Saccharose-Gradienten:

Saccharose- 0.5 M 1.0 M 1.2 M 1.6 M
Gradient

Hepes/KCl- 5mL 5mL 5mL 5mL
Stammlsg.

Saccharose- 12.5mL 25 mL 30 mL 40 mL
Stammlsg.

H.O 32.5mL 20 mL 15 mL 5mL
Endvolumen 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL

Zellaufschluss und subzellulére Fraktionierung

1)

2)

3)

4)

Nach der Zentrifugation durch den Saccharose-Gradienten wird der Uberstand
abgehoben, das braune Zellpellet zweimal mit eiskaltem ,Isolierungspuffer
gewaschen und in 750 pL , Isolierungspuffer resuspendiert.

Der Zellaufschluss erfolgt durch 10-maliges Aufziechen der melanisierten
Zellkorper durch die Nadel einer Spritze (I.D. = 450 pm), wobei die Bildung von
Luftblasen moglichst vermieden wird.

Das so generierte Zellhomogenat wird iiber ein Percoll-Kissen [80 % (v/v)]
geschichtet und 10 Minuten lang bei 4000 % g und 4°C zentrifugiert.

Das braun geférbte Pellet wird einmal mit ,,Isolierungspuffer und zweimal mit
»Waschpuffer gewaschen, um unspezifisch assoziierte Proteine weitgehend zu
entfernen. Zur weiteren Aufbewahrung werden die Isolate in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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3.8

Transmissionselektronenmikroskopie

Zur morphologischen Qualitdtskontrolle der isolierten Neuromelanin-Granula wird die

elektronenmikroskopische Evaluierung herangezogen.

1)

2)

3)

4)

5)

Die Isolate werden iiber Nacht in 2 % (v/v) Glutaraldehyd, 0.1 M PBS, pH 7.4 bei
4°C fixiert. Ein weiterer Fixierungsschritt erfolgt durch Inkubation in 1 ml 2 %
(w/v) OsOgs, 1.5 % (v/v) Glutaraldehyd, 0.1 M PBS, pH 7.4 eine Stunde lang in
Dunkelheit.

Um eine moglichst vollstindige Entfernung der Fixierlosungen zu erreichen,
werden die Proben einmal kurz mit Milli-Q-Wasser gewaschen und anschlieBend
dreimal jeweils 15 Minuten lang mit Milli-Q-Wasser versehen.

Die anschlieBende Dehydrierung der Proben erfolgt durch Zugabe von wissrigen

Ethanol-Losungen mit ansteigendem Ethanol-Gehalt:

Inkubationszeit EtOH-Gehalt
[min] [%0]
10 30
10 50
10 70
10 80
10 90
10 96
10 1001
10 1001

[a] 100 % (v/v) EtOH wurde tiber Cu,SO, getrocknet.

Zur Einbettung der Proben in Epon werden diese zweimal fiir 15 Minuten in
Propylenoxid, tiber Nacht in einem Gemisch von Propylenoxid und Epon (1:1)
inkubiert und anschlieend zweimal jeweils 2 Stunden lang mit Epon {iberschichtet.
Das vollstindige Polymerisieren des Epon-Harzes erfolgt iiber einen Zeitraum von
48 Stunden bei 55-65°C.

Fir die Transmissionselektronenmikroskopie werden von diesen Priparaten
Schnitte angefertigt, die abschliefend mit Bleicitrat und Uranylacetat kontrastiert

werden.
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3.9

1)

2)

3)

4)

5)

Immuno-Transmissionselektronenmikroskopie

Die Isolate werden als Immersion iiber Nacht in 0.1 M PBS, pH 7.4, 2 % (v/v)
Paraformaldehyd, 0.1 % Glutaraldehyd bei 4°C fixiert.

AnschlieBend werden die Proben einmal kurz mit Milli-Q-Wasser gewaschen und
dreimal jeweils 15 Minuten lang mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Proben werden, wie in Kapitel 3.8 beschrieben, mit Ethanol-Losungen
entwéssert.

Zur Einbettung der Proben wird das Harz LR White™ verwendet. Die Proben
werden insgesamt dreimal mit frischem Harz versehen: der erste Wechsel des
Harzes erfolgt nach 1 Stunde, danach werden die Proben mit frischem LR White™
tiberschichtet und iiber Nacht bei 4°C gelagert und abschliefend mit frischem LR
White™ in Gelatine-Kapseln iiberfiihrt.

Zur vollstindigen Polymerisierung und Hértung des Harzes werden die Préparate 2-
3 Tage bei 4°C mit UV-Licht bestrahlt. Von den ausgehérteten Proben werden
Schnitte hergestellt und auf Metallnetzchen {iberfiihrt.

Auf die Einbettung der Proben folgen die Schritte zur Inkubation mit dem priméren und

einem Gold-konjugiertem sekundiaren Antikorper:

6)

,.Inkubationspuffer ,.Inaktivierungslosung*
10 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7.4 50 mM PBS, pH 7.4
150 mM NacCl 50 mM Glycin
0.1 % (w/v) BSA
20 mM NaNj

,»Blocklosung*
50 mM PBS, pH 7.4

5 % (w/v) BSA
0.1 % (w/v) CWFS-Gelatine

5 % (w/v) Normal-Serum (aus Hase)

Da die Proben in den oben genannten Schritten mit Paraformaldehyd und

Glutaraldehyd fixiert worden sind, werden etwaige noch reaktive Aldehydgruppen

55



MATERIAL UND METHODEN

7)

8)

9)

10)

11)

12)

in der Glycin-haltigen ,,Inaktivierungslosung® 15 Minuten lang derivatisiert und
inaktiviert.

Die Proben werden zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen in der
,»Blocklosung® 30 Minuten lang inkubiert und anschlieBend dreimal jeweils 5
Minuten lang mit dem ,,Inkubationspuffer gewaschen.

Die Inkubation mit dem primiren Antikorper [1:800 (v/v), 20 pL] erfolgt iiber
Nacht bei 4°C.

AnschlieBend werden die Proben mittels Auflage der Netzchen auf Tropfen von
,Inkubationspuffer” insgesamt sechsmal jeweils 10 Minuten lang gewaschen.

Die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper [Hase-anti-Ziege 1gG, 1:40 (v/v) in
»Inkubationspuffer, 10 nm Goldpartikel] erfolgt fiir einen Zeitraum von 2
Stunden.

Das anschlieBende Waschen der Proben erfolgt sechsmal jeweils 5 Minuten lang
mittels Auflage der Netzchen auf Tropfen von ,,Inkubationspuffer.

Des Weiteren werden die Proben dreimal 5 Minuten lang mit 0.1 M PBS, pH 7.4
gewaschen, und die Antikdrper-Antigen-Komplexe mit 0.1 M PBS, 2 %
Glutaraldehyd (v/v), pH 7.4 quervernetzt. Abschlieend werden die Proben dreimal

2 Minuten lang mit Milli-Q-Wasser gewaschen und kontrastiert.
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3.10 Gelelektrophorese
3.10.1 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen in einer Dimension werden
verschiedene kommerziell erhiltliche Gel-/Puffer-Systeme (Invitrogen) verwendet:
klassische Tris/Glycin-Gele, Tricin-Gele (,,Schigger-Gel®) (Schigger und von Jagow,
1987), die im niedermolekularen Bereich eine besonders gute Trennung ermoglichen,
oder Bis-Tris-Gele, die sich gut zur massenspektrometrischen Analyse von Peptiden nach
tryptischem Verdau im Gel eignen. Als Molmassen-Marker werden die Produkte ,,Mark-
12 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und die ,,Protein Ladder 10-200 kDa*“ (MBI

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet.

3.10.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Bei der zweidimensionalen (2-D) Gelelektrophorese werden Proteine zuerst mittels
isoelektrischen Fokussierens (IEF) nach ihrer Ladung (pI-Wert) getrennt, bevor die
Proteine in der zweiten Dimension mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach ihrer Molmasse (MM) getrennt werden (Abb. 8) (Klose, 1975; O'Farrell,
1975). Auf diese Weise ist eine hohere Auflosung und bessere Trennung komplexer
Proteinmischungen moglich. Diese Methode eignet sich aber auch bestens fiir eine

detaillierte Darstellung der Heterogenitét eines Proteintyps.

IEF; Trennung nach der Ladung

&
<

................................................................. gleiche Ladung,
o z 3 unterschiedliches Molekulargewicht
1) a
& =
= E
=
= 02
=B
® g 8
o o O £ =
° | EE

Jw

- gleiches Molekulargewicht,
unterschiedliche Ladung

Abbildung 8: Trennprinzip der 2-D-Gelelektrophorese. Die 2-D-Gelelektrophorese ermdglicht mittels
zweier aufeinander folgender Trennprinzipien eine hohere Auflésung komplexer Proteinmischungen. Bei
der isoelektrischen Fokussierung werden Proteine nach ihrer Ladung (pI-Wert) in einem pH-Gradienten
getrennt. AnschlieBend erfolgt vertikal dazu die Trennung nach der Molmasse (MM). Auf diese Weise
konnen Proteinisoformen (graue Population), die sich z.B. in posttranslationalen Modifikationen
unterscheiden, getrennt werden.
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Isoelektrisches Fokussieren - verwendete Stammldsungen

1)

2)

3)

1y

2)
3)

5 g des lonenaustauschers Amberlite (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) werden
mit 50 mL Milli-Q-Wasser gewaschen, mit Hilfe eines Faltenfilters filtriert und
anschlieBend mehrmals mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Gewaschenes Amberlite wird der Acrylamid/PDA-Lésung (PDA, Piperazin-
Diacrylamid) zugegeben [4 % (w/v)] und 1 Stunde lang geriihrt.

AnschlieBend wird der Ionenaustauscher ziigig mit Hilfe eines Whatman-Filters

filtriert, um Verschiebungen des pH-Werts zu verhindern.

Zusammensetzung des Trenngels

9 M Harnstoff

5.1 % (w/v) Glycerin

3.59 %/0.31 % (w/v) Acrylamid/PDA-L&sung (entionisiert)
0.06 % (v/v) TEMED

4.1 % Ampholin (Ampholin-Stammldsung)
Milli-Q-Wasser

Glycerin-Ldsung Acrylamid/PDA-Ldsung fiir das Trenngel
28.6 % (w/v) Glycerin 17.5 % (w/v) Acrylamid
Milli-Q-Wasser 1.5 % (w/v) Piperazin-Diacrylamid (PDA)

Milli-Q-Wasser

Harnstoff wird mit der vorbereiteten Glycerin-Losung und der entionisierten
Acrylamid/PDA-L&sung eingewogen, mit wenig Milli-Q-Wasser vermischt und
bei 30°C gelost.

AnschlieBend erfolgt die Zugabe von TEMED und der Ampholin-Stammldsung.
Der Trenngel-Ansatz wird mit Hilfe eines Whatman-Glasfaserfilters filtriert und

in 2 mL Aliquots aufgeteilt und bei —80°C gelagert.

Acrylamid/PDA-L&sung fiir das ,.Cap*“-Gel
60.0 % w/v Acrylamid

0.65 % w/v PDA

Milli-Q-Wasser
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1)

2)

3)

5 g des Ionenaustauschers Amberlite (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) werden
mit 50 mL Milli-Q-Wasser gewaschen, mit Hilfe eines Faltenfilters filtriert und
dabei mehrmals mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Gewaschenes Amberlite wird der Acrylamid/PDA-Losung zugegeben [6 %
(w/v)] und 1 Stunde lang geriihrt.

AnschlieBend wird der Ionenaustauscher ziigig mit Hilfe eines Whatman-Filters

filtriert.

Zusammensetzung des ,.Cap“-Gels

9 M Harnstoff

5.13 % (w/v) Glycerin

12.3 %/0.13 % (w/v) Acrylamid/PDA-L6sung (entionisiert)
0.06 % (v/v) TEMED

4.1 % Ampholin (Ampholin-Stammldsung)
Milli-Q-Wasser

Zusammensetzung der Ampholin-Stammldsung:

1y

2)
3)

Ampholin pH-Bereich Menge [% (v/V)]
»Pharmalyt 3.5-10.0% 3.5-10.0 12.5
»Pharmalyt 4.0-6.5“ 4.0-6.5 37.5
,Pharmalyt 5.0-8.0% 5.0-8.0 25.0
»Servalyt 2.0-11.0° 2.0-11.0 12.5
»Servalyt 6.0-9.0% 6.0-9.0 12.5

Harnstoff wird mit der vorbereiteten Glycerin-Losung und der entionisierten
Acrylamid/PDA-L6sung eingewogen, mit wenig Milli-Q-Wasser vermischt und
bei 30°C gelost.

Danach erfolgt die Zugabe von TEMED und der Ampholin-Stammldsung.

Der Trenngel-Ansatz wird mit Hilfe eines Whatman-Glasfaserfilters filtriert, in

750 uL. Aliquots aufgeteilt und bei —80°C gelagert.
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1)

2)

3)

1)

APS-Losung DTT-Stammldsung
(zur isoelektrischen Fokussierung) 21.6 % (w/v) DL-Dithiothreitol
1.2 % (w/v) Ammoniumpersulfat Milli-Q-Wasser

Milli-Q-Wasser

Harnstoff/Glycerin-Lésung IEF-Schutzldsung

(fiir die IEF-Schutzlosung) 30 %/5 % (w/v) Harnstoff/Glycerin-
5 M Harnstoff Losung

5.3 % (w/v) Glycerin 5% (v/v) ,,Servalyt 2.0-4.0°

Milli-Q-Wasser

Zur Herstellung der Harnstoff/Glycerin-Losung werden Harnstoff, Glycerin und
Milli-Q-Wasser eingewogen. Harnstoff wird bei maximal 30°C gelost.

Zur Herstellung der IEF-Schutzldsung wird ,,Servalyt 2.0-4.0% bis zu einer finalen
Menge von 5 % (v/v) der Harnstoff/Glycerin-Losung zugegeben.

Die resultierende IEF-Schutzlosung wird in aliquote Mengen zu 100 pL geteilt
und bei —80 °C gelagert.

Tris-Puffer ,,IJnkubationsldésung*
1 M Tris-Base 125 mM Tris-Puffer (pH 6.8)
mit Phosphorsdure auf pH 6.8 40 % (w/v) Glycerin

65 mM DTT

3 % (w/v) SDS

Die ,,Inkubationslosung® in aliquoten Mengen zu 7 mL Aliquots bei —20°C

lagern.
Anodenldsung Kathodenldsung
0.02 N NaOH 0.085 % H3PO4
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Reinigung der Glasréhrchen

Vor Gebrauch werden die Glasrdhrchen nach folgender Arbeitsvorschrift gereinigt:

1) 6 % (v/v) Deconex (Borer Chemie AG, Zuchwil, Schweiz) wird auf 60-80°C

2)
3)
4)

erwarmt und die Glasréhrchen darin 30 Minuten lang gelagert.

Anschlieend werden die Glasrohrchen mit Leitungswasser gespiilt.

Danach werden die Glasrohrchen 30 Minuten lang in 0.1 M HCI (95°C) gelegt.

Abschlieend werden die Glasrohrchen mit Milli-Q-Wasser gespiilt. Zur

vollstindigen Entfernung von Fliissigkeitsresten werden die Rohrchen mit

Druckluft getrocknet.

Gielien der IEF-R6hrchengele

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Die Losungen fiir das Trenngel und das ,,Cap“-Gel
werden bei maximal 30°C aufgetaut, die APS-Losung
bei RT.

Die PE-Fiden (PE, Polyethylen) werden durch die
Glasrohrchen gezogen. Dabei wird das untere Ende
eines PE-Fadens vorsichtig geschmolzen und rasch in
das Rohrchen gezogen (Abb. 9), um dieses innen gut
abzudichten.

Zu 2 mL Trenngellosung werden 51 pL. APS-Losung
pipettiert und gut gemischt.

Die Glasréhrchen werden in die fertig gemischte
Trenngellosung getaucht, dann werden die PE-Féaden
bis zur ersten Markierung hochgezogen.

Zu 750 pL ,,Cap*“-Gellosung werden 15 pL pipettiert
und gut gemischt.

Die Glasrohrchen werden nun in die ,,Cap*-Gellosung
getaucht, und die PE-Fiden werden bis zur zweiten

Markierung hochgezogen.

il

Abbildung 9: Giellen
der IEF-R6hrchen.

Die Glasrohrchen werden von anhaftender Gellosung getrocken und die PE-

Féden bis zur dritten Markierung hochgezogen.

Die Gele werden 25 Minuten lang zur Polymerisierung senkrecht ruhen gelassen,

ehe die Faden vollstindig herausgezogen werden.
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9)

Abschlieend werden die Rohrchengele in ein feuchtes Tuch eingeschlagen und
in einer Kunststofffolie verstaut, worin sie innerhalb von 3-4 Tage vollstindig

polymerisieren.

Vorbereitung der Laufkammer und Probenapplikation

1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)

Die Elektrodenldsungen werden vor ihrer Verwendung an der Wasserstrahlpumpe
unter Riithren etwa 30 Minuten lang entgast.

Inzwischen werden die Rohrchengele in die Gummikonusse der IEF-Apparatur
(C.B.S. Scientific, Del Mar, CA, USA) geschoben, so dass das ,,Cap“-Gel nach
unten weist.

Die Kathodenldsung wird in die untere Kammer der Apparatur gefiillt, Luftblasen

werden von der Rohrchen6ffnung entfernt.

Die Proben werden aufgetaut und mit Harnstoff, DTT und ,,Servalyt 2.0-4.0*
vermengt.
Mit einer Pasteur-Pipette wird die Probe luftblasenfrei auf das Gel geschichtet.

Die Probe wird etwa 1-2 mm hoch mit der IEF-Schutzlosung iiberschichtet.
Zuletzt wird die IEF-Schutzldsung mit der Anodenldsung liberschichtet.
Abschlieend befiillt man die obere Kammer der Apparatur mit der Anoden-

16sung auf, so dass diese die Gele etwa 1 cm bedeckt.

Fiir die IEF wurde folgender Spannungsgradient angewandt:

Spannung Zeit
[V] [min]
100 75
200 75
400 75
600 75
800 10

1000 10
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Abbruch des IEF-Laufs

1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)

Die ,,Inkubationslosung® wird aufgetaut. Parafilm™ wird in ausreichend grof3e
Stiicke geschnitten und V-fomig der Liange nach gefaltet, so dass ein Rohrchengel
in voller Lange in der Rinne Platz finden kann.

Die Glasrohrchen werden aus der Apparatur genommen und kurz abgetrocknet.
Nun die werden Gele mittels vorsichtig auf die vorbereiteten Parafilm™-Stiicke
gepresst. Die Gele sollten dabei weder Schlaufen bilden noch gedehnt werden.
Um die Orientierung des Rohrchengels zu markieren, wird am sauren Ende des

Gels eine Ecke des Parafilms™ abgeschnitten.

Mit Vorsicht werden verbleibende Fliissigkeitsreste vom Gel getupft.

Die Gele werden 10 Minuten lang in der ,Inkubationslosung® gelassen. Die
Proteine werden auf diese Weise mit SDS beladen und so fiir die SDS-PAGE
vorbereitet.

Danach wird die ,Inkubationslosung® abgekippt, Reste davon vorsichtig
abgetupft.

Die Gele konnen ab diesem Zeitpunkt einige Wochen lang bei —80°C gelagert

oder sofort auf SDS-Gele iibertragen werden.

SDS-PAGE zur 2-D-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE zur 2-D-Gelelektrophorese erfolgt wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben. Die

Rohrchengele werden luftblasenfrei auf das SDS-Gel {iberfiihrt und mit Agarose-Lésung

uberschichtet.

Agarose-Losung

1 % (w/w) ,,Jow-melting”-Agarose
1 x Laufpuffer (Invitrogen)
1 Spatelspitze Bromphenolblau
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Gelfarbung mit Coomassie-Brilliant-Blau G-250

Die Gele werden nach der Methode von Neuhoff mit Coomassie-Brilliant-Blau G-250
(CBB G-250) gefarbt. Im Gegensatz zu der herkommlichen Farbemethode mit CBB R-
250 in essigsaurem Methanol ist diese Farbemethode wesentlich empfindlicher. Der
Farbstoff CBB G-250 liegt als Kolloid vor und 16st sich aus diesem heraus, sobald er auf
Proteine trifft. Auf diese Weise dringt der Farbstoff nicht in das Gel ein, die

Nachweisgrenze liegt bei etwa 10 ng Protein/Bande.

Die Gele werden nach der unten angefiihrten Arbeitsvorschrift gefarbt:

Arbeitsschritt Zeit Ldsungen
50 % (v/v) Methanol
Fixierung 1 Stunde
2 % (v/v) Phosphorséure
Waschen 3 x 5 Minuten Milli-Q-Wasser
Aquilibrierung 30 Minuten 34 % (v/v) Methanol
2 % (v/v) Phosphorséure
17 % (v/v) Ammonium-
sulfat
Farbung iiber Nacht 34 % (v/v) Methanol
2 % (v/v) Phosphorséure
17 % (v/v) Ammonium-
sulfat
0.066 % (w/v) CBB G-250
Entfarbung 3 Stunden Milli-Q-Wasser
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3.11 Western Blot

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nach Auftrennung der Proteine mittles SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-
PAGE) werden diese elektrophoretisch bei einer Spannung von 150 V und einer
Stromstirke von 70 mA auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, die zuvor mit
Blot-Puffer benetzt worden ist. Der Transfer erfolgt bei Raumtemperatur und wird
nach 70 Minuten abgebrochen.

Die Nitrocellulose-Membran wird kurz in Milli-Q-Wasser geschwenkt und
anschlieBend zur Sichtbarmachung der Proteine in eine Ponceau-Rot-Losung
gelegt.

Die gefarbte Membran wird zur Absédttigung unspezifischer Proteinbindungsstellen
1 Stunde lang bei Raumtemperatur in die ,,Block-Losung® gelegt und bei 48 rpm
geschiittelt.

Die geblockte Membran wird anschlieBend dreimal 10 Minuten lang mit LSWB
gewaschen.

Die Inkubation mit dem primiren Antikorper erfolgt ohne Schiitteln iiber Nacht in
»Block-Losung* bei 4°C.

Die Membran wird anschlieBend dreimal bei Raumtemperatur 10 Minuten lang mit
LSWB gewaschen.

Die Inkubation mit dem HRP-markierten, sekundiren Antikorper erfolgt unter
Schiitteln bei 48 rpm fiir eine Stunde in ,,Block-Losung* bei Raumtemperatur.

Die Membran wird anschlieBend dreimal bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten mit
LSWB gewaschen.

Die Sichtbarmachung der Antikorper-Antigen-Komplexe erfolgt mittels Chemi-
lumineszenz. Als ,,ECL-Detektionsreagenz® wird eine 1:1-Peroxidase-
Substratmischung aus  5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat und  Nitroblau-
Tetrazoliumsalz (BCIP-NBT) nach den Empfehlungen des Herstellers gemischt.
Man inkubiert die Membran 5 Minuten lang mit 3-4 mL ,,ECL-Detektionsreagenz®,
ehe die Bindungsereignisse mit Hilfe des Geldokumentationssystems sichtbar

gemacht werden.

,,Low Salt Washing Buffer (LSWB)* Block-Losung
10 mM Tris/HCIL, pH 7.5 LSWB
150 mM NacCl 5 % Magermilchpulver (w/v)

0.5 % (v/v) Tween-20
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3.12

Lectinblot und Detektion mannosylierter Proteine

Lectine sind Pflanzen-Proteine, die sich durch spezifische Bindung an Glycosylreste von

Proteinen auszeichnen und daher zur Detektion von Glycoproteinen dienen konnen. Das

in Schneeglockchen vorkommende Galanthus-nivalis-Aggluthinin (GNA) ist ein Lectin

mit hoher Spezifitit fiir a-verknilipfte Mannose, das im Gegensatz zu vielen anderen

Lectinen keine zusétzliche Affinitit fiir Glucose aufweist (Shibuya et al., 1988).

Y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nach Auftrennung der Proteine iiber SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-
PAGE, Kapitel 2.8.1) werden diese elektrophoretisch bei 150 V und 70 mA auf
eine PVDF-Membran (PVDF, Polyvinylidendifluorid) transferiert, die zuvor mit
MeOH hydrophilisiert worden ist. Der Transfer erfolgt bei Raumtemperatur und
wird nach 70 Minuten abgebrochen.

Die PVDF-Membran wird kurz in Milli-Q-Wasser geschwenkt und anschlieBend
zur Sichtbarmachung der Proteine in eine Ponceau-Rot-Losung gelegt.

Die gefarbte Membran wird zur Abséttigung unspezifischer Proteinbindungsstellen
1 Stunde lang bei Raumtemperatur in TBST bei 48 rpm inkubiert.

Die geblockte Membran wird anschlieBend dreimal 10 Minuten lang mit TBS
gewaschen.

Die Inkubation mit biotinyliertem GNA in TBST erfolgt ohne Schiitteln {iber Nacht
bei 4°C.

Die Membran wird anschlieBend dreimal bei Raumtemperatur 10 Minuten lang mit
TBS gewaschen.

Die Inkubation mit HRP-markiertem Streptavidin in TBST erfolgt unter Schiitteln
bei 48 rpm 1 Stunde lang bei Raumtemperatur.

Die Membran wird anschlieBend dreimal bei Raumtemperatur 10 Minuten lang mit
TBS gewaschen.

Die Sichtbarmachung von gebundenem Lectin erfolgt mittels Chemilumineszenz.
Als ,,ECL-Detektionsreagenz wird eine 1:1-Peroxidase-Substratmischung aus 5-
Brom-4-chlor-3-indolylphosphat und Nitroblau-Tetrazoliumsalz (BCIP-NBT) nach
den Empfehlungen des Herstellers gemischt. Die Membran wird mit 3-4 mL ,,ECL-
Detektionsreagenz 5 Minuten lang inkubiert, ehe die Bindungsereignisse mit Hilfe

des Geldoku-mentationssystems sichtbar gemacht werden.
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TBS TBST
20 mM Tris/HCL, pH 7.5 20 mM Tris/HCL, pH 7.5
137 mM NacCl 137 mM NacCl

0.1 % Tween-20
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3.13 Massenspektrometrie

3.13.1 Probenvorbereitung

Entfarben der Gelsttickchen
Losung A: 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat in Milli-Q-Wasser

Losung B: Losung A : Acetonitril (MeCN) = 1:1 (v/v)

Die ausgeschnittenen Gelstiickchen werden jeweils in gemuffelte Quarzréhrchen
transferiert. Es erfolgt die Zugabe von 20 pL Losung A, um die Losung nach Inkubation
von 10 Minuten abzuheben und zu verwerfen. AnschlieBend werden 20 pL Losung B
zugegeben. Dabei erfolgt die Extraktion des Protein-assoziierten Farbstoffs CBB G-250,
wobei MeCN zusitzlich ein Herausdriicken von Losung B durch Schrumpfung des
Gelstlickchens bewirkt. Nach 10 Minuten wird Losung B abgehoben und verworfen.
Diese Waschsequenz wird mindestens zweimal wiederholt, bevor das vollstindig
entfarbte Gelstlickchen in der Vakuumzentrifuge dehydratisiert wird. Sofern nicht an
dieser Stelle der Verdau im Gel eingeleitet wird, werden die Gelstiickchen bei —80°C

gelagert.

Probenvorbereitung zur Analyse Neuromelanin-assoziierter Proteine

Die Proben werden nach Extraktion der Proteine zweimal mit je 40 uL. Waschpuffer
gewaschen. Die Proben werden dabei 10 Minuten lang auf 95°C erhitzt und dreimal 10
Sekunden lang im Ultraschallbad (Eisbad) homogenisiert. Durch zunehmend chaotrope
Bedingungen bei den Waschschritten in der Harnstoff-SDS-Losung und in 4 M Harnstoff
ohne Zusatz des Protease-Inhibitor-Cocktails (PIC) werden etwaige adherierende
Proteine entfernt. Harnstoff, Reste des Detergens SDS und der Protease-Inhibitoren
werden durch dreimaliges Waschen in Milli-Q-Wasser entfernt, ehe die Proben in

fliissigem Stickstoft tiefgefroren und bei —80°C gelagert werden.

Harnstoff-SDS-L6sung Harnstoff-I.6sung
4 M Harnstoff 4 M Harnstoff

6 % (w/v) SDS

0.01 % (v/v) PIC
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Waschpuffer
10 mM Hepes, pH 7.4

250 mM NaCl

0.01 % (v/v) Triton-X-100
8 % (w/v) SDS

0.01 % (v/v) PIC

3.13.1.1 Proteolytische Spaltung von Proteinen

Spaltung im Gel durch Trypsin

Etwa 2-4 pL einer Trypsin-Losung (0.05 pg/puL in Verdau-Puffer, ,,sequencing grade
modified trypsin®“, Promega, Madison, USA) werden direkt auf das geschrumpfte und
getrocknete Gelstiickchen getropft. Durch Quellung nimmt das Gel die Protease und die
Pufferlosung auf. Der Verdau erfolgt iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln.

Verdau-Puffer
10 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 7.8

Spaltung im Gel durch Chymotrypsin

1 puL einer Chymotrypsin-Losung (25 png/600 pL in Verdau-Puffer, ,,sequencing grade
chymotrypsin®, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) werden direkt auf
das geschrumpfte und getrocknete Gelstiickchen getropft. Durch Quellung nimmt das
Gel die Protease und die Pufferlosung auf. Der Verdau erfolgt {iber Nacht bei 37°C unter
Schiitteln.

Verdau-Puffer
10 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 7.8

Proteolytische Spaltung Neuromelanin-assoziierter Proteine durch Chymotrypsin

Etwa 3 mg Neuromelanin werden in Quarzrohrchen transferiert, mit 5 pL Verdau-
Losung versehen und im Ultraschallbad 10 Sekunden lang suspendiert. Die Proben

werden mit jeweils 15 pL Chymotrypsin-Losung iiberschichtet und iiber Nacht bei
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Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird das MeCN in der Vakuumzentrifuge
mittels Zentrifugation iiber einen Zeitraum von 10 Minuten entfernt. Der Peptid-haltige
Uberstand wird abgenommen und in einen Glaseinsatz der HPLC-Probenrdhrchen
iiberfithrt. Das Neuromelanin-Pellet wird mit 10 pL einer 10 mM Ammonium-
hydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Auch dieser Uberstand wird in das HPLC-
Probenrdhrchen iiberfiihrt. AbschlieBend werden die vereinigten Uberstéinde durch

Zugabe von etwa 5 pL 5 % (v/v) Ameisensdure angesduert.

Verdau-L3sung Chymotrypsin-Losung, 5 ug/15 ulL

10 mM Ammoniumhydrogencarbonat 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat

20 % (v/v) MeCN

3.13.1.2 Deglycosylierung von Proteinen

Deglycosylierung im Gel durch Peptid-N-Glycosidase F

Die mit kolloidalem CBB G-250 gefarbten Gelstiickchen werden wechselweise in
Wasser und in 50 % (v/v) MeCN je 10 Minuten lang bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
Nach vollstindiger Entfarbung werden die Gelstiickchen in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. Der GroBe des Gelstiickchens entsprechend werden 1-5 pL Peptid-N-
Glycosidase F (PNGase F, 0.5 U/uL; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) zugegeben. Sobald das Gelstiickchen vollstindig rehydratisiert ist, wird mit
12 pL Wasser iiberschichtet und der Verdau bei 37°C {iber einen Zeitraum von 12-16
Stunden unter Schiitteln durchgefiihrt. AnschlieBend wird das Gelstlickchen zweimal mit
12 puL Losung A je 1 Minute lang im Ultraschallbad behandelt, durch Zugabe von 30 uLL

Losung B dehydratisiert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

Losung A: 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat in Milli-Q-Wasser, pH 7.8
Losung B:  Losung A : MeCN = 1:1 (v/v)
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Deglycosylierung Neuromelanin-assoziierter Proteine durch
Peptid-N-Glycosidase F

Etwa 3 mg Neuromelanin werden in ein Quarzrohrche transferiert und mit 15 pL einer
Losung von Peptid-N-Glycosidase F (PNGase F) versehen. Die Deglycosylierung erfolgt
iiber Nacht bei 37 °C.

PNGase-F-Losung

10 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8.6
1.3 % (v/v) Triton-X-100
PNGase F, 1 U/15 uLL

Peptid-Extraktion nach Verdau im Gel

Die Gelstiickchen werden mit 10 pL 5 % (v/v) Ameisensdure versehen. Die Extraktion
der enzymatisch generierten Peptide wird mittels Beschallung im Ultraschallbad tiber
einen Zeitraum von 10 Minuten beschleunigt. Danach iiberfiihrt man den Peptidextrakt in
ein Glasgefdl, extrahiert die Peptide wie zuvor ein weiteres Mal aus dem Gelstiickchen

und vereinigt beide Peptidextrakte.

3.13.2 Nano-HPLC-Elektrospray-lonisation-Tandem-Massenspektrometrie

Die nach proteolytischer Spaltung extrahierten Peptide werden mittels nano-HPLC
getrennt, die direkt mit einem ESI-lIonenfallen-Massenspektrometer (LCM™ Classic,

Thermo Finnigan, San Jose, USA) gekoppelt ist.

Die Proben werden mittels eines automatischen Probeaufgabesystems (Famos™, LC
Packings, Dionex, Idstein, Deutschland) und einer Ladepumpe (Switchos™, LC
Packings, Dionex) auf eine C;s-Vorsdule geladen (PepMap™, 0.3 mm L.D. x 5 mm, LC
Packings, Dionex). Dadurch werden die Peptide autkonzentriert und 10 Minuten lang bei
einem Fluss von 40 uL/min mit 0,1 % Ameisensdure gewaschen. AnschlieBend wird die
Probe iiber die Ladepumpe auf eine RP-C;s-Sdule (RP, ,,reversed phase®) iiberfiihrt (C18
PepMap™, 75 pum [D. x 250 mm, LC Packings, Dionex). Die HPLC-Pumpe
(Ultimate™, LC Packings, Dionex) wird mit einem Fluss von 200 pL/min betrieben, der
durch einen Vorsdulen-Split (T-Stiick mit Reduzierkapillare) auf 150 nL/min verringert
wird. Zur Trennung der Peptide wird ein Gradientensystem aus den folgenden

Losungsmittelkomponenten verwendet (Abb. 10):
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Losungsmittel A: 0.5 % (v/v) Ameisensdure (FA, formic acid)

Losungsmittel B: 0.5 % (v/v) FA/84 % (v/v) MeCN

100 -
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0 5
< 60- 10 15
= 90 50
R 40 - 95 100
96 100
20 - 105 5
110 5

O T T T T T T T T T T 1
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Zeit [min]

Abbildung 10: Nano-HPLC-Gradient. Die Trennung der Peptide mittels nano-HPLC-MS/MS erfolgt mit
Hilfe eines Gradienten iiber einen Zeitraum von 110 Minuten.

Die getrennten Peptide werden iiber eine beheizte Transfer-Kapillare (250°C) in das
Massenspektrometer iiberfiihrt. Als Nadel wird eine metallbedampfte Glaskapillare (Pico
View™ 100, New Objective Incorporated, Cambridge, USA) verwendet, die in eine
nano-ESI-Quelle (ESI, Elektrospray-lonisation) eingespannt ist. Die Sprayspannung
betragt 2.3 kV, die Temperatur der Kapillare 250°C, die Kapillarenspannung 45 V und
die Linsenoffsetspannung 30 V. Als Detektor dient ein Sekundirelektronenvervielfacher,
an den eine Spannung von —950 V angelegt ist.

Alle Messungen werden im zentrierten Modus (,,centroid mode®) durchgefiihrt, wobei
eine Messsequenz aus der Aufzeichnung eines gesamten MS-Spektrums (Full-MS)
besteht und wird von drei MS/MS-Spektren der intensivsten Ionen gefolgt (Intensitdt
mindestens 3 x 10°). Des Weiteren wird die Funktion ,,dynamic exclusion genutzt,
wodurch die bereits fragmentierte Ionen fiir die folgenden drei Minuten nicht mehr fiir

eine Fragmentierung selektiert werden.
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3.13.3 Interpretation der Massenspektren

Analyse der Peptidmassen mittels SEQUEST™

Mit Hilfe des SEQUEST™-Suchalgorithmus (Eng et al., 1994; Yates et al., 1995) wird
eine automatische Interpretation der gemessenen MS/MS-Spektren ermoglicht. Die
MS/MS-Rohdaten werden dazu in solche Daten umgewandelt, die fiir diesen
Algorithmus verwendbar sind. Dabei werden alle Peptidmassen eines LC-Laufs im
Bereich von m/z = 500 bis m/z = 5000, die einen Total-Ionenstrom (TIC, ,.total ion
current) von mindestens 3 x 10° {iberschreiten, herangezogen. Diese Daten werden mit
den bekannten Eintrdgen der humanen Teildatenbank der NCBI-Datenbank verglichen.
Die Selektionskriterien sind dabei so gewéhlt, dass nur strikt tryptisch generierte Peptide
mit einer Massengenauigkeit der Durchschnittsmassen (,,average masses*) von +1.0 Da
in Betracht gezogen werden. Diese Messgenauigkeit gilt sowohl fiir die Elternionen als
auch fiir die durch Fragmentierung in der lonenfalle generierten Fragmentionen.
Maximal zwei von Trypsin iibergangene Schnittstellen werden toleriert. Als eine
potentielle Aminosdure-Modifikation wird oxidiertes Methionin (M + 16 Da)
angenommen. Die Gewichtungs-Faktoren fiir die bei ESI-Fragmentierungsprozessen

dominierenden b- und y-Ionen werden mit 1.0 festgelegt.

Das Ergebnis der Datenbank-Suche ist eine Auflistung von Proteinen, wobei das
erstgelistete Protein am besten mit den gemessenen Daten iibereinstimmt. Zur
Beurteilung der Signifikanz eines positiven Treffers sollte der Absolutwert des
Kreuzkorrelationswertes Cn mindestens 1 x 10* und der ACn-Wert mindestens 0.1
betragen. Trotzdem werden die relevanten Spektren zur Uberpriifung der SEQUESTT™-

Daten einer zusétzlichen ,,manuellen* Inspektion unterzogen.

Analyse der Peptidmassen mittels ,,ProteinProspector*

Zur verlisslicheren Beurteilung eines Spektrums wird unter Zuhilfenahme der software
,ProteinProspector (Version 4.0.5., http://prospector.ucsf.edu) eine Liste aller
theoretischen Massen erstellt, die fiir ein gegebenes Peptid bei Elektrospray-lonisation
und kollisionsinduzierter Dissoziation (CID, ,,collision induced dissociation®) in einer
Ionenfalle auftreten konnten. Diese Massen werden anschlieBend mit den tatsdchlich

gemessenen Werten verglichen. Auf diese Weise konnen weitere Peaks eines Spektrums
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erklart werden, die beispielsweise aus Mehrfachladung eines Fragments, nach

Abspaltung von H,O oder NHj resultieren oder interne Fragmente darstellen.
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4.1  Untersuchungen zur autoxidativen Bildung von Neuromelanin

Die Bildung von Neuromelanin erkldrt man derzeit als eine autoxidative Polymerisierung
von Dopamin. Im Mittelpunkt dieser Annahme steht, im Gegensatz zu einer etwaigen
enzymatischen Katalyse, die Beteiligung von redoxaktiven Metallen. Eine bedeutende

Rolle in der Bildung von Neuromelanin sollen dabei Eisen und Kupfer spielen.

Zu Beginn der Arbeit wurde der Einfluss von redoxaktiven Metallen und ausgesuchten
Modellproteinen auf die Bildung von synthetischem Dopaminmelanin (DAM) unter
anndhernd physiologischen Bedingungen in einer kiinstlichen Cerebrospinalfliissigkeit
(aCSF, ,artificial cerebrospinal fluid*) untersucht. Zur quantitativen Messung des

entstandenen DAMs wurde ein photometrischer Assay adaptiert (Zecca et al., 2001).

4.1.1 Quantitative Bestimmung von synthetischem Dopaminmelanin

Zur Erstellung einer Eichkurve wurde das synthetische DAM wie in ,,Material und
Methoden* beschrieben hergestellt. Die Standard-Losungen mit ansteigenden Mengen an
DAM konnten nicht durch direkte Einwaage des grobkornigen, schwarzen Pulvers
hergestellt werden, sondern erforderten eine griindliche Suspendierung von DAM durch
Behandlung im Ultraschallbad. Aus dieser Suspension konnten aliquote Volumina

entnommen werden.

Das Losen von DAM basiert auf einer in der Literatur beschriebenen Arbeitsvorschrift,
das ein Losen von Melanin in 1 M NaOH bei 80°C vorschldgt (Zecca et al., 2001).
Dieses Verfahren erwies sich wegen der dazu erforderlichen Zeit von etwa 3 Stunden als
nicht praktikabel, auBerdem konnte dabei DAM nicht vollstindig gelost werden. Durch
Herabsetzen der Temperatur auf 60°C hielten sich die dabei zusétzlich entstehenden
Volumensverluste aufgrund raschen Verdampfens des Losungsmittels in Schranken.
Allerdings loste sich das fiir die Erstellung der Eichkurve eingesetzte DAM erst durch
Zugabe von 0.3 % (v/v) H,0, bei einer Temperatur von 60°C in einer akzeptablen Zeit

von 10 Minuten (Abb. 11).
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Absorption [AU]

4.1.2 Polymerisierungsansiitze

0,8

0,6

0,4

0,2

-
-
J.J
20 40 60 80 100
Melanin [ug]
Melanin Absorption
[Hg] [AU]
1IN NaOH,
3% H,0, 1IN NaOH
0.0 0.003 0.003
5.575 0.0418 0.0702
11.15 0.0599 0.1634
16.725 0.0879 0.2184
22.3 0.1123 0.2826
55.57 0.3402 0.585
111.5 0.6667 0.8274
167.25 1.2734 0.8755

120

-————.--

1 N NaOH

1 N NaOH, 0.3 % H,0,

y=0.006 x — 0.0043
R%>=0.9979

Abbildung 11: Quantifizierung von
Dopaminmelanin. Eichkurve von
Dopaminmelanin, in 1N NaOH, 3 % H,0,
und in 1 N NaOH bei 60°C gelost. Die
Messung erfolgt bei 400 nm nach 10
Minuten.

Die Polymerisierung von 1 mM Dopamin erfolgte in kiinstlicher CSF bei 37°C unter

Lichtschutz, wobei der Kontakt zu Luftsauerstoff gewéhrleistet war. Es wurde die

Bildung von DAM (1) unter Einfluss von verschiedenen Metallionen untersucht sowie

die Konzentrationsabhidngigkeit der DAM-Bildung von diesen Zusdtzen. Aullerdem

wurde (2) eine Polymerisierung unter Fenton-dhnlichen Bedingungen gemessen, sowie

der (3) Einfluss von Modellproteinen auf die Bildung von DAM.

4.1.3 Der Einfluss von Metallionen auf die Bildung von Dopaminmelanin

Metallionen, wie Fe3+, F e%, Cu2+, Zn*" und Mn*" wurden auf ihre Féhigkeit getestet, aus

Dopamin Dopaminmelanin zu bilden. Fe’* und Fe*" wurden aufgrund ihrer hohen

Verfiigbarkeit in der Substantia nigra pars compacta herangezogen. Vor allem Fe*" und
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Abbildung 12: Einfluss von redoxaktiven Metallen auf die Bildung von Dopaminmelanin. 1 mM
Dopamin werden bei 37°C unter anndhernd physiologischen Bedingungen bei pH 7.2 mit oder ohne
redoxaktiven Metallen inkubiert. Nach 20 und 47 Stunden wird das entstandene Dopaminmelanin
quantifiziert. Verglichen mit jenen Proben ohne Metallzusatz kann trotz ansteigender Metall-
Konzentrationen keine gesteigerte Bildung von Dopaminmelanin verzeichnet werden.

Cu”*" werden seit langem als entscheidende Faktoren in der Bildung von Neuromelanin
angesehen. Zn®" und Mn®" sind Metalle, die anscheinend an Neuromelanin gebunden

sind und moglicherweise eine Polymerisierung von Dopamin fordern kdnnten.

Die quantitative Bestimmung des entstandenen Prézipitats erfolgte nach 20 oder nach 47
Stunden. Diese Messungen zeigten sowohl bei Abwesenheit redoxaktiver Metalle als
auch bei Anwesenheit dieser Metalle vergleichbare Mengen an gebildetem DAM (Abb.
12). Selbst die Zugabe der Metalle in einem sehr weiten Konzentrationsbereich von 1 pM
bis zu 1 uM fiihrte zu keiner erhéhten Bildung von DAM.

Aus diesen Messungen ging hervor, dass die untersuchten Metalle unter
nachempfundenen physiologischen Bedingungen keinen Einfluss auf die Melaninbildung

hatten (Abb. 12).
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4.1.4 Der Einfluss von Fenton-dhnlichen Bedingungen auf die Bildung

von Dopaminmelanin

Die Bildung von DAM wurde des Weiteren unter oxidativen, Fenton-dhnlichen
Bedingungen untersucht. Die Umsetzung von 1 mM Dopamin erfolgte bei zwei
verschiedenen Fe?'-Konzentrationen mit H,0, in einem Konzentrationsbereich von 0.01
nM bis zu 10 nM. Dennoch zeigte sich iiber einen Zeitraum von 9 Tagen keine

unterschiedliche Entwicklung von DAM (Abb. 13).

o 3d
m7d
m od

250

200

150 A

100

Dopaminmelanin [ug/mL]

50 A

DA + 0.1 nM H0O»
DA + 1 nM H;0,
DA + 10 nM H,0,
DA + 100 nM H;0-

DA + 0.1 nM Fe*", 0.01 nM H,0,
DA + 0.1 nM Fe?, 0.1 nM H,0,
DA + 0.1 nM Fe?', 1 nM H,0,
DA + 0.1 nM Fe?, 10 nM H;0;
DA + 10 nM Fe?", 0.1 nM H,0;
DA + 10 nM Fe?, 1 nM H;0;

DA + 10 nM Fe?*, 10 nM H,0,
DA + 10 nM Fe®*, 100 nM H,0,

Abbildung 13: Der Einfluss von Fenton-&hnlichen Bedingungen auf die Bildung von
Dopaminmelanin. 1 mM Dopamin wird bei 37°C unter annihernd physiologischen Bedingungen bei pH
7.2 mit oder ohne redoxaktiven Metallen inkubiert. Nach 20 und 47 Stunden wird das entstandene
Dopaminmelanin quantifiziert. Verglichen mit jenen Proben ohne Metallzusatz, kann auch trotz
ansteigender Metall-Konzentrationen keine vermehrte Bildung von Dopaminmelanin verzeichnet werden.
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4.1.5 Der Einfluss von Modellproteinen auf die Bildung von Dopaminmelanin

Dopamin liegt in biologischen Systemen nicht nur in Speichervesikeln, sondern auch im
Cytoplasma vor, so dass Proteine die Polymerisierung von Dopamin entweder fordern

oder verhindern konnten.

Als gut verfiigbare Modellproteine wurden bovines Serum-Albumin (BSA) und Lysozym
verwendet. Beide Proteine sind unter physiolgischen Bedingungen bei pH 7.2 gut 16slich,
jedoch weist BSA (pl ~ 4.8-5.5) dabei eine negative und Lysozym (pl ~ 11) eine positive
Nettoladung auf.

Fiir niedrige Konzentrationen an BSA und Lysozym konnte kein Einfluss auf die Bildung
von DAM festgestellt werden. Allerdings bildete sich bei einer 5 uM Konzentration von
BSA kein Prézipitat, sondern eine braun gefdrbte Losung (Abb. 14).

o 3d
m 6d
m8d

Dopaminmelanin [ug/mL]
[
a1
S
_ﬂ

DA

DA + 1 uM BSA
DA + 200 nM Lysozym

DA + 10 nM Fe*
DA + 5 uM BSA

DA + 10 nM Fe*"
DA + 10 nM Fe*, 200 nM Lysozym

DA + 10 nM Fe*, 200 nM BSA
DA + 5 uM EDTA

DA + 200 nM BSA + 5 uM EDTA
DA + 5 uM EDTA

DA + 200 nM BSA
DA + 5 uM Lysozym
DA + 200 nM Lysozym + 5 uM EDTA

DA +10 nM Fe*, 1 UM BSA =0
DA + 1 puM Lysozym

DA + 10 nM Fe*, 5 uM BSA
DA + 1 pM BSA + 5 uM EDTA
DA + 5 pM BSA + 5 uM EDTA

—_—

DA + 10 nM Fe*, 1 pM Lysozym

DA + 10 nM Fe*, 5 uM Lysozym

DA + 1 pM Lysozym + 5 uM EDTA

DA + 5 pM Lysozym + 5 uM EDTA

DA + 1 uM BSA, 1 uM Lysozym

DA + 1 uM BSA, 1 pM Lysozym, 5 uM EDTA
DA + 10 nM Fe*, 1 uM BSA, 1 uM Lysozym

Abbildung 14: Einfluss von Modellproteinen auf die Bildung von Dopaminelanin. 1 mM Dopamin wird
bei 37°C unter anndhernd physiologischen Bedingungen bei pH 7.2 mit BSA oder mit Lysozym inkubiert.
BSA in einer Konzentration von 5 puM verhindert dabei vollstindig die Bildung eines Prézipitates.
Vielmehr bildet sich eine braun gefarbte Losung.
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4.2  Untersuchungen zur Modifizierung von Proteinen durch Dopamin
4.2.1 Inkubation von Dopamin und BSA

Die vorhergehenden Untersuchungen zum Einfluss von Proteinen auf die Bildung von
Dopaminmelanin hatten ergeben, dass dabei nicht immer ein prazipitierbares
Dopaminmelanin gebildet wird. Weiterfithrende Analysen dienten zur Klarung der Frage,
ob Dopamin in diesem Fall Proteine kovalent modifiziert. Diese umfassten eine
Proteintrennung mittels ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese, sowie den
Transfer der getrennten Proteinspezies auf Nitrocellulose-Membranen. Zur
Sichtbarmachung der Proteine in Polyacrylamidgelen wurden diese mittels Coomassie-
Brilliant-Blau (CBB) G-250 gefarbt (Abb. 15; A, B). Auf Nitrocellulose-Membranen
transferierte Proteine wurden einerseits mittels Ponceau-Rot gefirbt (Abb. 15; E, F),
andererseits erfolgte die Anwendung des NBT/Formazan-Assays zur Sichtbarmachung

etwaiger ortho-Chinongruppen (Abb. 15; C, D).

Unmodifiziertes BSA wurde mittels zweidimensionaler Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (2-D-PAGE) getrennt und durch CBB G-250 sichtbar gemacht. Im
Massenbereich zwischen 55 und 65 kDa waren etwa vier bis flinf Proteinspots mit leicht
unterschiedlichen pl-Werten erkennbar (Abb. 15; A). Auf der Nitrocellulose-Membran
wurden mittels NBT/Formazan-Assays keine ortho-Chinongruppen detektiert (Abb. 15;
C). Dass jedoch BSA auf die Membran transferiert worden war, zeigte die

Proteinfarbung mit Ponceau-Rot (Abb. 15; E).

5 uM BSA, das mit 1 mM Dopamin inkubiert worden war, zeigte dagegen nach
Trennung mittels 2-D-PAGE und Farbung mit CBB G-250 ein anderes Trennungsmuster
(Abb. 15; B) als unmodifiziertes BSA (Abb. 15; A): im Massenbereich zwischen 55 und
65 kDa waren etwa fiinf Proteinspots erkennbar, die ein wenig zu héheren — basischeren
— pl-Werten verschoben sind (Abb. 15; B). Diese Verschiebung war Hinweis auf eine
kovalente Verdnderung an BSA, die zu einer Verdnderung der Nettoladung des Proteins
und so zu einem verdnderten pl-Wert gefiihrt hatte. Auffallend waren zusitzliche
Féarbungen im hohermolekularen Bereich des Gels, die sich ohne Abgrenzung diskreter
Proteinspots iiber einen breiten pl-Bereich erstreckten und mit hoher Wahrscheinlichkeit
aus quervernetztem Protein resultierten. Die Bildung von Formazan (Abb. 15; D) war

Hinweis auf eine kovalente Modifizierung von BSA durch Dopamin.
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Abbildung 15: Untersuchungen zur Modifizierung von BSA durch Dopamin. Unmodifiziertes BSA (A,
C, D) und modifiziertes BSA (B, D, F) wurden mittels 2-D-Gelelektrophorese getrennt. Anhand des
NBT/Formazan-Assays werden ortho-chinoide Strukturelemente bei modifiziertem BSA (D)
nachgewiesen. Die Farbung mit Ponceu-Rot dient als Positivkontrolle und bestétigt die Anwesenheit der
Proteine (E, F).
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4.2.2 Inkubation von Proteinextrakten der Substantia nigra mit Dopamin

Die Untersuchungen zur Modifizierung von Proteinen durch Dopamin wurden unter
Anwendung des NBT/Formazan-Assays auf Substantia-nigra-Homogenat ausgeweitet.
Dabei konnte in diesem Gewebe keine endogene Modifizierung von Proteinen durch

Dopamin festgestellt werden (Abb. 16, A, Spur 1; Abb. 16, E, Spur 1).

Nach Zugabe von Dopamin waren Modifizierungen an Proteinen bereits nach einer
Inkubationsdauer von 15 Minuten erkennbar (Abb. 16, A, Spuren 2-4). Bereits die
Inkubation des Homogenates mit Dopamin ohne weitere Zusdtze fithrte zu einer
Modifizierung von Proteinen (Abb. 16, A, Spur 2). Allerdings erfolgte dies in geringerem
Ausmal und unter Einbeziehung weniger Proteine (siehe unterer Trennbereich des Gels),
als nach Zusatz von Fe*" (Abb. 16, A, Spur 3) oder unter Fenton-dhnlichen Bedingungen
(Abb. 16, A, Spur 4).

Nach 30 Minuten (Abb. 16, A, Spuren 6-8) war auller einer Intensivierung der Farbung
von Chinoproteinen keine weitere Verdanderung des Modifizierungsmusters erkennbar.
Auch an der Darstellung von Total-Protein nach Ponceau-Rot-Farbung (Abb. 16, B) war
keine Verdnderung der Proteinverteilung zu erkennen. Auch die Inkubation von
Proteinen der Substantia nigra ohne Dopamin, jedoch unter Fenton-dhnlichen
Bedingungen, fiihrte iiber diesen Zeitraum von 30 Minuten zu keinen erkennbaren

Verinderungen der Proben (Abb. 16, A, B, Spuren 5, 9).

Nach 60 Minuten war eine deutliche Intensivierung der Formazanfiarbung zu erkennen
(Abb. 16, C, Spuren 1-3). Trotzdem blieb eine Modifizierung von Proteinen durch
Dopamin im unteren Trennbereich des Gels aus (Abb. 16, C, Spur 1).

Nach proteolytischem Verdau dieser Proben mit Protease K konnten anhand des
NBT/Formazan-Assays keine ortho-Chinongruppen mehr nachgewiesen werden (Abb.
16, C, D, Spuren 5-8). Daraus liel sich ableiten, dass die detektierten ortho-
Chinongruppen tatsdchlich an Proteine gebunden waren und nicht von Dopamin-

Oligomeren herriihrten.
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| | 15 min " 30 min |

MM Mgy Mg g M7 Mgy Mg g M7 Mg ig
SN + + + + o+ o+ o+ o+ 4+ SN + + 4+ o+ + + 4+ o+ o+
DA - + + 4+ - + + + - DA -+ + 4+ - + + + -
Fe2* - — + + + - + + + Fe?* - — + + + - + + +
HO, - - - + + - - + + HO, - - - + + - - + +

Abbildung 16: Detektion von Chinoproteinen nach Inkubation von Substantia-nigra-
Homogenat mit Dopamin nach Zusatz von Fe?* und H,0, tiber einen Zeitraum von 15 und
30 Minuten. (A) Unter Anwendung des NBT/Formazan-Assays sind keine endogen durch
Dopamin modifizierte Proteine erkennbar (Spuren 1,5,9). Bereits 15 Minuten nach Zugabe
von Dopamin ist eine Modifizierung von Proteinen sichtbar, wobei Dopamin alleine weniger
Proteine modifiziert (Spuren 2, 6) als bei zusitzlicher Anwesenheit von Fe** (Spuren 3, 7)
oder unter Fenton-dhnlichen Bedingungen (Spuren 4, 8). (B) Farbung aller Proteine mit
Ponceau-Rot (Abkiirzungen: SN, Substantia-nigra-Homogenat; DA, Dopamin).

| 60 min | | 60 min |

T2 3 A 5 6 7 g g a3 5 g7 rgig
SN + + + + + 4+ o+ o+ - SN + + + + + + + + -
DA + + + - + 4+ o+ - - DA + + + - + + + - -
Fe2* + + + - + + o+ - Fe* - + + + - + + + -
HO, - - + + - - + + - HO, - - + + — - + + -
K - - - - + + + + + K - - - - + + + + +

Abbildung 16: Detektion von Chinoproteinen nach Inkubation tiber einen Zeitraum von
60 Minuten. (C) Verglichen mit der Modifizierung durch Dopamin ohne weitere Zusétze
(Spur 1) und unter Fenton-&hnlichen Bedingungen (Spur 3), erfolgt die stérkste
Modifizierung bei Anwesenheit von Fe** (Spur 2). Nach Verdau mit Protease K ist keine
Férbung sichtbar. (D) Farbung aller Proteine mit Ponceau-Rot (Spuren 1-4). Nach
vollstdndiger Proteolyse (Spuren 5-8) sind Banden von Proteinase K erkennbar
(Positivkontrolle, Spur 9) (Abkiirzungen: SN, Substantia-nigra-Homogenat; DA, Dopamin;
K, Proteinase K).
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ERPLERFLEL ERPEFNVEF)
SN + + + + 4+ SN + + + + +
DA - + + + - DA - + + + -
Fe* - — + + + Fe** - - + + +
HO, - - - + + HO, - - - + +

Abbildung 16: Proteinverdnderungen nach Inkubation Uber einen Zeitraum von 16
Stunden. (E,F) Hochmolekulare Aggregate aus quervernetzten Proteinen sind sichtbar, die
nicht oder nur schwer in die Gelmatrix eindringen (Spuren 2-4). Dies hat ein generelles
Verschwinden von Protein-Banden im unteren Trennbereich zur Folge (Abkiirzungen: SN,
Substantia-nigra-Homogenat; DA, Dopamin).

Die Bandenmuster in den Spuren 5-8 (Abb. 16, D) korrespondierten mit den Banden
reiner Proteinase K (28 kDa), die als Kontrolle in Spur 9 (Abb. 16, D) aufgetragen ist.
Dabei zeigten sich eine Bande auf der Hohe von etwa 30 kDa und mehrere Fragmente im
Bereich niedrigen Molekulargewichts, die auf partielle Autoproteolyse von Proteinase K
hinwiesen.

Nach Inkubation von 16 Stunden war in den Reaktionsgefilen eine deutliche
Aggregatbildung in Form schwarzer Prizipitate zu erkennen. Diese Situation spiegelte
sich nach gelelektrophoretischer Trennung dieser Proben wider (Abb. 16, E, F, Spuren 2-
4). Die Quervernetzung modifizierter Proteine flihrte zur Ausbildung von Aggregaten,
die iiber den oberen, hohermolekularen Trennbereich verteilt waren und zu einem
Verschwinden diskreter Proteinbanden fiihrten (Abb. 16, F, Spuren 2-4). Manche dieser
Aggregate erreichten eine Grofle, die ein Einwandern in die Gelmatrix vollstindig

verhinderte.
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4.2.3 Dopamin-modifizierte Peptide

Die vorhergehenden Untersuchungen deuteten auf eine kovalente Modifizierung von
Proteinen durch Dopamin hin. Anders als bei bekannten Modifizierungen, beispielsweise
durch Phosphat- oder Acetyl-Reste, ist die zu erwartende Masse von kovalent
gebundenem Dopamin unbekannt. Da Proteingemische, aber auch einzelne
Modellproteine, beispielsweise BSA, zur Aufkldrung dieser Modifizierung eine zu
komplexe Ausgangsbasis darstellen, wurden definierte Peptidsequenzen als
Untersuchungsmaterial herangezogen. Die Fourier-Transformation-lonen-Cyclotron-
Resonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-MS) zeichnet sich durch besonders hohe
Massenauflosung aus und ist daher die Methode der Wahl, um die exakte Masse einer

derartigen Modifizierung bestimmen zu kénnen.

Geeignete Modellpeptide wurden von Prof. Palm zur Verfiigung gestellt. Eine fiir diese
massenspektrometrischen Untersuchungen erforderliche Reinheit der Peptide wurde
mittels HPLC erlangt: mit qualitativer RP-HPLC wurden zuerst Chromatogramme der
Modellpeptide erstellt, um so die Retentionszeiten des jeweils hochsten Peaks — des
Zielpeptids — zu ermitteln (Tab. 1, Abb. 17). Auf diesen Daten basierend wurden die
Peaks anschlieBend mit praparativer RP-HPLC isoliert, lyophilisiert und derivatisiert.

Tabelle 1: Modellpeptide zur Untersuchung der Modifizierung durch Dopamin.

Peptid  Sequenz Amino- MM RP-HPLC
sduren [Da] tR (qual,) tR (prip.)
[min] [min]
#96-2 AcDSTIYASYYECGG- 25 2607.07 29.81 33.2
HGLSTGGYGYDS
#91-4 AcDDDIQRFREEFERIC 14 2067.072 37.68 41.1
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Abbildung 17: Chromatogramme der ungereinigten Modellpeptide. Zur spiteren Entfernung von
Syntheseartefakten und zur Isolierung der Zielpeptide werden mit Hilfe der analytischen RP-HPLC die
Retentionszeiten der hochsten Peaks ermittelt.
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#91-4 2012.20 2011.942 2163.009 151.067

Abbildung 18: FT-ICR-Messungen von modifizierten Peptiden. (A, B) Die Massen der unmodifizierten
Kontroll-Peptide sowie der mit 200 mM Dopamin inkubierten Peptide werden mit hochauflésender FT-
ICR-MS bestimmt. Die mit Dopamin inkubierten Proben weisen eine Verschiebung zu héherer Masse auf.
(C) Die theoretisch ermittelten durchschnittlichen Peptidmassen korrespondieren gut mit den experimentell
gemessenen monoisotopischen Massen. Anhand der monoisotopischen Peaks von dopaminylierten
Peptiden und unmodifizierten Kontrollen wird eine Massendifferenz von 151 Da errechnet.
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Die mit FT-ICR-MS ermittelten monoisotopischen Massen der N-terminal acetylierten
Peptide (Abb. 18, C; mey,) stimmten gut mit den theoretischen Massen (Abb. 18, C;
Mineor) liberein (Tab. 1). Aufgrund dieser guten Ubereinstimmung konnte speziell fiir das
Peptid #96-2 von einer erfolgreichen Isolierung des vollstindig entschiitzten Peptids
ausgegangen werden, aber auch das Peptid #91-4 lag in hinreichend guter Sauberkeit vor,
so dass eine eindeutige Massenbestimmung moglich war.

Die mit Dopamin inkubierten Peptide sind deutlich zu hheren Massen verschoben. Die
Differenz der monoisotopischen Peaks von modifiziertem und unmodifiziertem Peptid

ergab in beiden Fillen eine Massendifferenz von 151 Da (Abb. 18, C; Am).
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4.3  Immunbhistochemische Untersuchungen zum ,,Tyrosinase-Konzept*

Tyrosinase ist das Schliissel-Enzym in der biologischen Bildungskaskade von Melaninen
bei Sdugetieren. Aufgrund der katalytischen Aktivitit von Tyrosinase entstehen im
Allgemeinen die Melanine der Peripherie, wie der Haut, der Iris und den Meningen. Ob
Tyrosinase auch an der Bildung von Neuromelanin und somit fiir die Pigmentierung des

Hirnstamms verantwortlich ist, wird bis heute kontrovers diskutiert.

Alte indirekte Beobachtungen, wonach eine Tyrosinase-dhnliche Enzymaktivitit die
Oxidation und Polymerisation von Dopamin in den pigmentierten Neuronen der
Substantia nigra bewerkstelligen (Marsden, 1961a, 1961b; Miranda et al., 1984), wurden
in jlingerer Zeit durch molekularbiologische Techniken spezifiziert (Xu et al., 1997; Tief
et al., 1998). Demnach sollte das Protein Tyrosinase in der Substantia nigra exprimiert
werden (Tief et al., 1996), konnte allerdings in der bislang einzigen durchgefiihrten
immunhistochemischen Studie nicht detektiert werden (Ikemoto et al., 1998). Aulerdem
existiert ein Einzelbefund, wonach Menschen mit okulokutanem Albinismus Typ 1, die
aufgrund fehlerhafter Tyrosinase kein Pigment in der Peripherie bilden, dennoch einen

pigmentierten Hirnstamm haben (Foley und Baxter, 1958).

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden, wie im Kapitel ,,Material und
Methoden* beschrieben, durchgefiihrt. Ein menschliches melanisiertes Melanom wurde
als Positivkontrolle verwendet. Unter Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers
(Klon T311), der zur pathologischen Diagnose von Melanomen herangezogen wird,
konnte die Expression von Tyrosinase durch rétliche Farbung der melanisierten Zellen
gezeigt werden (Abb. 19; A). Um eine etwaige Kreuzreaktion des sekunddren
Antikorpers mit anderen Proteinen auch trotz Blockierens unspezifischer Bindungsstellen
auszuschlieBen, wurde als Negativkontrolle ausschlieBlich mit dem sekundidrem
Antikorper inkubiert. Diese Kontrollschnitte zeigen keine Rotfarbung der Zellen (Abb.
19; B).

Anhand dieses Versuchsaufbaus konnte gezeigt werden, dass Tyrosinase aufgrund
fehlender Rotfarbung nicht in der humanen Substantia nigra pars compacta exprimiert
wird (Abb. 19; C, D). Da der Antikorper in der Tumordiagnostik verwendet wird, kann
von einer Spezifitit fiir Tyrosinase ausgegangen werden. Allerdings ist nicht bekannt,

welches Epitop oder welche Bereiche an diesem Protein erkannt werden.
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Abbildung 19: Immunhistochemische Farbung eines Melanoms und der Substantia nigra mit Anti-
Tyrosinase-Antikorper (Klon T311). (A) Pigmentiertes Melanomgewebe nach Inkubation mit Anti-
Tyrosinase-Antikorper zeigt eine deutliche Féarbung fiir Tyrosinase (rotes Reaktionsprodukt) (100-fache
Vergroferung). (B) Pigmentiertes Melanomgewebe ohne Zugabe des Erstantikorpers (Anti-Tyrosinase),
jedoch nach Inkubation mit dem Peroxidase-markierten Zweitantikorper. Es ist keine unspezifische
Farbung erkennbar, die dem Zweitantikdrper zuschreibbar wire (100-fache VergroBerung). (C) Die
pigmentierte Substantia nigra zeigt keine erkennbare Farbung der Neuronen und Gliazellen (50-fache
VergroBerung). (D) Analog zu (C), in 200-facher Vergroferung. (E) Substantia-nigra-Gewebe nach
Inkubation ohne Anti-Tyrosinase-Antikorper (50-fache VergroBerung). (F) Analog zu (E), in 200-facher
VergroBerung.
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4.4  Suche nach Tyrosinase-homologen Sequenzen — Bioinformatik

Zusitzlich zu dem fiir Tyrosinase kodierenden Gen (TYR; 11q14-q21) existiert ebenfalls
auf Chromosom 11 des menschlichen Genoms eine weitere Nucleotid-Sequenz, die mit
groBBer Wahrscheinlichkeit durch teilweise Sequenzverdoppelung aus dem Gen TYR
hervorgegangen ist (Abb. 20). Diese Sequenz trigt die Bezeichnung TYRL (,,tyrosinase-
like*; 11p11.2-cen), umfasst allerdings nur die Exone 4 und 5 sowie die flankierenden

nichtkodierenden Sequenzen von TYR.

Abbildung 20: Lokalisierung der

11pl5 ——— Sequenzen TYR und TYRL auf
11p14 Chromosom  11. Das  Tyrosinase
111};1 3 kodierende Gen TYR befindet sich auf
dem langen (q) Arm von Chromosom 11
11pl2 in d i i ilwei
er Region ql4-q21. Die teilweise
lHpll+2 — TYRL Verdoppelung von TYR fiihrte zu der in
Hpll+] — hohem Mafle homologen Sequenz TYRL
I11qll — I (,»tyrosinase-like*) am kurzen Arm in der
lq12 [ Region pl1.
11q13 ——
11ql4 —I
11q21 —|_ TYR
11q22 —l_
11923 —
11g24 —
11a25 —|—

Die Gegeniiberstellung der Nucleotid-Sequenzen von TYR (AH003020; Homo sapiens
Tyrosinase, gi: 340034) und TYRL (NG _001529; Homo sapiens tyrosinase-like, gi:
24046438) (Tab. 2) mit Hilfe des heuristischen Algorithmus BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) zeigt die iiber weite Bereiche hohe Homologie beider

Sequenzen im Bereich der Exone 4 und 5 (Abb. 21).

Die Sequenz TYRL wird allerdings in der Literatur und in Sequenz-Datenbanken (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) als Pseudogen gefiihrt. Pseudogene sind definitionsgemé&f
Nucleotid-Sequenzen, die im Aufbau einem Gen &hnlich sind, jedoch nicht exprimiert

werden konnen.
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Tabelle 2: Daten zu den Nucleotid-Sequenzen von TYR und TYRL.

Gen Bezeichnung Position ]l;a tenbank- Linge Sequenz-
intrag [bp] Typ
TYR Homo-sapiens-Tyrosinase 11q14-q21 AH003020 3722 DNA
(Okulokutaner Albinismus (gi: 340034)
IA) 1-1629 (Exon 1)
1630-2088 (Exon 2)
2089-2483 (Exon 3)
2484-2855 (Exon 4)
2856-3722 (Exon 5)
TYRL Homo-sapiens- 11pl1.2 NG_001529.1 11369 DNA
“tyrosinase-like” (gi: 24046438)

Alignment von Exon 4

Alignment von Exon 4 Exon 5

TYR DNA
TYRL DNA

/~10kb/

TYR: 2535 ttttcaaatgtttcttttataccacaatatgtttcttagtctgaataaccttttcctctg 2594

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey bttt
TYRL: 153 ttttcaaatgtttcttttataccacaatatgtttcttagtctgaataaccctttcctctg 212

IS IV IF [E JQ W L R R |H R [P JL ]Q |E [V |Y |P |E |A

TYR: 2595 cagTATTTTTGAGCAGTGGCTCCGAAGGCACCGTCCTCTTCAAGAAGTTTATCCAGAAGC 2654
PEREEERER LR e e e e e R el 1l

TYRL: 213 cagTATTTTTGAGCAGTGGCTCCGAAGGCACCGTCTTCTTCAAGAAGTTTATCCGGAAGC 272
ITIF IE 1Q W IL R IR [H IR JL IL [Q IE [V Y |P |E A

IN JA [P |1 |G JH IN |R JE [S |Y M |V [P |F |1 [P JL JY |R
TYR: 2655 CAATGCACCCATTGGACATAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAG 2714
RN RN NN RN RNy
TYRL: 273 CAATGCACCCATTGGACATAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAG 332
INTA P [0V |G [H IN R JE S IY IM |V [P [F [T |P JL |Y |R
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IN G ID |F JF J1 |S IS |K D JL |G |Y D |Y |S |Y |L |Q D
TYR: 2715 AAATGGTGATTTCTTTATTTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGA 2774
IEE LEREE R et e e e e e e e el
TYRL: 333 AAACGGTGATTTCTTTATTTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGA 392
INIG ID |F [F I IS IS K ID [L |G [Y ID |Y IS IY IL IQ ID

IS ID
TYR: 2775 TTCAGgtaaagtttactttctttcagaggaattgctgaatctagtg 2859
LEEEereerereeereeennnr teeeet veeeereeernn --/ ~10 kb /- -
TYRL: 393 TTCAGgtaaagtttactttctttccgaggaaatgctgaatctagtyg 477
IS ID
Alignment von Exon 5

Exon 4 Alignment von Exon 5

TYR DNA :
TYRL DNA i T

TYR: 2979 aaggatgaagatgatggtaacaatggtggtaacaataaaaacaatgggatgtctttttat 3038

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TYRL: 10592 aaggatgaagatgatggtaacaatggtggtaacaataaaaacaatgggatgtctttttat 10651

@IP ID IS |F [Q ID 1Y |1 K S IY |L |E [Q JA IS |R ]I

TYR: 3039 ttcagACCCAGACTCTTTTCAAGACTACATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCGAGTCGGAT 3098
FEEEEELEE e e e e e e e el

TYRL: 10652 ttcagACCCAGACTCTTTTCAAGACTACATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCAAGTCGGAT 10711
@IPID IS [F [Q ID IY L K IS 1Y IL |E [Q JA IS IR |I

IW IS W JL JL |G JA JA M |V |G JA |V L |T JA |L JL |A |G

TYR: 3099 CTGGTCATGGCTCCTTGGGGCGGCGATGGTAGGGGCCGTCCTCACTGCCCTGCTGGCAGG 3158
IRELREE R e i e e el

TYRL: 10712 CTGGTCATGGCTCCTTGGGGCGGCCATGGTAGGGGCCGTCCTCACTGCCCTGCTGGCAGG 10771
WIS W IL L 1G JA JA IM IV IG JA [V IL IT JA L JL A |G

IL IV IS JL JL IC IR |H |K R |K JQ |L |P JE JE |K |Q |P JL

TYR: 3159 GCTTGTGAGCTTGCTGTGTCGTCACAAGAGAAAGCAGCTTCCTGAAGAAAAGCAGCCACT 3218
FEEERRLER e et e e e e e e e e e e el

TYRL: 10772 GCTTGTGAGCTTGCTGTGTCGTCACAAGAGAAAGCAGCTTCCTGAAGAAAAGCAGCCACT 10831
IL IV IS IL L IC IR [H K R IK JQ IL [P [E |E IK |Q [P L

IL IM JE [K IE ID IY IH IS IL IY IQ IS |H IL |STOP

TYR: 3219 CCTCATGGAGAAAGAGGATTACCACAGCTTGTATCAGAGCCATTTATAAaaggcttaggc 3278
EEELERLEE e e e e e e e e e el

TYRL: 10832 CCTCATGGAGAAAGAGGATTACCACAGCTTGTATCAGAGCCATTTATAAaaggcttaggc 10891
IL IM JE [K IE ID IY IH IS IL IY IQ IS |H IL [STOP
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TYR: 3279 aatagagtagggccaaaaagcctgacctcactctaactcaaagtaatgtccaggttccca 3338

RN RN R RN RN R RN R RN NN RNy
TYRL: 10892 aatagagtagggccaaaaagcctgacctcactctaactcaaagtaatgtccaggttccca 10951

TYR: 3339 gagaatatctgctggtatttttctgtaaagaccatttgcaaaattgtaacctaatacaaa 3398

PR eeee e e e e e e e e e e e e et
TYRL: 10952 gagaatatctgctgatatttttctgtaaagaccatttgcaaaattgtaacctaatacaaa 11011

TYR: 3399 gtgtagccttcttccaactcaggtagaacacacctgtctttgtcttgctgttttcactca 3458

IE Rernerrnerne e rne e e eeerne e tnner e e et
TYRL: 11012 gtatagccttcttccaactcaggtagaacgcacctgtctttgtcttgctgttttcactca 11071

TYR: 3459 gcccttttaacattttcccctaagcccatatgtctaaggaaaggatgctatttggtaatg 3518

FERRErnernne et e et e e et ettt
TYRL: 11072 gcccttttaacattttcccctaagcccatatgtctaaggaaaggacgctatttggtaatg 11131

TYR: 3519 aggaactgttatttgtatgtgaattaaagtgctctt 3555

AR RN O RN RN RNNNRRRRRRRNNN
TYRL: 11132 aggaactgttacttgtatgtgaattaaagtgctctt 11168

Abbildung 21: Alignment der Exone 4 und 5 des Gens TYR mit der Sequenz TYRL. In der
Gegeniiberstellung von TYR (AH003020) und TYRL (NG_001529.1) mit dem heuristischen Algorithmus
BLAST wird die groBe Ahnlichkeit der Sequenzen erkennbar. Die nicht-kodierenden Teile der Sequenzen
sind als Kleinbuchstaben, die kodierenden als GrofSbuchstaben angegeben. Tri-Nucleotide (Codons), die
einen durchgehenden Leserahmen ergeben, sind jeweils ober- und unterhalb der Nucleotid-Sequenzen als
korrespondierende Aminosduren im Einbuchstabencode wiedergegeben. Die Intron-Exon-Grenzen in
TYRL sind formal betrachtet intakt (AG/GT-Regel; unterstrichen). Vertikale Linien in der mittleren Zeile
zwischen den beiden Nucleotid-Sequenzen zeigen jeweils identische Nucleotide an, ein Fehlen solcher
Linien eine Sequenzabweichung (fett, graue Kistchen). Derartige Abweichungen in den kodierenden
Bereichen (GroBbuchstaben) flihrten durchwegs zu stillen Mutationen in TYRL, d.h. nur mit einer einzigen
Ausnahme zu einem Basenaustausch in Exon 4 (Pfeil), der eine Verdnderung auf Proteineben durch einen
Aminosaureaustausch (Prolin = Leucin) zur Folge haben wiirde.

Scheinbar basiert dieser Befund auf der Tatsache, dass Wissenschafter mit
Spezialisierung auf die okulokutane Pigmentierung keine Expression dieser Sequenz in
pigmentiertem Hautgewebe feststellen konnten (Takeda et al., 1991). In einer einzigen
Arbeit wird jedoch eine Expression und Funktion von TYRL in anderen Gewebetypen

als der Haut fiir moglich gehalten (Giebel et al., 1991a).

Die Sequenzanalyse bestitigt (1) das formale Vorhandensein von intakten Spleiss-
Sequenzen zum gezielten Herausschneiden der Introns und dem Zusammenfiigen der
Protein-kodierenden Exons. Nucleotidabweichungen von der Muttersequenz TYR
betragen laut Literatur (2) in den nichtkodierenden Bereichen 2.6 %, jedoch nur 0.7 % in

den kodierenden Bereichen der verbleibenden beiden Exons. Diese Diskrepanz konnte
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Hinweis auf einen noch andauernden Selektionsdruck auf diese Sequenz und folglich
eine stattfindende Expression von TYRL sein. Vor allem sind jedoch diese Mutationen
(3) bis auf eine Ausnahme ,still“ und bewirken somit keine Verdnderung der
Aminosdurensequenz. Der erwidhnte Basenaustausch, der zu einer tatsidchlichen
Aminosdurensubstitution fiihrte, ist (4) auch fiir das Mutterprotein Tyrosinase bekannt
und hatte dort zwar eine dramatische Verminderung der Aktivitidt des Enzyms, jedoch
keine vollstindige Inaktivierung des Enzyms zur Folge. Diese Verdnderung wurde unter
OCA IB (okulokutaner Albinismus Typ IB, ,,yellow*, TYR, Pro-406-Leu) eingeordnet
(Giebel et al., 1991b). Der korrespondierende Phénotyp zeichnet sich durch eine
komplett fehlende okulokutane Pigmentierung zum Zeitpunkt der Geburt aus, wobei sich
erst im Laufe der Kindheit eine gelb-rote Pigmentierung (Phdomelanin) entwickelt
(Tripathi et al., 1992). Die Sequenzverdoppelung fand (5) vor etwa 24 Millionen Jahren
statt und stellt somit ein jiingeres Ereignis der Primatenevolution dar. Tatséchlich findet

sich diese Sequenzverdoppelung z.B. nicht im Genom der Maus (Barton et al., 1988).

4.4.1 BLAST-Suche nach ,,expressed sequence tags* von TYRL

Mit der Sequenz von TYRL (NG _001529; ,homo sapiens tyrosinase-like”, gi:
24046438) (Tab. 2) wurde mittels BLAST unter Verwendung der EST-human-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) nach homologen ,.expressed sequence
tags* (ESTs) gesucht (EST, ,,expressed sequence tag®). ESTs sind partiell sequenzierte
cDNA-Sequenzen, die auf der Basis von mRNAs, die man aus bestimmten Gewebe- oder
Zelltypen isoliert hat, in vitro synthetisiert worden sind. Daher kénnen ESTs in vielen

Fallen Auskunft dariiber geben, ob ein bestimmtes Gen in vivo exprimiert wird.

Unter den 289 von BLAST vorgeschlagenen Sequenzen befanden sich hauptsédchlich
Tyrosinase-Sequenzen (TYR). Uberraschenderweise konnten anhand der bekannten
Mutationen jedoch drei Datenbankeintrige identifiziert werden, die tatsdchlich mit der

Sequenz TYRL {iibereinstimmen (Tab. 3).
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Tabelle 3: Exprimierte TYRL-Sequenzen. Nach Durchsuchen der EST-human-Datenbank mit der
Sequenz TYRL (NG_001529.1) wurden drei Sequenzen identifiziert, die eine hohe Homologie zu TYRL
zeigen. Ein kleiner E-Wert (expectation-cut-off-Wert) ist gleichbedeutend mit hoher Signifikanz.

TYRL-  Sequenz Gewebe, Ubereinstimmung Liicken Score,
ESTs  (GenBank  CcDNA-Bank [bp] [bp]  [E-Wert]
file acc. #)
EST (1) gi: 7458229 fotale Lunge, Exon 4: 54/57 (94 %) 0 91.7 bits (46),
(AW665590.1) Hoden, (9]
Lymph-Knoten (B-Zellen)
(gepoolt) Exon 5: 532/532 (100 %) 0 1055 bits (532),
[0.0]

Homo sapiens,
Soares NFL_T _GBC_S1

EST (2) gi: 3797932 fotale Lunge, Exon 4: 145/149 (97 %)  4/149 (2 %) 232 bits (117),
(AI218117.1) Hoden, [4°7]
Lymph-Knoten (BZellen)
(gepoolt) Exon 5: 392/392 (100 %) 0 777 bits (392),
[0.0]

Homo sapiens,
Soares NFL_T _GBC_S1

EST (3) gi: 3770763 Hoden Exon 4: 473/487 (97 %)  6/487 (1 %) 821 bits (414),
(AI208821.1) [0.0]
Homo sapiens,
Soares_testis NHT

4.4.2 Homologievergleich von TYR- und TYRL-ESTs

Die Ubereinstimmung von Sequenz 1 [Tabelle 3, EST (1)] mit der Sequenz TYRL wurde
mit Hilfe eines Alignments bestitigt (Abb. 22). Diese Daten sind Hinweis darauf, dass
TYRL tatséchlich als mRNA exprimiert werden kann. Somit muss auch ein intakter
Promotor vor TYRL geschaltet sein. Wie anhand der ttcag-Nucleotid-Abfolgen aus den
Alignments der genomischen TYRL-DNA-Sequenz (TYRL) mit den cDNAs (ESTs) fiir
Tyrosinase [TYR (EST), bp 177-181] und fiir TYRL [EST (1), bp 537-533] ersichtlich
ist, wird auch TYRL nach der Transkription in RNA durch Entfernung des Introns
korrekt prozessiert. Die Exon-Intron-Grenzen sind somit intakt und folgen der
Konsensus-Sequenz eukaryotischer Gene fiir Spleiss-Donor und -Akzeptor (AG/GT-
Regel). Bei der Prozessierung der RNA wird ein ,,Phase-2*“-Intron herausgeschnitten, das
zwischen dem zweiten und dritten Nucleotid eines Codons eingefiigt ist, so dass sich erst
durch die Verkniipfung der beiden Exons ein sinnvoller und durchgehender Leserahmen

fiir eine etwaige Protein-Translation eréffnet.
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Folgende Sequenzen wurden fiir den Homologievergleich herangezogen:

TYR [EST]: (NCBI) gi:13705028

TYRL DNA: (NCBI) gi: 24046438

TYRL [EST (1)]: (NCBI) gi: 7458229
Exon 4 Exon 5

537-ttcag-533

TYR-EST oder TYRL-EST (/72777777778 S NN

TYRL-DNA

Intron

393-ttcag ttcag-10655

TYRL-DNA-Exon 4

TYR(EST) 2

TYRL 218

TYR(EST) 62

TYRL 278

TYR(EST) 122
TYRL 338

EST(1) 589

tttttgagcagtggctccgaaggcaccgtectcttcaagaagtttatccagatgccaatg

FEREERRErne et e e e e v r et ier ettt
tttttgagcagtggctccgaaggcaccgtettcttcaagaagtttatccggaagccaatg

cacccattggacataaccgggaatcctacatggttccttttataccactgtacagaaatg

cacccattggacataaccgggaatcctacatggttccttttataccactgtacagaaacg

gtgatttctttatttcatccaaagatctgggctatgactatagctatctacaagattcag

FEREEREEE et r e e e et e e e et r el
gtgatttctttatttcatccaaagatctgggctatgactatagctatctacaagattcag

FERREE Feenerne e e enn e teeenne et et
atttctctatttcatccaaagatctgggntatgactatagctatccacaagattcag

TYRL-DNA-Exon 5

TYR(EST) 177
TYRL 10651

EST(1) 537

TYR(EST) 237
TYRL 10711

EST(1) 477

ttcagacccagactcttttcaagactacattaagtcctatttggaacaagcgagtcggat
theereerennnenernnnneeeeeeeeeeeereeee e vl

ttcagacccagactcttttcaagactacattaagtcctatttggaacaagcaagtcggat

theereereeeeenenenrneeenneeereereeeeeenen e
ttcagacccagactcttttcaagactacattaagtcctatttggaacaagcaagtcggat

ctggtcatggctccttggggcggcgatggtaggggeccgtectcactgecctgetggeagg

FEERRREErnnernernneer beee e e e e e e e el
ctggtcatggctccttggggcggccatggtaggggeccgtectecactgeecctgetggeagg

FEERRREEE e e b e e e e e e e e e e e e e el
ctggtcatggctccttggggcggccatggtaggggecgtectcactgecctgetggeagg

61

277

121

337

181
397

533

236
10710

478

296
10770

418
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TYR(EST) 297 gcttgtgagcttgctgtgtcgtcacaagagaaagcagcttcctgaagaaaagcagccact 356

PEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TYRL 10771 gcttgtgagcttgctgtgtcgtcacaagagaaagcagcttcctgaagaaaagcagccact 10830

FELEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
EST(1) 417 gcttgtgagcttgctgtgtcgtcacaagagaaagcagcttcctgaagaaaagcagccact 358

TYR(EST) 357 cctcatggagaaagaggattaccacagcttgcatcagagccatttataaaaggcttaggc 416

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eyl
TYRL 10831 cctcatggagaaagaggattaccacagcttgtatcagagccatttataaaaggcttaggc 10890

N RN RN NN NN RN RN NN NN R RN NN RN RN RN
EST(1) 357 cctcatggagaaagaggattaccacagcttgtatcagagccatttataaaaggcttaggc 298

TYR(EST) 417 aatagagtggggccaaaaagcctgacctcactctaactcaaagtaatgtccaggttccca 476

PEEEEEEE PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TYRL 10891 aatagagtagggccaaaaagcctgacctcactctaactcaaagtaatgtccaggttccca 10950

NN R RN NN N NN RN RN NN R AR RN
EST(1) 297 aatagagtagggccaaaaagcctgacctcactctaactcaaagtaatgtccaggttccca 238

TYR(EST) 477 gagaatatctgctggtatttttctgtaaagaccatttgcaaaattgtaacctaatacaaa 536

PEEEereeennne eeeennee e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TYRL 10951 gagaatatctgctgatatttttctgtaaagaccatttgcaaaattgtaacctaatacaaa 11010

TELEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
EST(1) 237 gagaatatctgctgatatttttctgtaaagaccatttgcaaaattgtaacctaatacaaa 178

TYR(EST) 537 gtgtagccttcttccaactcaggtagaacacacctgtctttgtcttgctggtttcactca 596

e e ree e e Aeee e e e ey Pl
TYRL 11011 gtatagccttcttccaactcaggtagaacgcacctgtctttgtcttgctgttttcactca 11070

RN RN RN RN NN RN RN
EST(1) 177 gtatagccttcttccaactcaggtagaacgcacctgtctttgtcttgctgttttcactca 118

TYR(EST) 597 gcccttttaacattttcccctaagcccatatggctaaggaaaggatgctatttggtaatg 656

teeereereeeeeeeeeneeeenennnnr reeeeennnner eeeeeeeeennen
TYRL 11071 gcccttttaacattttcccctaagcccatatgtctaaggaaaggacgctatttggtaatg 11130

RN RN RN R RN RN
EST(1) 117 gcccttttaacattttcccctaagcccatatgtctaaggaaaggacgctatttggtaatg 58

TYR(EST) 657 aggaacttgtatttgtatgtgaattaaagtgc---tcttattttaaaaaattgaaataat 713

feeeeer o eeeeeeereeeeeereeenr reerrennnnerrretl
TYRL 11131 aggaactgttacttgtatgtgaattaaagtgctcttcttattttaaaaaatt 11182

FEREEREE e et r e e e e e e et
EST(1) 57 aggaactgttacttgtatgtgaattaaagtgctcttcttattttaaaaaatt 6

Abbildung 22: Multiples Alignment der Exone 4 und 5 der genomischen Sequenz TYRL mit homologen
Sequenzen humaner ESTs. Als Beispiele sind hier mit einem EST von Tyrosinase [oben; TYR (EST)] und
einem EST fiir TYRL [unten; EST (1) aus Tabelle 3] zwei der identifizierten Sequenzen aus der humanen
EST-Datenbank (NCBI) als Alignment mit der TYRL-DNA-Sequenz (Mitte; TYRL) dargestellt. Vertikale
Linien zwischen zwei Sequenzen zeigen jeweils identische Nucleotide an, das Fehlen einer derartigen
Markierung ist Hinweis auf Unterschiede in der Nucleotidabfolge. Jene Nucleotide der genomischen
TYRL-Sequenz, die als Abweichungen von TYR bekannt sind (siche Abb. 21), sind hervorgehoben (graue
Kistchen). Anhand dieser bekannten Mutationen konnen ESTs als Expressionsprodukte von TYRL
identifiziert werden. Blau markierte Nucleotidabfolgen markieren Sequenzabweichungen, die vermutlich
bei der Synthese der cDNA entstanden sind. Uberlappende ttcag-Abfolgen [fett & unterstrichen; bp 177-
181 TYR (EST) und bp 533-537 EST (1)] sind Hinweis darauf, dass diese ESTs durch korrektes Spleifien
der RNA prozessiert worden sind.
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Da nun anhand identifizierbarer ESTs gezeigt werden konnte, dass TYRL prinzipiell
exprimiert werden kann, wurde der konkreten Frage nachgegangen, ob in der Substantia
nigra pars compacta ein von dieser Sequenz abgeleitetes Protein exprimiert wird. Diese
weiterfilhrenden Untersuchungen wurden auf immunhistochemischer Ebene durchge-

fithrt.

4.5  Weiterfiihrende immunhistochemische Untersuchungen zum

» L'yrosinase-Konzept*

Die immunhistochemische Untersuchung an humanem Substantia-nigra-Gewebe mit
dem monoklonalen Antikorper MAT-1 wurde nach dem bereits oben beschriebenen
Versuchsaufbau wiederholt (Kapitel 3.3). Dieser einzige monoklonale Antikorper, der fiir
immunhistochemische Untersuchungen geeignet ist, erkennt ein Epitop bestehend aus der
Aminosduresequenz EDYH am C-terminalen Ende von Tyrosinase (Takimoto et al.,
1995). Sofern TYRL fiir ein Protein kodieren wiirde, sollte dieses Epitop auch an diesem

Protein vorhanden sein (Abb. 22, Alignment von Exon 5).

Der Antikorper ergab an der zuvor getesteten Positivkontrolle (Abb. 23; A) wider
Erwarten keine Farbung fiir Tyrosinase. Dies wurde damit erklédrt, dass diese Zellen
aufgrund ihrer Entartung zu Tumorzellen moglicherweise kein vollstindiges Protein
synthetisieren wiirden. Allerdings wurde auf den Gewebeschnitten der Substantia nigra
pars compacta und des Locus coeruleus eine Rotfarbung beobachtet (Abb. 24-26). Die
Auswertung der Schnitte zeigte eine Farbung der Neurone, wohingegen Gliazellen keine
Farbung zeigten. Innerhalb der Neurone ist die Firbung an granuldre Strukturen
assoziiert. Bei kritischer Betrachtung der Schnitte wurde jedoch eine deutliche
Unspezifitiat der Bindung des Antikorpers festgestellt (Abb. 27). Die Untersuchung zur
Expression eines TYRL-korrespondierenden Proteins unter Anwendung immunhisto-
chemischer Detektionsmethoden ergab somit keine zufriedenstellenden, eindeutigen

Ergebnisse.

Als alternative Methode wurde daher die immunologische Detektion etwaiger Proteine,
die sich von den genomischen Sequenzen TYR oder TYRL ableiten, mittels Western
Blots vorgenommen. Dafiir wurde analog 2zu den immunhistochemischen
Untersuchungen ein gegen den C-Terminus gerichteter polyklonaler Antikorper

verwendet, der zusitzlich zu humaner Tyrosinase auch Tyrosinase der Maus detektieren
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kann. Dies war insofern ein entscheidender Vorteil, da somit die murine Melanom-
Zelllinie B16 als eine besonders leicht zugingliche Positivkontrolle fiir eine exprimierte

Sdugetier-Tyrosinase herangezogen werden konnte.

Im Vergleich von humanem Substantia-nigra-Homogenat mit murinem B16-Homogenat
konnte in der Positivkontrolle (B16) eine Einzelbande fiir Tyrosinase sichtbar gemacht
werden, allerdings wurde keine Proteinbande im Substantia-nigra-Homogenat detektiert
(Abb. 28). Somit kann abschlieend davon ausgegangen werden, dass weder in humaner
Substatia nigra pars compacta noch im Locus coeruleus ein von TYRL abgeleitetes

Protein exprimiert ist.
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Abbildung 23: Immunhistochemische Farbung der Substantia nigra eines Kindes mit Anti-Tyrosinase-
Antikdrper (MAT-1). (A) Pigmentiertes Melanomgewebe nach Inkubation mit Anti-Tyrosinase-
Antikorper. Es ist keine Féarbung fiir Tyrosinase erkennbar (100-fache VergroBerung). (B) Pigmentiertes
Melanomgewebe ohne Zugabe des Erstantikdrpers (Anti-Tyrosinase), jedoch nach Inkubation des
Peroxidase-markierten Zweitantikorpers. Es ist keine unspezifische Farbung erkennbar, die dem
Zweitantikorper zuschreibbar wire (100-fache VergroBerung). (C) Eine noch unpigmentierte Substantia
nigra eines Kindes zeigt eine deutlich erkennbare Farbung in den Neuronen, wobei die Glia nicht geférbt
ist (50-fache VergroBerung). (D) In den Neuronen sind granuldren Strukturen angefdrbt, wobei der
Zellkern ungefarbt ist. In Gliazellen ist keine Farbung zu erkennen (Pfeile) (200-fache VergroBerung). (E)
Substantia-nigra-Gewebe nach Inkubation ohne Anti-Tyrosinase-Antikdrper (50-fache VergroBerung). (F)
Analog zu (E), in 200-facher Vergrof3erung.
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Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung des Locus coeruleus eines Kindes mit Anti-Tyrosinase-
Antikdrper (MAT-1). (A) Ein noch unpigmentierter Locus coeruleus eines Kindes zeigt eine deutlich
erkennbare Fédrbung in den Neuronen, wobei die Gliazellen keine Férbung zeigen (50-fache
Vergroferung). (B) In den Neuronen sind granuldren Strukturen angeférbt, der Zellkern ist ungefarbt. In
Gliazellen ist keine Farbung zu erkennen (Pfeil) (200-fache VergroBerung). (C) Locus-coeruleus-Gewebe
nach Inkubation ohne Anti-Tyrosinase-Antikorper (VergroBerung 50-fach). (D) Analog zu (E), in 200-
facher VergroBerung.
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Abbildung 25: Immunhistochemische Féarbung der Substantia nigra eines Erwachsenen mit Anti-
Tyrosinase-Antikorper (MAT-1). (A) Eine pigmentierte Substantia nigra eines Erwachsenen zeigt eine
deutlich erkennbare Férbung in den Neuronen, wobei die Gliazellen ungefiarbt sind (50-fache
Vergroferung). (B) In stark pigmentierten Neuronen ist die Rotfarbung nur schwer erkennbar. Unklar ist,
ob sich das rote Reaktionsprodukt in unmittelbarer Ndhe zu den dunklen Neuromelanin-Granula befindet.
In Gliazellen ist keine Féarbung zu erkennen (Pfeil) (200-fache VergroBerung). (C) In einem weniger stark
pigmentierten Neuron sind eine starke cytosolische Rotfarbung und rotgefabte granuldre Strukturen
sichtbar (200-fache Vergroferung). (D) Substantia-nigra-Gewebe nach Inkubation ohne Anti-Tyrosinase-
Antikorper. Es ist keine unspezifische Farbung durch den Zweitantikorper erkennbar (50-fache
Vergroflerung). (E) Analog zu (D), in 200-facher VergroBBerung.
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Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung des Locus coeruleus eines Erwachsenen mit Anti-
Tyrosinase-Antikdrper (MAT-1). (A) Der Locus coeruleus eines Erwachsenen zeigt eine erkennbare
Féarbung in den teilweise stark pigmentierten Neuronen, wobei die Gliazellen ungeférbt sind (50-fache
Vergroferung). (B) In stark pigmentierten Neuronen ist die Rotfarbung nur schwer erkennbar. Unklar ist,
ob sich das rote Reaktionsprodukt in unmittelbarer Nahe zu den dunklen Neuromelanin-Granula befindet.
In Gliazellen ist keine Farbung zu sehen (Pfeile) (200-fache VergroBerung). (C) Locus-coeruleus-Gewebe
nach Inkubation ohne Anti-Tyrosinase-Antikorper. Es ist keine unspezifische Farbung durch den
Zweitantikorper erkennbar. (50-fache VergroBerung). (D) Analog zu (C), in 200-facher Vergroerung.
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Abbildung 27: Immunhistochemische Farbung des Locus coeruleus eines Erwachsenen mit Anti-
Tyrosinase-Antikorper (MAT-1). (A) Der Anti-Tyrosinase-Antikorper (MAT-1) farbt schwer zuordenbare
Strukturen um BlutgefdBe an, so dass eher von einer unspezifischen Bindung des Antikorpers an mehrere
Proteine auszugehen ist (50-fache VergroBerung). (B) VergroBerter Ausschnitt aus (A) (100-fache
Vergroflerung).

Abbildung 28: Untersuchung der Expression von

Tyrosinase mittels Western Blots. Mit der Western-
MM SN BI16 Blot-Analyse wurde die Expression von Tyrosinase
[kDa] in der B16-Maus-Melanom-Zelllinie und humanem

Substantia-nigra-Gewebe untersucht. Der Anti-
Tyrosinase-Antikdrper (H109) detektiert sowohl
humane, als auch murine Tyrosinase. Tyrosinase ist
2000 — als Einzelbande in der Positiv-Kontrolle (B16)
erkennbar, jedoch wird kein derartiges Protein in

Substantia-nigra-Gewebe (SN) exprimiert.
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4.6  Subzellulare Proteom-Analyse — ein Losungsansatz zur Analyse

Neuromelanin-assoziierter Proteine

Mit den Ublichen Arbeitsvorschriften zur Isolierung von humanem Neuromelanin
konnten daran assoziierte Proteine bislang nicht identifiziert werden. Grinde daftr sind
in erster Linie die destruktiven Bedingungen, wie der Einsatz von verschiedenen

organischen Lésungsmittel, Detergentien und Proteasen.

Als Losungsstrategie fur dieses Problem wurde eine besonders schonende Isolierung der
Neuromelanin-Granula in  moglichst kompletter Form mittels ,,subzellulérer

Fraktionierung® angestrebt.

Arbeitsvorschrift 1 — Isolierung von Neuromelanin-Granula in einem Schritt

Tief gefrorenes Gewebe von Substantia nigra pars compacta wurde in 4°C kaltem Puffer
bei Anwesenheit von 0.01 % (v/v) Protease-Inhibitor-Cocktail aufgetaut und nach Potter-
Elvehjem mit Hilfe eines rotierenden Pistills homogenisiert. Das Homogenat wurde auf
einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten geschichtet und bei 5000 x g
zentrifugiert. Das dunkelbraun gefarbte Neuromelanin-Pellet war mit Zellkernen
verunreinigt, die auch nach weiteren Zentrifugationsschritte durch ein Saccharosekissen

nicht abgereichert werden konnten.

Diese Strategie einer moglichst einfachen Homogenisierung und Isolierung der
Zielorganelle in nur einem Schritt musste verworfen werden, da bereits mit freiem Auge

Verunreinigungen erkennbar waren.

Arbeitsvorschrift 2 — Optimierung durch sequentielle Anreicherung

Das Substantia-nigra-pars-compacta-Gewebe wurde, wie im Kapitel ,,Material und
Methoden* beschrieben, in ,,Separationspuffer” aufgetaut und durch ein Siebgewebe in
eine Petrischale gepresst. Die Petrischale wurde dabei auf einer Kihlplatte konstant auf
4°C gekdhlt. Auf diese schonende Weise wurde das Gewebe in Zellen und neuronale
Zellkorper disaggregiert. Diese Einzelzellsuspension wurde auf einen diskontinuierlichen
Saccharosegradienten geschichtet (0.5 M-, 1.0 M-, 1.2 M-, 1.6 M-Saccharoseschichten)
und mittels Zentrifugation 15 Minuten lang bei 4000 x g und 4°C fraktioniert (Abb. 29).
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®  Transmissionselektronenmikroskopie
®  Gelelektrophorese und Western Blot

®  Massenspektrometrie (nano-HPLC-ESI-MS/MS)
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Homogenisierung von Gewebe und Aufschluss der Zellen und Auftren-
Auftrennung der vereinzelten Zellen. nung der freigesetzten Organellen.

Abbildung 29: Schema zur Isolierung von Neuromelanin-Granula aus Substantia-nigra-Gewebe. Die
Isolierungsstrategie sieht zwei aufeinander folgende Trennschritte vor, wobei die Komplexitat der Probe
bei jedem Schritt verringert wird. Der erste Trennschritt umfasst die Homogenisierung von Substantia-
nigra-pars-compacta-Gewebe zu einer Zellsuspension, die mittels Zentrifugation durch einen
Saccharosegradienten fraktioniert wird. Bei diesem Schritt werden pigmentierte neuronale Zellkorper als
Pellet gewonnen. In einem zweiten Trennschritt erfolgt die Isolierung der Pigmentgranula nach
Zellaufschluss und Zentrifugation durch ein Percoll-Kissen. Eine direkte Isolierung dieser Zielorganellen
aus dem Gewebe ist aufgrund der Komplexitat der Probe nicht zweckmalig.

Unter Verwendung solch eines Saccharosegradienten gelang es, die weniger dichten
Bestandteile des Gewebes von den pigmentierten Neuronen zu trennen. Die

dunkelbraunen Zellkdrper pigmentierter Neurone wurden isoliert (Abb. 30), mit
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»Isolierungspuffer gewaschen und resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter
Ausnutzung mechanischer Scherkrafte bei 10-maligem Durchpressen der Suspension
durch eine Spritze mit dunner Nadel (I.D. = 450 pm). Das nun entstandene
Zellhomogenat wurde tber ein 80 % (v/v) Percoll-Kissen geschichtet und 10 Minuten
lang bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Das dunkle Pellet wurde einmal mit
»Isolierungspuffer und einmal mit ,Waschpuffer* [0.01 % (v/v) Triton-X-100]

gewaschen, um unspezifisch adsorbierte Proteine zu entfernen.

Abbildung 30: Isolierung melanisierter
Zellkdérper und Zellaufschluss. (A) Nach
Zentrifugation durch den Saccharose-
gradienten kénnen pigmentierte neuronale
Zellkorper isoliert werden. (B) Nach
mechanischem Aufschluss dieser Zellen
werden Neuromelanin-Granula freigesetzt
(Pfeile).

In Hinblick auf eine Identifizierung der Proteine der Neuromelanin-Granula mit
sensitiven massenspektrometrischen Methoden wurde die Isolierung nun dahingehend
optimiert, dass sie mit einer schrittweisen Reduktion der Probenkomplexitét einhergeht.
Auf diese Weise sollen etwaige Proteinkontaminationen aus nicht pigmentierten Zellen,
beispielsweise aus Gliazellen, weitgehend unterbunden werden und dadurch die

Plausibilitat der massenspektrometrischen Daten erhéht werden.
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Durch Verwendung von Percoll als einem zu Saccharose alternativem Dichtemedium
konnte fir den zweiten Zentrifugationsschritt eine bessere Aufreinigung der
Neuromelanin-Granula  erzielt werden. Percoll ist eine Suspension aus
Polyvinylpyrrolidon-beschichteten  kolloidalen  Silica-Partikeln. Percoll hat eine
bedeutend geringere Osmolaritat als eine entsprechende Saccharose-Ldsung, wodurch
eine bessere Trennung von Organellen und Vesikel gelingt. Des Weiteren zeichnet sich
Percoll durch eine mit Wasser vergleichbare Viskositat aus, so dass bereits bei einer
Zentrifugalbeschleunigung von wenigen 1000 x g eine optimale Trennung erfolgt. Eine
Trennung von Organellen kann somit auch ohne Verwendung von Ultrazentrifugen

erfolgen.

4.7  Qualitatskontrolle

Zur Beurteilung der Qualitat der subzelluldren Fraktionierung wurden die isolierten
Neuromelanin-Granula sowohl mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
morphologisch untersucht, aber auch mittels Western Blots auf molekularer Ebene

analysiert.

4.7.1 Qualitatskontrolle mittels Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde angewandt, um dadurch auf
morphologischer Ebene die Effizienz der Isolierung von Neuromelanin-Granula zu
beurteilen. Unter Verwendung dieser Technik kann einerseits die Integritdt von
subzelluldren Fraktionen Uberprift werden (Huber et al., 2003), jedoch kann dartber
hinaus die Sauberkeit einer Organellenpréparation anhand der An- oder Abwesenheit
zellul&rer Kompartimente und anderer kontaminierender Strukturen optisch abgeschatzt
werden. Eine einfache Mdoglichkeit zur Abschatzung der Isolierungseffizienz besteht
durch den direkten Vergleich der optischen Erscheinung sowohl der Probe vor der

Isolierung als auch der Fraktion der isolierten Zielorganellen.

Abbildung 31 (A, B) zeigt ein Zellhomogenat vor der Zentrifugation durch das Percoll-
Kissen. Zusétzlich zu dunkel gefarbten Neuromelanin-Granula sind zahlreiche vesikulare
Zellbestanteile und subzelluldre Kompartimente erkennbar, wohingegen die Fraktion mit
den isolierten Neuromelanin-Granula (Abb. 31; C, D) zumindest auf elektronenmikros-

kopischer Ebene frei von kontaminierenden Organellen ist.
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Abbildung 31: Qualitatskontrolle von isolierten Neuromelanin-Granula auf morphologischer Ebene.
Zur Validierung der Isolierungseffizienz dient der Vergleich der Zellhomogenate mit den daraus isolierten
Neuromlelanin-Granula mittels Transmissionselektronenmikroskopie. (A, B) Zellhomogenate enthalten
vereinzelt Neuromelanin-Granula im Verbund mit vesikuldren subzelluldren Kompartimenten. (C, D)
Dagegen sind Neuromelanin-Granula nach der Isolierung angereichert. Auf transmissionselektronen-
mikroskopischer Ebene ist keine Verunreinigung durch Organellen erkennbar.

Das Erscheinungsbild der Neuromelanin-Granula nach der Isolierung korrespondiert sehr
gut mit der Morphologie jener Kompartimente im Gewebe (Hirosawa, 1968; Moses et
al.,, 1966). Morphologische Merkmale, wie etwa die Bereiche unterschiedlicher
Elektronendichte, aber auch die zerkluftete Form der Granula sind gut sichtbar.
Hervorzuheben ist, dass selbst die vakuolenartigen Lipidstrukturen nach der Isolierung
erhalten bleiben. Erstaunlicherweise stellen diese Lipidstrukturen einen betréchtlichen
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Abbildung 32: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von isolierten Neuromelanin-
Granula. (A, B, C, E) Die morphologischen Charakteristika von Neuromelanin-Granula sind nach der
Isolierung gut erhalten. Die elektronendichten, dunklen Bereiche (Pfeile) reprasentieren das Pigment
Neuromelanin. Selbst die als Lipidvakuolen beschriebenen Strukturen (Pfeilspitzen) sind nach Isolierung
an die Organellen assoziiert. (C, D) Die beim mechanischen Aufschluss auftretenden Scherkrafte lassen
fibrillare Sturkturen zu Tage treten (D), die groBe Ahnlichkeit mit bereits in situ beschriebenen Strukturen
aufweisen. Diese Fibrillen kdnnten eine Proteinmatrix darstellen, auf der Neuromelanin gebildet wird.

Anteil der gesamten Granula dar (Abb. 32). Eine Membran im Sinne einer

Lipiddoppelschicht, die diese Organellen umgibt, ist jedoch nicht erkennbar.
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4.7.2 Qualitatskontrolle mit Hilfe von Western Blots

Eine weitere Qualititsevaluierung der Isolierung erfolgte auf Proteinebene unter
Anwendung von Western Blots, wobei mittels Detektion spezifischer Organell-
Markerproteine die An- oder Abreicherung bestimmter Organellen in der Neuromelanin-
Granula-Fraktion (NM) im Vergleich zu einem Homogenat aus gesamtem Substantia

nigra-Gewebe (SN) verfolgt wurde (Abb. 33).

Als mogliche Verunreinigungen wurden folgende subzellulire Kompartimente anhand

ihrer Marker untersucht: der Golgi-Apparat (Cis-Golgi-Matrixprotein, GM130) [a],

MM NM SN MM NM SN
[kDa] [kDa]
a d
140 — L BCYIEL o — LAMP-1
| Ml
40 —
b
EEA1 ©
180 — BiP/
VLA-2a 920 — grp78
150 —
C
60 np62

Abbildung 33: Qualitatskontrolle mittels Western Blots. Zur Bewertung der Effizienz der Isolierung von
Neuomelanin-Granula wurden etwaige Organellenverunreinigungen auf molekularer Ebene mittels
Immundetektion spezifischer Organell-Markerproteine untersucht. Dabei wurde die Neuromelanin-
Granula-Fraktion (NM) mit Substantia-nigra-Homogenat (SN) verglichen. Préparationen der
Neuromelanin-Granula sind dabei frei von Verunreinigungen durch den Golgi-Apparat (GM130),
Mitochondrien (Mcl-1), frithe Endosomen (EEA-1), durch die Zellmembran (VLA-2a), den Zellkern
(np62) und das Endoplasmatische Reticulum (BiP/grp78). Dagegen wurde LAMP-1 — ein Markerprotein

fiir spate Endosomen, Lysosomen und Lysosomen-verwandte Organellen — detektiert.
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Mitochondrien (Mcl-1, ,,myeloid cell leukemia-1*) [a], frithe Endosomen (EEAL, ,,early
endosomal antigen 1%) [b], die Zellmembran (VLA-2a, Integrin alpha 2) [b], der Zellkern
(np62, Nucleoporin p62) [c], Lysosomen (LAMP-1, Lysosomen-assoziiertes
Membranprotein) [d] und das Endoplasmatische Reticulum (BiP/grp78, Ca®'-bindendes
Protein grp78) [e].

Die vergleichende Western-Blot-Analyse bestitigte durch die Abwesenheit der
Markerproteine [a-c, e], dass aufgrund der Zentrifugation durch das 80 % (v/v) Percoll-
Kissen eine gute Abtrennung weniger dichter Kompartimente und deren Membranen

stattgefunden hatte.

Gleichzeitig wurde die Anwesenheit von LAMP-1 in den Isolaten gezeigt [d]. LAMP-1
ist ein Transmembranprotein, das in Lysosomen und deren Vorlduferkompartiment, den
spiaten Endosomen, lokalisiert ist. Der Marker fiir friihe Endosomen, ,,early endosomal
antigen 1“ (EEA1) [b], konnte allerdings nicht detektiert werden. Nach diesen ersten
Befunden kann man Neuromelanin-Granula den lysosomalen Kompartimenten zuordnen.
Die Abwesenheit von einem frilhen endosomalen Marker (EEA1) zeigt, dass es sich
nicht um friihe Ubergangsstrukturen zu Beginn der Organellbiogenese von Lysosomen

handelt, sondern eher um ,,spate” Kompartimente dieser Entstehungslinie.
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4.8  Massenspektrometrische Untersuchung der Proteine von

Neuromelanin-Granula

4.8.1 Isolierung und elektrophoretische Trennung der Proteine

Die Proteine wurden, wie in ,,Material und Methoden* beschrieben, mittels Detergentien
extrahiert, durch eindimensionaler SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1-D-SDS-
PAGE) getrennt und nach einem mit massenspektrometrischen Untersuchungen

kompatiblen Farbevorschriften mit CBB G-250 sichtbar gemacht (Abb. 34; A).

An der Eintrittsstelle in das Gel war ein Probenanteil erkennbar, der kaum in die
Gelmatrix eingedrungen ist, wobei es sich um ein hochmolekulares Aggregat aus
Neuromelanin oder daran quervernetzten Proteine handeln diirfte. Diskrete, teilweise gut
aufgetrennte Proteinbanden waren etwa ab dem Massenbereich von 200 kDa erkennbar.
Drei dominante Banden zwischen 65 kDa und 55 kDa waren charakteristisch fiir
Proteinisolate aus Neuromelanin-Granula. Im Anschluss daran waren zwar einige
markante Proteinbereiche erkennbar, jedoch war keine scharfe Auftrennung sichtbar.
Dieses leichte ,,Schmieren* der Probe schien sich aus der Zusammensetzung der Probe
ergeben und wurde aus Mangel an ausreichendem Probematerial nicht optimiert, da es
vor allem fiir die anschlieBende massenspektrometrische Untersuchung belanglos war.
Um moglichst alle aufgetrennte Proteine analysieren zu kdnnen, préparierte man nicht
einzelne Proteinbanden aus dem Gel, sondern zerteilte den gesamten Trennbereich in 22

etwa 4 mm breite Gelstiickchen.

Die weitere Auftrennung der in den jeweiligen Gelstlickchen tryptisch generierten
Peptide erfolgte chromatographisch mittles einer nano-C;s-HPLC-Séule. Ein
reprisentatives Basispeak-Chromatogramm zeigt die Trennung der Peptide durch den
verwendeten Losungsmittelgradienten iiber 110 Minuten (Abb. 34; B). Die Peptide

wurden mittels der Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm detektiert.

4.8.2 Massenspektrometrische Untersuchung — Auswertung der Spektren

Die Interpretation der Spektren erfolgte zundchst automatisch unter Verwendung des
SEQUEST M-Algorithmus (Eng et al., 1994; Yates et al., 1995). Zusitzlich zu den von
SEQUEST ™ vorgeschlagenen Peptiddaten wurden die Spektren manuell evaluiert. Zur

generellen Identifizierung eines Proteins wurden nur die Spektren von zweifach

115



RESULTATE

A

Proteintrennung
mittels SDS-PAGE

[kDa]

200.0

116.0
97.0

66.0
55.4

36.5
31.0

21.5

14.4
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3.5

25

MM  NM Proteine

—

— Verdau
— mit
— Trypsin

mll

(4 mm Gel-
stiickchen)

nano-RP-HPLC

Peptidtrennung mittels nano-RP-HPLC

7.97

100
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I [%]

108153
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100
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[ B B B¢

110

Detektion:
(Amax = 280 nm)

B [%]

Gradient:

A=05% FA

B=0.5% FA/
84 % MeCN

Fluss: 0.160
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Abbildung 34: Analytischer Ansatz zur Proteomanalyse von Neuromelanin-Granula. (A) Proteine der
Neuromelanin-Granula werden mit eindimensionaler SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1-D-SDS-
PAGE) beziiglich ihrer Molmasse (MM) aufgetrennt. Die Trennstrecke wird in etwa 4 mm grof3e
Gelstiickchen zerteilt, welche anschlieBend separat mit Trypsin versehen wird. Dabei werden die Proteine
direkt im Gel zu Peptiden verdaut. (B) Die Peptide werden durch nano-RP-HPLC chromatographisch
separiert, ehe sie in das Massenspektrometer iiberfiihrt wurden. Die Peptidtrennung erfolgt mittels eines
Gradienten aus Ameisensdure (FA) und Acetonitril (MeCN) iiber 110 Minuten.
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geladenen Peptidionen herangezogen, da bei diesen Spektren der Informationsgehalt am
hochsten ist. Im Vergleich dazu sind Spektren einfach oder dreifach geladener Peptide

nicht eindeutig interpretierbar.

Konkret wurde bei der manuellen Inspektion der Spektren das Fragmentierungsmuster
hinsichtlich der Plausibilitit bestimmter wahrscheinlicher Peptidbindungsbriiche
iiberpriift. Obwohl keine generellen Richtlinien zur Beurteilung von Spektren existieren,
sind etwa Briiche vor und nach Prolin sehr wahrscheinlich und fiithren meist zu
dominierenden Fragmentmassen. Ahnliches gilt auch fiir Briiche der Peptidbindung nach

Glycin.

Da zur automatischen Beurteilung lediglich Ionen der b- und der y-lonenserie
(Roepstorff und Fohlman, 1984; Biemann, 1990) herangezogen werden, konnten dabei
nur einige Massenpeaks eines Spektrums erkldrt werden. Zur verldsslicheren Beurteilung
eines Spektrums wurden daher unter Verwendung der software ,,ProteinProspector
(Version 4.0.5., http://prospector.ucsf.edu) weitere Peaks ermittelt, die beispielsweise aus
Mehrfachladung eines Fragments, nach Abspaltung von H,O oder NHj3 resultierten oder

interne Fragmente darstellten.

Einige Beispiele représentativer Spektren sind in Abbildung 35 dargestellt. Die
jeweiligen Peaks wurden mit den gemessenen Massen beschriftet und dem
korrespondierenden Peptidfragment zugeordnet. Aus dieser Darstellungsweise wird
ersichtlich, wie sich aus einem CID-Spektrum die exakte Abfolge der Aminosduren eines

Peptids ermitteln lasst.
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Abbildung 35: Fragmentspektren von ausgewahlten Peptiden. Diese Peptidspektren werden mittels
kollisionsinduzierter Dissoziation (CID) generiert, wobei die meisten Peaks anhand ihrer Masse einem
bestimmten Peptidfragment zuordenbar sind. Derartige Peptidfragmente werden nach der Nomenklatur von
Roepstorff und Fohlmann als b- oder y-lonen bezeichnent. Die Differenz zweier benachbarter
Fragmentmassen der b- oder y-lonenserie entsprechen der Masse einer bestimmten Aminosdure, so dass
auf diese Weise die Sequenz des gesamten Peptids ermittelt werden kann. Auf Basis der hier abgebildeten
Spektren kdnnen Peptidsequenzen ermittelt werden, die zur Identifizierung der Proteine (A) LIMP II, (B)
die Untereinheit A der vakuoldren ATPase, (C) Cathepsin B und (D) Calnexin fihren.
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Tabelle 4: Proteine der Neuromelanin-Granula. Diese Tabelle zeigt 73 Proteine, die in isolierten
Neuromelanin-Granula identifiziert wurden. Die Identifizierung erfolgte iiber ESI-MS/MS der tryptisch
generierten Peptide, wobei zur Auswertung nur die Spektren der zweifach geladenen Peptide herangezogen

wurden.
# Protein SWISS-PROT MM Peptid >* Lokalisierung  Kommentar
Eintrag [kDa]  Sequenz-
Abdeckung

Lysosomale Membranproteine

1 CD63 Antigen (Lysosomen- P08962 25.6 1;42% Ly Integrales Membranprotein
assoziiertes Membran- (ocular melanoma-
glycoprotein 3, LAMP-3) associated antigen)

2 Lysosomales Membran- Q14108 543 3;20.9 % Ly Typ Il Membranprotein;
protein II (LIMP II) fungiert moglicherweise als

ein lysosomaler Rezeptor

3 Lysosomen-assoziiertes P11279 41.6 2;7.1% Ly, E | Lysosomales und endo-
Membranglycoprotein 1 somales Membranprotein
(LAMP-1, CD107a)

4 | V-ATPase, Untereinheit A1l P38606 68.2 2;52% Ly Ansduerung intrazelluldrer

Kompartimente
5 V-ATPase, Untereinheit B2 P21281 58.4 3;14.8% Ly Ansduerung intrazelluldrer
Kompartimente
6 V-ATPase, Untereinheit E P36543 26.2 2;12.0 % Ly Ansduerung intrazelluldrer
Kompartimente
Proteasen
7 Cathepsin B P07858 28.8 10; Ly Thiolprotease; Peptidase-
433 % Familie C1
8 Cathepsin D P07339 44.6 10; Ly Aspartylprotease; Peptidase-
342 % Al
9 Cathepsin Z (enthalt Q9UBR 33.8 2;7.9 % Ly Peptidase-Familie C1
Cathepsine X & P)
10 | Tripeptidylpeptidase I 014773 61.2 5; Ly Lysosomale Serinprotease;
(TPP-I, LIPC) 16.3 % Peptidase-Familie S53;
ceroide Lipofuszinose vom
neuronalen, spiten infantilen
Typ 2 (CLN2)
11 | y-Glutamylhydrolase Q92820 359 11; 52.1 Ly Lysosomal oder sezerniert;
% Peptidase-Familie C26

12 | Lysosomale Pro-X- P42785 55.8 3;9.0% Serincarboxypeptidase;
carboxypeptidase Peptidase-Familie S28
(Angiotensinase C)

13 | Ubiquitin-carboxyterminale Q96J22 93.2 2;53% Ly? Zink-hiltige Ubiquitin-
Hydrolase 5 spezifische Protease;
(Isopeptidase T) Peptidase-Familie C19

14 | Dipeptidylpeptidase II Q9UHL4 | 543 4; Ly In lysosomalen und
(DPP 1) 17.8 % intrazelluldren Vesikel,

Peptidase-Familie S28

(Glyco-)Lipid Metabolismus

15 | Saure Ceramidase Q13510 44.6 14; Ly Hydrolysiert Ceramide zu
(Acylsphingosine- 46.2 % Sphingosine und freien
deacylase) Fettsduren; Lipogranulo-

matose (Faber)
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#

Protein

Eintrag

SWISS-PROT MM

[kDa]

Peptid " Lokalisierung

Sequenz-
Abdeckung

Kommentar

16

17

18

19

20

Phospholipase D3

Palmitoylproteinthioesterase 1

B-Hexosaminidase
(N-Acetyl-B-
glucosaminidase)

Galactosylceramidase

Proaktivator-Polypeptid
(Cerebrosidsulfat-Aktivator-
Protein)

QSIV08

P50897

P07686

P54803

P07602

54.7

342

63.1

75.1

58.5

7
19.7 %

5;342%

4;17.7%

2;4.9%

3;6.1%

Ly

Ly

Ly

Ly

Entfernung von Fettséuren,
die kovalent iiber Cystein-
Reste an Proteine gebunden
sind; ceroide Lipofuszinose
vom neuronalen, infantilen
Typ 1 (CLN1) und vom
neuronalen, adulten Typ 4
(CLN4)

Abbau von GM2-
Gangliosiden; Gangliosidose
Typ II (Sandhoff)

Lysosomaler Katabolismus
von Galactosylceramiden,
den Hauptlipiden in Myelin;
Globoidzell-Leuko-
dystrophie (Krabbe)

Enthélt die Saposine A, B,
C, D; Lipidbindung und
Transport; Glycosphingo-
lipid Metabolismus; an der
Organisation und Biogenese
von Lysosomen beteiligt

Glycoprotein Metabolismus

21

22

23

24

25

Arylsulfatase B (ARSB)

N-Acetylgalactosamine-6-
sulfatase
(Chondroitinase)

N-Sulfoglucosamin-
sulfohydrolase
(Sulfaminase)

N*-(B-N-Acetylglucosaminyl)-
L-asparaginase (AGA)

Lysosomale a-Glucosidase

P15848

P34059

P51688

P20933

P10253

59.7

58,0

56.7

373

105.3

1;3.8%

16,8 %

13.9%

1;9.0 %

1;1.9%

Ly

Ly

Ly

Ly

Ly

Katabolismus von
Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat,
Mucopolysaccharosidose
Typ VI (MPS-VI,
Maroteaux-Lamy-Syndrom)

Katabolismus von
Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat,
Mucopolysaccharosidose
Typ IVA (MPS-IVA,
Morquio-A-Syndrom)

Katabolismus von
Heparansulfat,
Mucopolysaccharosidose
Typ IITA (MPS-IIIA,
Sanfilippo-Syndrom A)

Katabolismus von
Glycoproteinen; spaltet
GlcNAc-Asn-Bindungen

Essentiell zum Abbau von
Glycogen in Lysosomen;
Glycogenose (Pompe)
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# Protein SWISS-PROT MM Peptid > Lokalisierung Kommentar
Eintrag [kDa] Sequenz-
Abdeckung

Unbekannte Funktion

26 | ,.high-mobility-group*- P09429 24.7 9; ? Sezerniert oder im Kern
Protein 1 49.8 %

27 | R31109_1 (25kDa-Protein; QI9Y4A2 | 24.6 3; ? Ahnlich dem “high-
“similar to high-mobility 22.5% mobility-group”-Protein 1
group 20B”)

28 | Hypothetisches Protein Q8NHP8 | 65.5 3 ?

LOC196463
29 | 25 kDa Protein 094811 23.7 13; ? Gehirn-spezifische
57.7% Expression; Glycogen-
synthase-Kinase 3-(GSK3)-
Inhibitor p24

Madglicherweise cytosolische Proteine

30 | ,,Mammalian ependymin Q9UM22 19.9 5; ? Wird vermutlich sezerniert
related protein-1” 55.0 %
(MERP-1, UCCI Protein)

31 | Tyrosin-3-monooxygenase P07101 58.5 3; | Cytosol | Katalysiert den ersten
(Tyrosin-3-hydroxylase) 123 % Schritt der Catecholamin-

Biosynthese; ist
moglicherweise in die
Synthese von
Neuromelanin involviert

32 | 14-3-3-Protein {/d P29312 27.7 2; | Cytosol | Aktiviert Tyrosine-3-
12.7 % hydroxylase
33 | 14-3-3-Protein y P35214 28.3 3; | Cytosol | Aktiviert Tyrosine-3-
13.4 % hydroxylase
34 | Peroxiredoxin 1 Q06830 22.1 3; Ly, Antioxidative Protektion
15.5% | Cytosol
35 | Hitzeschock-71kDa-Protein P11142 53.5 4; | Cytosol | Chaperon, Faltung von
10.4 % Proteinen
36 | a-Crystallin-B-Kette P02511 22.4 11; Akkumuliert im Gehirn bei
76.8 % Alexander-Krankheit; HSP-
20-Familie
37 | Hitzeschock-70kDa-Protein Q8N1C8 73.7 3;74 % ? Bindet Calcium und ATP
9B (Mortalin-2)
38 | Hitzeschock-Protein 90 P07900 84.6 5;7.5% | Cytosol | ATPase Aktivitit (nach
alpha Similaritét)
39 | Glycogenphosphorylase P11216 96.7 5;9.2% | Cytosol | Metabolismus von
Kohlenhydraten
40 | 6-Phosphofructokinase P78457 85.0 5;99% | Cytosol | Glycolyse
41 | Glycerinaldehyd-3- P04406 35.9 2;9.6 % | Cytosol | Glycolyse
phosphatdehydrogenase
(GAPDH)
42 | Ferritin, leichte Kette P02792 19.9 3; | Cytosol | Bindung und Speicherung
26.4 % von Eisen
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# Protein SWISS-PROT MM Peptid " Lokalisierung  Kommentar
Eintrag [kDa] Sequenz-
Abdeckung
Andere
43 | Ubiquitin P02248 (8.6)n Markierung von Proteinen
zum Abbau durch das
Proteasom oder das
Lysosom; Protein-Transport
zum Lysosom
44 | Sialinsdure-9-O-acetyl- Q8IUTY 58.1 11; Ly, E 9-O-Acetylierung von
esterase 38.8 % Sialinsdure
45 | Myelin P02686 21.5 17;
61.9 %
46 | Myelin-Proteolipid-Protein P60201 30.1 2;8.7% Integrales Membranprotein;
(PLP) (Pelizaeus-Merzbacher-
Krankheit)
47 | 2',3'-cNucleotid-3'-phospho- P09543 47.6 8; An Membranstrukturen der
diesterase 20.7 % Weillen Masse des Gehirns
gebunden; Myelin-assoziiert
48 | Na/K'-transportierende P1363 111.7 | 3;6.0% PM, E Austausch von Natrium und
ATPase, alpha-3 Kette Kalium tiber die Plasma-
membran; Expressionsregu-
lation vermutlich durch
Endocytose
49 | Spannungsabhingiger P21796 30.6 3; Mt, E, Ermdglicht die Diffusion
Anionen-selektiver Kanal P 18.1 % Ly von kleinen hydrophilen
(VDAC 1) Molekiilen
50 | Apolipoprotein D (apoD) P05090 21.2 5; Uber Endocytose
21.2% aufgenommen; Lipid-
Metabolismus
51 | Cystatin C P01034 15.8 4; Cysteinprotease Inhibitor
40.9 % mit amyloidogenen
Eigenschaften
Mitochondriale Proteine
52 | mitochondriale ATP- Q96FB4 59.8 4; Mt ATPase Untereinheit F1
synthase, F1-Komplex, 14.5 %
a-Untereinheit
53 | mitochondriale ATP- P06576 56.5 12; Mt ATPase-Untereinheit F1
synthase, F1-Komplex, 42.9 %
B-Untereinheit
54 | ATP-Synthase, D-Kette 05947 184 1; Mt ATPase-Untereinheit F1
12,4 %
55 | ATP-Synthase, g-Kette 07564 114 1; Mt ATPase-Untereinheit F1
14.6 %
56 | Hitzeschock-60kDa-Protein P10809 61.1 2;7.7% Mt Mitochondriale Matrix;
(HSP-60) Faltung von Proteinen
57 | Phospholipid-Hydroperoxid- P36969 22.1 2; Mt, Schutz vor oxidativer
Glutathion-Peroxidase 132 % Cytosol | Schidigung und Toxizitdt
(PHGPx) durch aufgenommene
Lipidhydroperoxide
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# Protein SWISS-PROT MM Peptid >* Lokalisierung  Kommentar
Eintrag [kDa]  Sequenz-
Abdeckung
Vesikularer Transport
58 | Tubulin a 6 Q9BQE3 499 4; Hauptkomponente der
20.8 % Mikrotubuli
59 | Tubulin f§ 2 P05217 49.8 5; Hauptkomponente der
19.8 % Mikrotubuli
60 | Microtubuli-assoziiertes P11137 202.8 11; Stabilisiert moglicherweise
Protein 2 (MAP2) 10.0 % Mikrotubuli gg.
Depolymerisierung
61 | Microtubuli-assoziiertes P10636 78.7 2;6.1% Zusammenbau von
Protein tau Mikrotubuli
62 | Clathrin, schwere Kette Q00610 1916 | 1;1.1% cytoplasmische Seite von
‘coated pits’ und Vesikeln
63 | ,,phosphatidylinositol-binding | Q13492 70.7 1;3.4% Zusammenbau von Clathrin,
clathrin assembly protein” Bildung von ‘clathrin
(CALM, AP 180-2) coated-vesicles’; Wieder-
verwertung von Membranen
64 | Phosphatidylinositol-4- P48426 46.2 2;81% E,Ly An Membranen des spéten
Phosphat-5-kinase II alpha Endocytose-Weges
assoziiert
65 | Alpha-SNAP (,,a-soluble NSF | P54920 332 3; Vesikel | Beteiligung an mehreren
attachment protein‘) 142 % endocytotischen Ereignissen
und an vesikuldrem
Transport
66 | Syntaxin-bindendes Protein P61764 67.6 3;79% | Vesikel | Beteiligung an mehreren
(Hunc18) endocytotischen Ereignissen
und am vesikuldren
Transport
67 | Dynamin-1, neurale Isoform Q05193 97.4 3;3.5% E, Nimmt an sdmtlichen
Vesikel | endozytotischen Ereignissen
sowie am vesikuldren
Transport teil
68 | NipSnapl-Protein Q9BPWS | 333 3; | Vesikel ? | Moglicherweise am
16.6 % vesikuldren Transport
beteiligt
69 | NipSnap2-Protein 075323 33.8 4; | Vesikel ? | Transmembran-Domine;
31.8% moglicherweise am
vesikuldren Transport
beteiligt
Endoplasmatisches Reticulum
70 | Calreticulin P27797 46.8 2;72% ER, Chaperon zur Unter-
Cytosol, | stiitzung der Faltung von
ECM, Proteinen, Zusammenbau
und Qualitatskontrolle von
Proteinkomplexen im ER
iiber den Calreticulin/
Calnexin-Zyklus; an die
Lytischen Granula assoziiert
71 | Calnexin (p90) P27824 67.6 4,9.8% ER Typ-I-Membranprotein;
melanogenes Chaperon
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# Protein SWISS-PROT MM Peptid " Lokalisierung  Kommentar
Eintrag [kDa]  Sequenz-
Abdeckung
72 | Dolichyl-diphospho-oligo- P04843 68.6 3;7.1% ER Typ-I-Membranprotein; N-
saccharidproteinglycosyl- oligosaccharyl-
transferase transferierendes Enzym
(ribophorin T) (Transfer von Mannose-

haltigen Oligosacchariden
von einem Lipidanker an
einen Asparagin-Rest)

73 | Proteindisulfidisomerase A3 P30101 54.3 4; ER Proteindisulfidisomerase-
(ERp57) 12.0 % Familie

Verwendete Abkiirzungen: Ly, Lysosomen; E, Endosomen; Mt, Mitochondrien; ER, Endoplasmatisches
Reticulum; ECM, extrazelluldre Matrix; PM, Plasmamembran.

Nach den eingehenden Uberpriifungen der Spektren wurden die korrespondierenden
Proteine anhand einiger Peptide identifiziert, als positiv akzeptiert und aufgelistet
(Tabelle 4). Dabei konnten bei flinf Parallelversuchen mit jeweils finf individuellen
Neuromelanin-Granula-Priparationen vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Mit
diesem Analyseansatz wurden insgesamt 73 Proteine identifiziert.

Die weiterfilhrende Auswertung der Daten umfasste den Informationsgewinn beziiglich
der Lokalisierung der identifizierten Proteine innerhalb der Zelle, der enzymatischen

Funktionen oder der Beteiligung an biochemischen Prozessen, sowie an Krankheiten.

Ubereinstimmend mit den bereits mittels Western Blots gewonnenen Daten (Kapitel
3.7.2, Abb. 33) bestitigte die massenspektrometrische Identifizierung zahlreicher
lysosomaler Membranproteine und lysosomaler Hydrolasen die zuvor fiir Neuromelanin-
Granula angenommene endosomal-lysosomale Entstehungslinie. So wurden fiir diese
Kompartimente charakteristische Membranproteine gefunden, beispielsweise das
lysosomale integrierte Membranprotein II (LIMP II) [#2] und das Lysosomen-assoziierte
Membranprotein 1 (LAMP-1) [#3], aber auch Untereinheiten der vakuoldren ATPase
[#4-6] zur Erniedrigung des pH-Wertes solcher Organellen (Abb. 35 und Tabelle 4).
LIMP II wurde als einziges lysosomales Marker- und Membranprotein mittels
Massenspektrometrie durch eine hinreichende Anzahl an Peptiden eindeutig identifiziert.
Zahlreiche Proteasen, die bekanntermaflen in Lysosomen lokalisiert sind, wurden

identifiziert, z.B. Cathepsin B [#7] und Cathepsin D [#8], Dipeptidylpeptidase II (DPP II)
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[#14] und Tripeptidylpeptidase I (TPP I) [#10]. Ebenso wurden Enzyme nachgewiesen,
die den Abbau von Glycoproteinen (Chondroitinase) [#22] oder von Sphingolipiden
bewerkstelligen, z.B. Saure Ceramidase [#15], Palmitylthioesterase 1 [#17], B-
Hexosaminidase (N-Acetyl-p-glucosaminidase) [#18] oder die Galactosylceramidase
[#19].

Funktion und Lokalisierung mancher dieser Proteine sind unbekannt. Dies gilt fiir die
Proteine der ,high-mobility-group“-Protein-Familie (HMG, ,high mobility group®)
[#26], [#27], sowie fiir Phospholipase D3 [#16] oder MERP-1 [#30].

Bestandteile des Cytoskeletts, wie das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP 2) [#60],
das Tau Protein [#61] und o-/B-Tubulin [#58, #59] spielen eine wichtige Rolle fiir den
Transport von Vesikel innerhalb einer Zelle. AuBerdem wurden mit Clathrin [#62] und
Dynamin [#67] Proteine identifiziert, die sowohl fiir den vesikuldren Verkehr von
Bedeutung sind, aber auch an endosomale Membranen assoziiert sein diirften.
Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase II alpha [#64], alpha-SNAP [#65] und
Syntaxin-bindendes Protein (Huncl8) [#66] sind an verschiedenen endocytotischen

Ereignissen beteiligt und spielen eine Rolle im vesikuldren Transport.

Des Weiteren wurden mit der y-Glutamylhydrolase [#11] (Peptidase-Familie C26) und
der Sialinsdure-9-O-acetylesterase [#44] Proteine identifiziert, von denen man mit groB3er
Wahrscheinlichkeit eine Lokalisierung in Organellen des endosomal-lysosomalen
Systems annehmen kann (Butor et al., 1993; Yao et al., 1996; Takematsu et al., 1999;
Galivan et al., 2000).

Bemerkenswert ist allerdings die Anwesenheit von vier Proteinen, die klassischerweise
dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) zugeschreiben werden [#70-73]. Mit dem
Verweis auf die hohe Sauberkeit der Proben auf elektronenmikroskopischer Ebene und
auf die Abwesenheit des Markerproteins fiir das ER (BiP/grp78) bei der Western-Blot-
Analyse ist dieser Befund von grofler Bedeutung (Kapitel 3.7.2; Abb. 33).
Hervorzuheben ist dabei das Protein Calnexin, dessen mdgliche Funktion als ein
Chaperon zur Unterstiitzung melanogener Enzyme erst vor kurzem fiir die Melanosomen

der Haut vorgeschlagen wurden (Jimbow et al., 2000).
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4.8.3 Lokalisierungstiberprifung mit Western Blot und Lectinblot

Nach Identifizierung zahlreicher Proteine mittels ESI-MS/MS wurde die Anwesenheit
ausgewdhlter Proteine mit Hilfe der Western-Blot-Analyse bestétigt (Abb. 36). In erster
Linie galt es, mit Cathepsin B [a] und LAMP-1 [d] zwei charakteristische lysosomale
Proteine zu tberpriifen. Im Fall von Cathepsin B wurde im Neuromelanin-Granula-
Homogenat auf der Hohe von etwa 25-30 kDa eine weitere Proteinbande detektiert, die
mit der Prozessierung des inaktiven Priproteins Cathepsin B durch proteolytische
Spaltung erklédrt werden kann. Dynamin [b] und Clathrin [c] sind vorwiegend an Vesikel
assoziierte Proteine, sind aber auch an endosomalen Membranen zu finden und konnten
nach massenspektometrischer Identifizierung mittels Western-Blot-Analyse bestitigt
werden. Ergdnzend zu den gemessenen Spektren konnte Calnexin [e] nun auch
immunologisch nachgewiesen werden. Calnexin ist in erster Linie ein
Transmembranprotein des Endoplasmatischen Reticulums (ER). Eine Verunreinigung
durch endoplasmatische Membranen in den Neuromelanin-Granula-Priparationen konnte
jedoch nach Uberpriifung von BiP/grp78 [f], dem Markerprotein fiir das ER, nach
Ablosen des Anti-Calnexin-Antikdrpers ausgeschlossen werden, so dass von einer
spezifischen Anwesenheit von Calnexin in Neuromelanin-Granula ausgegangen werden

kann.

Weitere lysosomale Charakteristika von Neuromelanin-Granula konnten mit Hilfe
spezifischer Detektion mannosylierter Proteine mittels Lectinblot gezeigt werden (Abb.
37). Zahlreiche Glycoproteine, die gezielt zu lysosomalen Kompartimenten transportiert
werden, sind mit charakteristischen, phosphorylierten Mannose-Resten versehen. Nach
Ankunft dieser Proteine in der Zielorganelle werden die Phosphatreste abgespalten, so
dass die freien Mannose-Reste nun mit spezifisch Mannose-bindenden Proteinen
detektiert werden konnen. An Stelle der oben verwendeten Antikorper zur Protein-
Detektion erfolgte die Sichtbarmachung mannosylierter Proteine mit Hilfe des
Galanthus-nivalis-Agglutinins (GNA), eines Lectins aus dem Schneeglockchen (Shibuya
et al., 1988).
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Abbildung 36: Validierung per Massenspektrometrie identifizierter Proteine durch Western-Blot-
Analyse. Anhand der Western-Blot-Analyse sind mit Cathepsin B (a) und LAMP-1 (d) zwei lysosomale
Proteine immunologisch nachweisbar. Auch die durch ESI-MS/MS identifizierten Proteine Dynamin (b)
und Clathrin (¢) werden auf diese Weise bestitigt. Der immunologische Nachweis von Calnexin (€), einem
hauptsidchlich im Endoplasmatischen Reticulum (ER) lokalisierten Protein, unterstiitzt die
massenspektrometrischen Daten. Gleichzeitig kann eine Verunreinigung durch endoplasmatische
Membranen jedoch ausgeschlossen werden, da nach Ablosung des Anti-Calnexin-Antikérpers das ER
Markerprotein BiP/grp78 (f) nicht nachgewiesen werden.

Das Homogenat aus Substantia-nigra-pars-compacta-Gewebe (SN, Positivkontrolle)
zeigte eine Vielzahl an Proteinbanden unterschiedlicher Intensitdt. Dagegen waren in der
Probe der isolierten Neuromelanin-Granula (NM) vergleichsweise wenige Banden zu
sehen. Durch die Isolierung der Granula hatte eine deutliche Abreicherung mancher
mannosylierter Proteine stattgefunden, die zur Isolierung der abgebildeten

Unterpopulation mannosylierter Proteine gefiihrt hatte.
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Abbildung 37: Lectinblot von Proteinen aus
Neuromelanin-Granula. Mannosylierte Proteine
wurden mit Hilfe des Galanthus-nivalis-
Agglutinins (GNA) aus dem Schneeglockchen
sichtbar gemacht. Neruomelanin-Granula (NM)
zeigen dabei im Vergleich zu Substantia-nigra-
pars-compacta-Gewebehomogenat (SN) deutlich
weniger Proteinbanden. Die Anwesenheit von
mannosylierten Proteinen bestitigen zwar die
lysososmalen Charakteristika von Neuromelanin-
Granula, die deutliche Abreicherung vieler
mannosylierter Proteine durch die Organellen-
isolierung konnte aber auch Hinweis auf eine
Zugehorigkeit zur Gruppe der Lysosomen-
verwandten Organellen sein.

In Ubereinstimmung mit den bereits durch Massenspektrometrie und Western-Blot-

Analyse gewonnenen Erkenntnissen wurde auch aus diesem Ansatz eine Zugehorigkeit

von Neuromelanin-Granula zu Organellen mit lysosomalen Charakteristika ersichtlich.

Dennoch wurde deutlich, dass vor allem aufgrund der spezifischen Anwesenheit von

Calnexin und der geringen Zahl an mannosylierten Proteinen eine Zugehdrigkeit von

Neuromelanin-Granula zur Gruppe der Lysosomen-verwandten Organellen angenommen

werden kann. Zu dieser Gruppe von Organellen zdhlen unter anderem Melanosome der

Melanozyten, Autophagosome der Leukozyten, azurophile Granula, dichte Granula der

Thrombozyten und MIIC-Kompartimente (Dell'Angelica et al., 2000). Wichtig ist, dass

diese Organellen andere zelluldre Funktionen als ein konventionelles Lysosom haben,

das hauptsichlich dem Abbau zelluldrer Makromolekiile dient.
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4.8.4 L-Ferritin ist in Neuromelanin-Granula lokalisiert

Anhand einer direkten Sequenzierung mittels Tandem-Massenspektrometrie konnten
anhand der CID-Spektren Peptidensequenzen abgeleitet werden, die das Protein L-
Ferritin eindeutig identifizierten (Abb. 38; A-C). Allerdings gilt L-Ferritin in der
Substantia nigra als ein Markerprotein fiir gliale Zellen und wird im Allgemeinen in den

pigmentierten Neuronen immunhistochemisch nicht detektiert.

Zur Abkldrung der Frage, ob L-Ferritin eine Verunreinigung aus Gliazellen oder
tatsdchlich an Neuromelanin-Granula assoziiert ist, wurden weiterfiihrende
Lokalisierungsstudien unter Anwendung einer Kombination aus immunologischer
Detektion und Sichtbarmachung mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie

(TEM), der Immuno-TEM, angestellt.

Es ist bekannt, dass Ferritin als eisenspeichernder Proteinkomplex im
Transmissionselektronenmikroskop anhand des elektronendichten Eisenkerns erkannt
werden kann. Deshalb konnen auf elektronenmikroskopischer Ebene kationisiertes
Ferritin zur ultrastrukturellen Darstellung von Membranen herangezogen werden (Danon
et al., 1972). Ebenso finden in der Immuno-TEM Ferritin-konjugierte Antikorper analog
zu Gold-markierten Antikorpern Verwendung zur Detektion von Proteinen (Rifkind et
al., 1960). Elektronenmikroskopische Untersuchungen an unkontrastierten Priaparationen
von isolierten Neuromelanin-Granula zeigten zwar derartige elektronendichte Korner.
Eine eindeutige Zuordnung und Identifizierung von Ferritin konnte auf diese Weise

allerdings nicht erfolgen (Abb. 39; A, B).

Der Nachweis von L-Ferritin in den Neuromelanin-Granula wurde jedoch mit der
Methode der Immuno-TEM ermoglicht. Nach Inkubation mit einem Anti-L-Ferritin-
Antikorper konnte dieser Immunkomplex mit Hilfe eines Gold-markierten Antikdrpers
detektiert werden. Die Lokalisierung von L-Ferritin in den Neuromelanin-Granula ist
anhand der elektronendichten, diskret abgegrenzten Goldkorner auf den Schnitten

erkennbar (Abb. 39; C, D).

Da Ferritin als ein Multiproteinkomplex aus mehreren L-Ferritin-Untereinheiten besteht,
ist das Auftreten der Goldkorner in einer lokalen Haufung ein weiteres Indiz fiir die
tatsdchliche Lokalisation von L-Ferritin in Neuromelanin-Granula. Eine Bindung von L-
Ferritin an Neuromelanin konnte anhand dieser Methode allerdings nicht sichtbar

gemacht werden.

129



RESULTATE

Peptid A (aa 82-96)
Y7
Yo 7910 Vs
662.1 847.2
1007 ¥s 10'?34
5612 * e
v N 1163.3
4646 | 7393 Yii
" 12783
348.9 by y
be bo 12
Y2 670.7 1314413 J 1407.0
& 2790 by 10 Yi3
=50 5416 11433 1478.5
~ b
5-H30 35414
5231 b
13
i 426.5
4255 ] by
‘ 15568
o LI wum il 11| AR ,M I
300 500 700 900 1100 1300 1500 1700
Masse [m/z]

Yia Y13 Yi2 Yir Yo Yo Y8 Y7 Yo Y5 Y4 Y3 Y2 )1

e el fe W]l 1o [of ik

] ’ b3 b4 bS b6 b7 b8 b9 10 bIZ 13 bl4

C
Peptid C (aa 155-169)

y7
914.0
Y Y8
8564 1 1026.6
Ys Yo
10842

100

ys ’ Yio
1155.4

b Y
1284.4

I [%]
s

b
1157.2

bis
1304.5

I [%]

Peptid B (aa 106-121)

y7 Yo
Yo 7113 9394
574.1
Ys Yio
100 — o 8251 | 10533
Y4
Yu
390.0 1166.4
Y3 by
333.1 b p82.0 yi2
653.3 b 12374
by 1019.3
427, v
b 13
50 \ ! 1364.9
356.4 108.5
bl\
by 203.4
246 by
1260.5
by
' ‘ 1418.5
0o “.“\!M“\h ] ‘h‘ |
300 500 700 900 1100 1300 1500
Masse [m/z]

Yis Yia Yi3 Yiz Y Yio Yo Ys Y7 Yo ¥Ys Y4 Y3 Y2 Vi

KJILJZNJ}OIAJ:LEJDJLJ HAlL[G[s[a]r

7 8 b9 blO bl] b]2 b]3 bl4 bIS

bis
1433.6

| ’h

1l ‘\J “ “‘ L ‘w) 3
1100 1300 1500

I

700 900
Masse [m/z]

o AMM“\M”\
300 500

Yia Y3 Yi2 Yuu Yio Yo Y8 Y7 Y6 Y5 Ya Y3 Y2 Wi

LJofo e [efafo 1 o e e

by by by by bs bs b; by by by by by bz by

N TR

\{

Peptid A = (aa 82-96) Peptid B =

KPEADEWGKTPDAMK

(aa 106-121)
KLNQALLDLHALGSAR

Peptid C = (aal55-169)
LGGPEAGLGEYLFER

|— COOH

Abbildung 38:

Identifizierung von L-Ferritin mittels Peptidspektren. (A-C) Anhand dieser Spektren

werden die Sequenzen von drei Peptiden ermittelt, auf deren Basis das Protein L-Ferritin eindeutig
identifiziert werden kann. (D) Schematische Anordnung der identifizierten Peptide in L-Ferritin.
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Abbildung 39: Lokalisierung von L-Ferritin in Neuromelanin-Granula. Ferritin dient als
Multiproteinkomplex der Speicherung groRer Mengen an Eisen. Der Eisenkern von Ferritin kann aufgrund
seiner hohen Dichte im Transmissionselektronenmikroskop detektiert werden. (A, B) In den
unkontrastierten Schnitten von isolierten Neuromelanin-Granula sind derartige Strukturen erkennbar.
Allerdings ist die Identifizierung von Ferritin auf dieser Basis unzureichend. (C, D) Dagegen wird die
Anwesenheit der Untereinheit L-Ferritin in Neuromelanin-Granula mittels immunologischer Detektion
bestétigt. L-Ferritin wird anhand von 10 nm Goldpartikel sichtbar gemacht. Die lokale Anhdufung
mehrerer Goldpartikel ist ein weiteres Indiz flir die Anwesenheit von Ferritin.
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5 DISKUSSION

Die Suche nach Antworten zur Biogenese von Neuromelanin in der humanen Substantia
nigra pars compacta gestaltet sich aus mehreren Griinden besonders schwierig: es
existieren zurzeit weder ein geeignetes zelluldres Testsystem, anhand dessen auf
biologischer Ebene die Bildung von Neuromelanin beeinflusst und untersucht werden
kann, noch sind pigmentierte neuronale Zellen, so wie Neurone generell, kultivierbar.
Des Weiteren haben die gebrduchlichsten Labortiere eine unpigmentierte Substantia
nigra. Aus diesen Griinden umfassen die Vorstellungen zur Entstehung von
Neuromelanin mit der autoxidativen Bildung und dem ,,Tyrosinase-Konzept* zwei
kontrire Ansitze, die mangels funktionaler Uberpriifbarkeit weitgehend hypothetisch

sind.

5.1  Untersuchungen zur autoxidativen Bildung von Neuromelanin

Der Hypothese der autoxidativen Polymerisation von Dopamin folgend wird
Neuromelanin unter Einfluss redoxaktiver Metalle, wie Eisen, Kupfer etc. gebildet.
Polymerisationsversuche mit 1 mM Dopamin in kiinstlicher Cerebrospinalfliissgkeit
zeigen jedoch keine signifikante Beteiligung derartiger Metalle an der autoxidativen
Bildung von kiinstlichem Dopaminmelanin. Selbst in erhdhten Konzentrationen konnten
diese Metalle keine gesteigerte Dopaminumsetzung bewirken. Diese Daten sind somit
keine Bestitigung der zentralen Rolle eines vor allem Eisen-katalysierten Prozesses zur

Bildung von Neuromelanin in vivo.

Des Weiteren schldgt diese Hypothese vor, dass Neuromelanin aus ,,iiberschiissigem,
cytosolischem Dopamin® gebildt wird (Sulzer et al., 2000). Die cytosolische
Dopaminkonzentration sei dann erhoht, wenn Dopamin kaum iiber den vesikuldren
Monoamintransporter 2 (VMAT?2) in synaptische Vesikel aufgenommen werden kann,
oder wenn extrazelluldres Dopamin iiber den Dopamin-Transporter (DAT) in die Zelle
zuriickgepumpt wird. Aus immunhistochemischen Untersuchungen am menschlichen
Hirnstamm wurde gefolgert, dass das jeweilige Expressionsverhéltnis von VMAT2 und
DAT den Grad der Pigmentierung einzelner Neuronengruppen bedingen wiirden.
Demnach wiirden stark pigmentierte Neurone der Substantia nigra wenig VMAT?2,

jedoch viel DAT exprimieren (Liang et al., 2004).
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Dieses Konzept von ,ilberschiissigem, cytosolischem Dopamin®“ als Ursache der
Neuromelaninbildung ist kaum mit dem biochemischen Konzept des ,,steady state in
Einklang zu bringen, da auch intrazellulire Konzentrationsmessungen von
Catecholaminen deren Homdostase belegen. Selbst pharmakologischer Einfluss auf den
catecholaminergen Metabolismus verdndert die cytosolische Catecholaminkonzentration
kaum, fiihrt jedoch ldngerfristig zu einer Erhohung der Metaboliten (Mosharov et al.,
2003).

Eine ausschlieflich autoxidative Bildung von Neuromelanin aus Dopamin sollte
demnach zu einem Polymerisationsprodukt flihren, das erstens iiber die Artengrenzen
hinweg in den meisten Tieren beobachtbar sein miisste, und zweitens strukturell sowie in
seiner Zusammensetzung dem artifiziell herstellbaren Dopaminmelanin (DAM)
entspricht. Ein Argument gegen die Hypothese der autoxidativen Bildung von
Neuromelanin ist das phylogenetisch begrenzte Auftreten von Neuromelanin, des
Weiteren zeigten strukturelle Untersuchungen am nativen Pigment keine
Ubereinstimmung mit DAM (Double et al., 2000; Dzierzega-Lecznar et al., 2004).
Biologische und chemische Tatsachen dieser Art werden hiufig ilibergangen, belegen

jedoch eindeutig die Originalitidt von Neuromelanin.

5.2  Untersuchungen zum ,, Tyrosinase-Konzept*

Im Gegensatz zu einer rein autoxidativen Bildung von Neuromelanin bietet das Konzept
einer enzymatisch ablaufenden Biogenese ein sinnvolles Spektrum an Mdglichkeiten, die
Unvereinbarkeiten von DAM mit Neuromelanin chemisch und biologisch zu erkléren.
Erst ein genetischer Hintergrund ermdglicht schliissige  Erkldrungen  der
phylogenetischen Pigmentausprigung. Denkbare Regulierungsmdoglichkeiten —der
Neuromelanin-Bildung boten sich auf genetischer Ebene zur zeitlich induzierbaren, Zell-

spezifischen Expression, sowie auf Proteinebene zur Regulierung von Enzymaktivititen.

Tyrosinase, welche als Schliisselenzym in der Biogenese von okulokutanem Melanin
involviert ist, wurde auf der Basis mehrerer widerspriichlicher Befunde (Marsden, 1961;
Miranda et al.,, 1984; lkemoto et al., 1998) als Kandidat fir die Bildung von
Neuromelanin in die engere Wahl gezogen, doch bestitigen immunhistochemische
Untersuchungen nun eindeutig die Abwesenheit dieses Enzyms in den pigmentierten

Kernen des humanen Hirnstamms.
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Der Erfolg von Identifizierungsversuchen eines Neuromelanin-bildenden Proteins mit
globaleren Methoden, wie der Bioinformatik, ist ungewiss. Bei einem derartigen Ansatz
versucht man, anhand des Vergleichs (Alignment) orthologer oder paraloger Sequenzen
Hinweise auf Funktionen nicht ndher charakterisierter Sequenzen zu erhalten. Orthologe
Sequenzen sind homologe Sequenzen, die iiber die Artgrenzen hinweg in vertikaler
phylogenetischer Linie verwandt sind und meist die gleiche Funktion aufweisen.
Paraloge Sequenzen sind &hnliche Sequenzen im selben Organismus, die nach
Genduplikation horizontal verwandt sind. Im Gegensatz zur Interpretation von
Alignments orthologer Sequenzen ist die Interpretation von Alignments paraloger
Sequenzen problematisch, weil diese trotz groBer Ahnlichkeiten meist andere Funktionen
entwickelt haben. Als Beispiele derartiger paraloger Sequenzen kdnnen die Gene von
TRP-1 und -2 (TRP, ,.tyrosinase related protein*) genannt werden, die urspriinglich nach
Verdoppelung des Tyrosinase-Gens TYR weiterentwickelt wurden und nun fiir Proteine
mit anderen katalytischen Funktionen als Tyrosinase kodieren (Jackson, 1994; Morrison

et al., 1994; Sturm et al., 1995).

Auch TYRL ist eine zu TYR teilweise paraloge Sequenz. Aufgrund der besonders hohen
Homologie zu Teilen des fiir Tyrosinase kodierenden Gens wurde die Sequenz TYRL
trotz der Bezeichnung als Pseudogen fiir weitere Uberlegungen ins Auge gefasst. TYRL
wird anscheinend mangels detektierbarer Transkripte in melanisierten Zellen der Haut als
ein Pseudogen bezeichnet (Takeda et al., 1991). Vor allem die Sequenzdaten zu TYRL,
wie sie in Kapitel 4.4 beschrieben sind, lassen jedoch die Richtigkeit dieser Bezeichnung
in Zweifel ziehen. Den Ausschlag, gegen derzeit geltende molekularbiologische
Ansichten eine Hypothese fiir eine Neuromelanin-Bildung unter Beteiligung des
,Pseudogens® TYRL zu formulieren und diese zu iiberpriifen, gaben jedoch folgende

Befunde und Uberlegungen:

1. Die tatsdchliche Moglichkeit der Transkription von TYRL ist aufgrund der

Existenz von ,,expressed sequence tags™ (ESTs) evident.

2. Das phylogenetische Auftreten der Sequenz TYRL in Primaten trifft auch fiir

Neuromelanin zu.

3. Auf Proteinebene fiihrt die intakte ExxPLL-Erkennungssequenz generell zu einer

subzelluldren Lokalisierung eines Proteins in Lysosomen und Melanosomen
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(Jimbow et al., 2000; Bonifacino and Traub, 2003). Diese Erkennungssequenz wire

auch in einem TYRL-abgeleiteten Protein vorhanden.

4.  Der Aminosdure-Austausch 406-P>L vermindert bei Tyrosinase lediglich die
enzymatische Aktivitdt (Giebel et al., 1991), so dass die Bildung von okulokutanem
Melanin in der Kindheit verzogert einsetzt (okulokutaner Albinismus Typ IB,
yellow*) (Tripathi et al., 1992). Dieser Aminosdure-Austausch konnte auch die
Aktivitit eines TYRL-kodierten Proteins vermindern. Die Bildung von
Neuromelanin in der Substantia nigra setzt erst ab dem dritten bis fiinften

Lebensjahr ein (Fenichel and Bazelon, 1968).

5. Anders als beim klassischen ,,Tyrosinase-Konzept“ ist die beschriebene
Pigmentierung der Substantia nigra auch bei inaktiver Tyrosinase (Okulokutaner
Albinismus) (Foley und Baxter, 1958) ein immanenter Bestandteil dieses

Konzeptes.

Erst kiirzlich verdffentlichte Daten unterstiitzen die Idee, dass viele urspriinglich als
Pseudogene eingestufte Sequenzen tatsdchlich transkribiert werden und Funktionen
innerhalb einer Zelle ausiiben konnten. So wurden beispielsweise Pseudogene von
Protein-Tyrosin-Kinasen untersucht, wobei wider Erwarten ein analoges Phidnomen zu
Tage gefordert wurde: auch hier gab es neben ,klassischen®, nicht transkribierbaren
Sequenzen einige wenige, die tatsdchlich als partiell sequenzierte cDNAs in EST-
Datenbanken zu finden sind (Andersen et al., 2004). Neuere Schitzungen sprechen
davon, dass etwa 2-3 % der rund 20.000 humanen Pseudogene transkribiert werden
konnten (Yano et al., 2004). Uber Funktionen derartiger Sequenzen wird zurzeit viel
spekuliert, so dass das gesamte Spektrum ihrer Funktionen noch nicht abschitzbar ist.
Eine mogliche Funktion dieser nun zur Gruppe der nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs)
gezdhlten Transkripte diirfte die Stabilisierung der mRNA der homologen, kodierenden
Gene sein (Hirotsune et al., 2003). Entgegen aller denkbaren Erwartungen konnte erst
vor kurzem fiir das Pseudogen Cytochrom P4502D7 gezeigt werden, dass dieses nach
Anderung des Leserasters durch Mutation sogar ein funktionelles Protein generierte, das
im menschlichen Gehirn die Demethylierung von Codein zu Morphin katalysiert (Pai et

al., 2004).

Die Expression eines von TYRL abgeleiteten Proteins in der humanen Substantia nigra

pars compacta kann allerdings ausgeschlossen werden. Immunhistochemische Analysen
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sowie die Suche nach Proteinen, die mdglicherweise diese Sequenz als Modul integriert

haben, blieben erfolglos.

Die Hypothesen-geleitete Suche nach Neuromelanin-bildenden Proteinen, die sich
mangels zelluldrer Testsysteme hauptsidchlich auf immunhistochemische Untersuchungen
beschrinken, ist offensichtlich nicht von hoher Ausbeute und Effizienz geprigt. Eine
effektivere ~ Herangehensweise ist die Isolierung der Neuromelanin-haltigen
Kompartimente zu einer globalen Untersuchung mittels massenspektrometrischer
Methoden. Ein derartiger Ansatz erdffnet ein weitaus groferes Fenster, durch das der

Blick auf die tatsdchliche Proteinzusammensetzung dieser Strukturen ermoglicht wird.

5.3  Subzellulare Fraktionierung von Neuromelanin-Granula

Neuromelanin-Granula-Isolierung

Neuromelanin ist nach direkter Isolierung aus einem Homogenat von Substantia-nigra-
Gewebe fiir die Aufkldrung vieler struktureller Aspekte geeignet. Dennoch konnte
anhand derartiger Neuromelanin-Priparate nur aufgrund von Aminosédure-Hydrolysaten
auf vermutlich assoziierte Proteine riickgeschlossen werden (Double et al., 2000). Eine in
weiterer Folge mittels Massenspektrometrie angestrebte Identifizierung dieser Proteine
konnte jedoch nicht realisiert werden. Griinde dafiir sind in erster Linie in den
Isolierungsbedingungen zu suchen, wie z.B. im Einsatz organischer Losungsmittel
(Methanol, Hexan) und Detergentien (SDS), so dass ein proteolytischer Verdau mit
Trypsin kaum erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.

Der alternativ zu den existierenden Arbeitsvorschriften entwickelte Isolierungsansatz
konzentrierte sich deshalb auf eine ,,subzellulire Fraktionierung®, womit Neuromelanin-
Granula als eine weitgehend komplette Einheit isoliert werden konnten. Isolierungen von
Organellen sind allerdings iliberwiegend aus Einzelzellen beschrieben. Bei derartigen
Isolierungen aus Gewebe, wie der Substantia nigra pars compacta, die aus vielen
unterschiedlichen Zelltypen zusammengesetzt ist, besteht die Gefahr der Verunreinigung
durch Proteine und Zellorganellen aus den nicht pigmentierten Zellen, so dass viele
Ergebnisse artifiziell sein konnten und so deren Plausibilitdt schwierig zu iiberpriifen

wire. Es wurde daher eine zweistufige Isolierung der Granula vorgenommen, die zuerst
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die Anreicherung der pigmentierten Nervenzellkorper vorsieht, ehe aus diesen die
Neuromelanin Granula gewonnen werden. Wenn man sich vor Augen fiihrt, dass 1 g
Substantia-nigra-Gewebe nur etwa 1 mg des Pigments Neuromelanin enthélt, so war
tatsdchlich die Anreicherung der pigmentierten Zellen im ersten Fraktionierungsschritt

entscheidend, da bereits so eine erste Anreicherung der Zielorganelle gelang.

Die nun vorliegende Isolierungsmethode war besonders schonend, da man weder auf
enzymatische Hilfe zum Aufschluss des Gehirngewebes angewiesen war, noch
Detergentien und organische Ldsungsmittel zum Einsatz kamen. Wie die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten, blieb dabei selbst die Morphologie
dieser Organellen gut erhalten. Durch die beschriebene Herangehensweise an die
Isolierung der Neuromelanin-Granula wurden die Isolate fiir massenspektrometrische
Proteinanalysen zuginglich und waren dariiber hinaus mit vorgelagerten methodischen

Schritten kompatibel, wie der Gelelektrophorese oder dem proteolytischen Verdau.

Transmissionselektronenmikroskopie

Verglichen mit den in den 60-er Jahren in situ untersuchten Neuromelanin-Granula
zeigen die isolierten Organellen generell eine gute Erhaltung der Morphologie (Kapitel
3.7.1, Abb. 32). Bei der Betrachtung transmissionselektronenmikroskopischer
Aufnahmen muss man sich allerdings der Tatsache bewusst sein, dass durch die
methodische Abfolge von Fixierung, Einbettung und Kontrastierung des Probenmaterials
strukturelle Verdnderungen erfolgen konnen, die zu einem artifiziellen Erscheinungsbild
fiihren. Daher ist es hinsichtlich der Interpretation der Ergebnisse sinnvoll,
elektronenmikroskopische Proben als Artefakte hoher Prézision jedoch fraglicher

Ubereinstimmung mit dem Zustand in vivo zu betrachten (James, 1997).

Zur Fixierung des Probenmaterials wird bei der Elektronenmikroskopie im allgemeinen
Glutaraldehyd eingesetzt. Da Glutaraldehyd, anders als Alkohole, nicht koagulierend
wirkt, sondern Proteine quervernetzt, soll dabei die Struktur der Probe gut erhalten
bleiben. Allerdings werden Lipidstrukturen nicht von Glutaraldehyd, sondern erst durch
die anschlieBende Behandlung mit OsO,4 fixiert, wodurch Lipide in diesem ersten
Fixierungsschritt sogar extrahiert werden konnen und sich zu artifiziellen Myelin-artigen
Strukturen anlagern (Hunter, 1993). Im konkreten Fall der Neuromelanin-Granula ist es
vor diesem Hintergrund schwierig, die Herkunft der beschriebenen vakuoldren Lipid-

Anlagerungen zu evaluieren. Es ist daher unklar, ob jene Lipid-Strukturen Artefakte der
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Proben-Préparation fiir die elektronmikroskopischen Untersuchungen sind, oder ob sie in
dieser Form bereits in vivo vorliegen. Um eine massive Extraktion der Lipide bei der
Glutaraldehyd-Behandlung zu verringern, wurde im Fall der isolierten Neuromelanin-
Granula an Stelle einer sequentiellen Abfolge von Fixierungsschritten eine gleichzeitige
Applikation von Glutaraldehyd und OsOs vorgenommen. Dieses Verfahren hat sich

besonders gut zur Fixierung und Darstellung von Leukozyten bewidhrt (Hunter, 1993).

Des Weiteren zeigen Neuromelanin-Granula bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen in situ meist keine umhiillende Membran. Eine Studie am Makaken-
Gehirn zeigt deutlich eine Membran im Sinne einer Lipiddoppelschicht, die das
Kompartiment komplett umgibt (Hirosawa, 1968). Auch belegen Aufnahmen von
Neuromelanin-Granula des humanen Gehirns diese Membran (Moses et al., 1966).
Ursachen dafiir, dass bei den meisten Aufnahmen allerdings keine Membran erkennbar
ist, konnten an den hdheren Post-mortem-Zeiten liegen oder auch daran, dass die
Perfusion von humanem Gewebe zur optimalen und sofortigen Fixierung aus ethischen
Griinden ausgeschlossen ist und daher ultrastrukturelle Qualitatsverluste in Kauf zu
nehmen sind. Anhand der massenspektrometrischen Untersuchungen konnten allerdings
zahlreiche Transmembranproteine identifiziert werden (Kapitel 4.8.2; Tabelle 4; Abb. 35,
36), die Hinweis auf das Vorhandensein einer Membran um Neuromelanin-Granula

geben.

Auf Basis der Morphologie sind Neuromelanin-Granula keiner Organellengruppe
zuordenbar. Ebenso wenig kann anhand dieser elektronenmikroskopischen Aufnahmen
iiber die Bildung von Neuromelanin eine endgiiltige Aussage gemacht werden.
Auffallend ist aber, dass das Pigment als elektronendichter Bereich nicht innerhalb der
gesamten Organelle verteilt ist, wie es beispielsweise in Phase-IV-Melanosomen der
Haut der Fall ist (Kapitel 1.6.2; Abb. 4). Vielmehr ist das Pigment oftmals in kreisformig
abgegrenzten Bereichen hoher Elektronendichte erkennbar, die diesen Organellen ein

,Maulbeeren-artiges* Erscheinungsbild verleihen.

In intakten Neuromelanin-Granula ist auch nicht ersichtlich, ob Neuromelanin an
geordneten Strukturen gebildet oder abgelagert sein konnte, die mit den von
Glycoprotein gpl00 (Pmell7) gebildeten Fibrillen in den Melanosomen der
Reifungsstadien II und III vergleichbar wiéren (Berson et al., 2003). Filamentartige
Strukturen in Neuromelanin-Granula kamen wahrscheinlich durch Einwirken von

Scherkréften bei der Probenverarbeitung zum Vorschein (Kapitel 3.7.1; Abb. 32 C, D),
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an denen Partikel mit hoher Elektronendichte angeordnet sind. Sowohl die Uberpriifung,
ob es sich dabei tatsdchlich um Neuromelanin handelt, als auch die Benennung etwaiger

strukturgebender Proteine entzieht sich den derzeitigen Untersuchungsmoglichkeiten.

5.4  Proteinanalysen und Massenspektrometrie

Die erfolgreiche Isolierung von Neuromelanin-Granula aus dem menschlichen Gehirn
bot nun erstmals die Moglichkeit, die Proteinausstattung dieser Strukturen zu
erschlieBen. Die Identifizierung dieser Proteine mittels Massenspektrometrie setzte
allerdings mehrere Schritte voraus, um die Probe fiir eine massenspektrometrische

Analyse aufzubereiten.

Probenvorbereitung

Bei Analysen, die eine umfassende Untersuchung der Proteinkomponenten eines
bestimmten Systems zum Ziel haben, sieht man sich mit dem generellen Problem
konfrontiert, dass die Proteine aus ihrer natiirlichen Umgebung gelost werden miissen.
Die Isolierung moglichst aller Proteine kann sich wegen der grof8en Unterschiede ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaften sehr schwierig gestalten. Proteine besitzen in
wissrigen Puffersystemen unterschiedliche Loslichkeiten; wihrend cytosolische Proteine
in wassrigen Losungsmitteln leicht in Losung gebracht werden konnen, erfordern schwer
16sliche Proteine einer komplexen Proteinmischung die Zugabe chaotroper Substanzen,
z.B. Harnstoff oder Guanidiniumchlorid.  Zusitzlich neigen  hydrophobe
Membranproteine in wéssriger Losung zur Bildung von Aggregaten, die meist nur unter

Verwendung von Detergentien in Losung gebracht werden kdnnen.

Die Wahl der Zusitze ist allerdings von der Kompatibilitidt mit den weiteren analytischen
Methoden abhingig und somit entscheidend fiir die Durchfiihrbarkeit der Analysen. So
sind beispielsweise Salze und geladene Detergentien zur Solubilisierung von Proteinen
eines komplexen Gemisches von Vorteil, sind jedoch nicht fiir eine Proteintrennung
durch isoelektrische Fokussierung (IEF) geeignet (Chevallet et al., 1998; Santoni et al.,

2000). Hinsichtlich solcher Inkompatibilititen miissen bei der Probenvorbereitung
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oftmals Einbuflen hingenommen werden und erfordern bereits zu diesem Zeitpunkt eine

genaue methodische Planung.

Die Probenvorbereitung zur zweidimensionalen Gelelektrophorese schlieft eine
Solubilisierung von Proteinen durch Detergentien mit Netto-Ladung, wie
Sodiumdodecylsulfat (SDS), aber auch bereits geringe Salzkonzentrationen fiir den
Schritt der IEF aus. Detergentien ohne Netto-Ladung, wie CHAPS, Nonidet P40, Triton-
X-100, aber auch Octylglukosid, haben allerdings eine weit geringere

Solubilisierungseffizienz als SDS.

Die Solubilisierung von Proteinen aus isolierten Neuromelanin-Granula erwies sich mit
den fiir die IEF tolerierbaren Bedingungen als undurchfiihrbar. Selbst bei Verwendung
des zwitterionischen Detergens ASB-14 (Chevallet et al, 1998), dessen
Solubilisierungseffizienz der von SDS am nichsten kommt, konnten mittels sensitiver
Silberfarbung keine nennenswerten Proteinspots auf 2-D-Gelen festgestellt werden. Des
Weiteren diirften selbst geringe Anteile des geladenen Pigments, die nur schwer durch
Zentrifugation abtrennbar sind, bei der Auftrennung der Proteine im Ampholyten-
Gradienten der IEF storend wirken. Als alternativer Ansatz wurde daher die weit
effektivere Solubilisierung der Proteine mittels SDS vorgezogen und eine darauf
folgende Trennung der Proteine mit Hilfe der 1-D-SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (1-D-SDS-PAGE) gewihlt.

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine zeigen nach Firbung mit kolloidalem
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 nahezu tiiber die gesamte Trennstrecke eine hohe
Hintergrundfarbung, deren Ursachen bei diesen Proben nicht eindeutig geklart sind. Es
konnte angenommen werden, dass ein kovalent an Proteine gebundener Neuromelanin-
Anteil durch Bindung des Coomassie-Farbstoffes dazu beitragt. Des Weiteren fillt ein
hochmolekularer Probenanteil auf, der kaum in die Gelmatrix eindringt und selbst nach
Zentrifugation der Probe auftritt. Es ist anzunehmen, dass es sich dabei um stark
quervernetzte Proteine oder um anteiliges hochpolymeres Pigment handelt. Teilweise
Proteinquervernetzung kann ebenfalls zum Verschwinden diskreter Proteinbanden
filhren. Oftmals werden hohe Detergens-Konzentrationen als mogliche Griinde genannt,

was hier der Fall sein konnte.

Trotz vieler als getrennt erkennbarer Proteinbanden ist ersichtlich, dass das
Auflosungsvermogen der 1-D-SDS-PAGE selbst fiir das ,,Subproteom® der

Neuromelanin-Granula nicht ausreichend ist. Anders als bei der hoher auflosenden 2-D-
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Gelelektrophorese ist mit einer 1-D-SDS-PAGE beispielsweise weder eine
mengenmifige Abschitzung eines Proteins glaubwiirdig durchfithrbar, noch sind
Hinweise auf etwaige posttranslationale Modifikationen direkt ersichtlich. Daher ist ein
Vergleich der Proteome von Neuromelanin-Granula aus dem Gehirn von gesunden und

von Parkinson-Patienten mit dieser Trennmethode nicht ratsam.

5.4.1 Modifizierung von Proteinen mittels Dopamin

Die Anwesenheit groler Mengen an Protein im Cytosol einer Zelle ldsst die Frage
aufkommen, inwiefern Dopamin in einer derartigen Umgebung tatséchlich mit sich selbst
reagieren wiirde und so Neuromelanin bildet, sondern haupsichlich Proteine kovalent
modifizieren konnte. Die in vitro durchgefiihrten Untersuchungen mit Modellproteinen,
wie Lysozym oder BSA, aber auch mit Substantia-nigra-Homogenat zeigen die rasche
Modifizierbarkeit von Proteinen durch Dopamin. Das muss allerdings nicht unweigerlich
zu einem unldslichen Pigment fiihren, wie an BSA demonstriert werden konnte, kann

jedoch zu einer Quervernetzung von Proteinen fiihren.

In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass a-Synuclein (Conway et al., 2001), Tyrosin-
Hydroxylase (Kuhn et al., 1999), Neurofilament (Montine et al., 1995) und der Dopamin-
Transporter (DAT) (Berman et al., 1996; Whitehead et al., 2001) durch Dopamin
modifiziert werden konnen. Der dazu héufig eingesetzte NBT/Formazan-Assay zum
Nachweis von ortho-Chinongruppen ist jedoch zu unspezifisch, um Dopaminylierung in
Proteinhomogenaten  untersuchen  zu  konnen.  Dagegen  schlieft  eine
massenspektrometrische Analyse die prinzipielle Moglichkeit einer eindeutigen
Aufkldrung posttranslationaler Modifikationen nicht aus und bietet vor allem den Vorteil,
die modifizierten Proteine charakterisieren zu kdnnen. So konnten nach der Inkubation
von aus Ratten-Hirn isolierten Mitochondrien mit [*’H]-Dopamin, elektrophoretischer
Trennung und anschlieBender Radiographie zumindest vier Proteine als modifizierbar
identifiziert werden, und mittels Massenspektrometrie anschlieBend die Proteine

Aconitase und Neurofilament aufgeklirt werden (Kim et al., 2004).

In vivo kann eine derartige Dopaminylierung vermutet werden. Es ist hinldnglich
bekannt, dass Dopamin in vivo mit reduzierten, nucleophilen Thiol-Gruppen von Cystein
und Glutathion reagieren kann (Graham et al., 1978; Fornstedt et al., 1986). Eine erhohte
Konzentration solcher Addukte ist fiir die Parkinson-Krankheit beschrieben (Spencer et

al., 1998), allerdings wurden dopaminylierte Proteine in vivo bislang nicht nachgewiesen.
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Selbst an Proteinen der Neuromelanin-Granula konnten bei den massen-
spektrometrischen Untersuchungen keine derartigen Modifikationen identifiziert werden,
obwohl sich bei diesen Proteinextrakten ein mit dem kiinstlich modifizierten Substantia-
nigra-Homogenat vergleichbares elektrophoretisches Trennverhalten zeigte: in beiden
Fallen ist ein hochmolekularer Probenanteil zu beobachten, der nicht ins Gel einwandert.
Des Weiteren ist sowohl in vitro nach langerer Inkubation der Proben mit Dopamin, als
auch bei den Proteinen aus Neuromelanin-Granula eine tendenzielle Schmierbildung
einhergehend mit dem Verschwinden diskreter Proteinbanden zu verzeichnen. Dieses
Phédnomen ist in vitro als fortgeschrittene Proteinquervernetzungen mit einer
moglicherweise parallel ablaufenden Dopaminpolymer-Bildung an Proteinen erklérbar.
Quervernetzte Proteine in der Neuromelanin-Probe, sowie Addukte von Neuromelanin an
Proteinen sind wahrscheinlich, eine massenspektrometrische Aufkldrung ist allerdings in
jedem Fall kaum durchfiihrbar. Diese Schwierigkeiten diirften auch der Grund sein,
weshalb mit etwa 70 Proteinen zahlenmafBig relativ wenige Proteine identifiziert wurden
(Kapitel 4.8.2; Tab. 4). Mit analogen Analyseansidtzen waren meist mehrere hundert
Proteine identifiziert worden (Bell et al., 2001; Han et al., 2001; Pflieger et al., 2002;
Taylor et al., 2003), dagegen waren in Phase-I- und -II-Melanosomen (Basrur et al.,
2003), Chloroplasten (Peltier et al., 2002) und dem Golgi-Netzwerk (Bell et al., 2001)

ebenfalls nur etwa 70-80 Proteine gefunden worden.

5.4.2 ldentifizierte Proteine der Neuromelanin-Granula —

Biochemische Diskussion

Auf der Basis der massenspektrometrisch analysierten Peptide konnten Proteine
identifiziert werden, die Neuromelanin-Granula vorldufig als Organellen des endosomal-
lyosomalen Kompartimentensystems eingrenzen lassen. In eukaryotischen Zellen gelten
Lysosome als Kompartimente, in denen zellulire Bestandteile abgebaut und beseitigt
werden (de Duve, 1983; Kornfeld and Mellman, 1989). Zu diesem Zweck sind Lysosome
mit mehr als 50 Sdure-abhidngigen Hydrolasen ausgestattet, die den Abbau von
endogenen und exogenen Makromolekiilen bewerkstelligen. Lysosome sind hoch
dynamische, heterogene Organellen, die ausschlieBlich anhand der Morphologie nicht
identifiziert werden konnen (Hunziker and Geuze, 1996; Luzio et al., 2000; Mullins and
Bonifacino, 2001; Bagshaw et al., 2004). Eine spezifischere Beschreibung gelingt anhand

der Anwesenheit von glycosylierten, integralen Membranproteinen, die als Lysosomen-
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assozierte Membranproteine (LAMPs), als Lysosomen-integrierte Membranproteine
(LIMPs) und als lysosomale Membranglycoproteine (LMGs) bekannt sind. Im Gegensatz
zu den lysosomalen Vorldufer-Organellen, den spiten Endosomen, fehlen in Lysosomen
die Mannose-6-phosphat-Rezeptoren. Lysosomen halten einen niedrigen pH-Wert (4.5-
5.0) aufrecht, der fiir die luminalen, hydrolytisch wirksamen Enzyme bendtigt wird. Die
meisten dieser molekularen Charakteristika fiir Lysosomen werden allerdings auch mit
speziellen, Zelltyp-spezifischen ,,Lysosomen-verwandten Organellen geteilt (Diment et
al., 1995). Dazu gehdren unter anderen Melanosomen, lytische Granula der T-
Lymphozyten, die dichten Granula in Thrombozyten, sowie MHC-II-Kompartimente
(MHC, ,,major histocompatibility complex‘) (Neefjes, 1999) in Antigen-prasentierenden
Zellen, die jeweils andere physiologische Aktivititen als den Abbau von Biomolekiilen
wahrnehmen (Dell'Angelica et al., 2000). Tatsidchlich wurden in zahlreichen Studien {iber
genetisch bedingte Multiorganell-Erkrankungen Parallelen in der Entstehung von
Lysosomen und ,,Lysosomen-verwandten Organellen” aufgezeigt (Dell'Angelica et al.,

2000).

Es existieren verschiedenste Erkldrungsmodelle zur Entstehung von Lysosomen
(Hunziker and Geuze, 1996; Mullins and Bonifacino, 2001), jedoch ist man sich in allen
Féllen iiber die Beteiligung von sehr spezifisch ablaufenden Sortierungsmechanismen
einig. Membranprotein wie LAMP-1 und LIMP II verlassen das trans-Golgi-Netzwerk
auf einer sekretorischen Route in Richtung der endosomalen Kompartimente und werden
dabei vom Adaptor-Komplex AP-3 (Dell'Angelica et al., 1999) anhand ihrer Tyrosin-
(LAMP-1) und Di-Leucin-basierenden (LIMP II) Erkennungsmotive (Honing et al.,
1998; Dell'Angelica et al., 1999; Obermuller et al., 2002; Bonifacino and Traub, 2003)
geleitet. Dieser Adaptor Komplex AP-3 ist auch fiir die Biogenese der den Lysosomen
sehr dhnlichen Melanosomen essentiell, indem AP-3 die Proteine der Tyrosinase-Familie
aufgrund ihrer Di-Leucin-Motive zuordnet (Jimbow et al., 2000). Allerdings wurden bei
den Untersuchungen der Neuromelanin-Granula keine melanogenen Enzyme, wie
Tyrosinase und TRP-1 & -2 (,.tyrosinase-related proteins 1 & 2°) gefunden. Auch wenn
geringe Mengen von Tyrosinase-mRNA in der humanen Substantia nigra nachgewiesen
worden sind (Xu et al., 1997), scheint das zugehorige Protein dennoch nicht im
menschlichen Gehirn exprimiert zu sein und diirfte folglich auch keine Rolle in der
Biogenese von Neuromelanin spielen (Ikemoto et al., 1998). Dies schlie3t jedoch nicht
aus, dass ein analoges Enzym kovalent an das Neuromelanin-Geriist gebunden ist und

dadurch fiir Detergentien nicht 16sbar wird (Zeise et al., 1992; Orlow, 1995).
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In Hinblick auf die Sortierungsmechanismen fiir lysosomale Membranproteine sei darauf
hingewiesen, dass das klassische lysosomale Markerprotein ,,saure Phosphatase* bei den
massenspektrometrischen Untersuchungen nicht detektiert wurde. Saure Phosphatase
wird voriibergehend als Typ-I-Membranprotein in die lysosomale Membran eingebaut,
um anschlieBend proteolytisch prozessiert zu werden. Dabei wird auf der luminalen Seite
der Membran der katalytisch aktive Teil des Proteins abgespalten und allmihlich in die

Matrix der Lysosomen freigesetzt (Waheed et al., 1988).

Eine andere Sortierungsroute leitet saure Hydrolasen, die anhand von Mannose-6-
phosphat-Resten markiert sind, in Clathrin-umhiillten Transportvesikel (,,clathrin-coated
vesicles®) liber Endosomen zu Lysosomen. Diese Transportvesikel knospen vom trans-
Golgi-Netzwerk ab, sobald Mannose-6-phosphat-Rezeptoren an die phosphorylierten
Mannosereste der Proteine binden. Dynamin wurde erst vor kurzem in Assoziation mit
spaten Endosomen, Tubulovesikel und Clathrin-umbhiillten Transportvesikel gezeigt, und
diirfte unter anderem an der Wiederverwertung der Mannose-6-phosphat-Rezeptoren
nach Dissoziation der gebundenen Hydrolasen in der Ziel-Organelle beteiligt sein
(Nicoziani et al., 2000). Interessanterweise konnte bei den Proteom-Analysen von
Neuromelanin-Granula nur ein unerwartet geringer Anteil an mannosyslierten
lysosomalen Enzymen identifiziert werden, wie beispielsweise Glycosylhydrolasen (EC
3.2.1.) (Journet et al., 2002). Diese Situation spiegelt sich auch nach der Inkubation von
Elektroblots mit Galanthus-nivalis-Agglutinin (GNA) wider.

Einige Proteine, wie beispielsweise die saure Ceramidase, die den Abbau von
Glycosphingolipiden bewerkstelligen (Sandhoff et al., 1998), wurden identifiziert.
Glycosphingolipide befinden sich vor allem in neuronalem Gewebe und konnten auch
Bestandteile der lipidhéltigen Vakuolen der Neuromelanin-Granula sein. Mutierte
Formen der Tripeptidyl-Peptidase 1 (Tabelle 4, #9) und der Dipeptidyl-Peptidase II
(Tabelle 4, #13) sind ursdchlich mit sédmtlichen Typen der Neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose (NCL) verbunden, die sich durch eine charakteristische Akkumulation von
autofluoreszenten Einschlusskorpern auszeichnen (Mole et al.,, 1999). Diese Formen
neurodegenerativer Erkrankungen werden als lysosomale Speicherkrankheiten

bezeichnet und scheinen auf einer defekten Proteolyse zu beruhen.
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Die Lokalisierung von L-Ferritin in Neuromelanin-Granula

Im Rahmen der massenspektrometrischen Untersuchungen wurden Peptide
nachgewiesen, deren Sequenz Hinweis auf die Anwesenheit von L-Ferritin gaben.
Ferritin ist in den meisten Zellen der wichtigste Eisenspeicher, wobei schidliches
cytosolisches Eisen in Form von Oxohydroxy-Komplexen im Inneren von Ferritin
gebunden und unschddlich gemacht wird. Immunhistochemische Untersuchungen
konnten Ferritin in den melanisierten Neuronen der Substantia nigra pars compacta kaum
nachweisen, jedoch in den umliegenden Zellen, wie Mikroglia, Oligodendrozyten und
Astrozyten (Jellinger et al., 1990; Zecca et al., 2001; Zecca et al., 2004). In-situ-
Hybridisierungsstudien konnten keine nennenswerte Expression von L-Ferritin-mRNA in
melanisierten Neuronen nachweisen (Faucheux et al., 2002). Ferritin wird wahrscheinlich
dennoch, zwar in geringer Menge, in den pigmentierten Neuronen der Substantia nigra
pars compacta exprimiert. Es gibt Hinweise darauf, dass diese vermutlich sehr niedrige
Expression bei immunhistochemischen Untersuchungen als Hintergrundfarbung

angesehen und daher vernachlédssigt worden ist.

Uber die Lokalisierung von Ferritin in Neuronen ist generell wenig bekannt (Berg et al.,
2001). Allerdings nimmt man an, dass cytosolisches Ferritin von Lysosomen
aufgenommen werden kann (Radisky and Kaplan, 1998). In zahlreichen Geweben mit
hohem Eisengehalt, beispielsweise der Leber, findet man spezielle subzelluldre
Organellen, sogenannte Siderosome, die offensichtlich der Speicherung grofler Mengen
an Eisen dienen (Richter, 1978, 1984). Diese Siderosome sind spezielle lysosomale
Kompartimente, aus denen offensichtlich nach Proteolyse von Ferritin das amorphe
Himosiderin  entsteht. Ahnlich wie Siderosome sind Neuromelanin-Granula
eisenspeichernde Organellen, in denen Eisen auf vergleichbare Art wie in Ferritin oder
Hamosiderin angeordnet ist (Gerlach et al., 1995). Der massenspektrometrische
Nachweis von Ferritin gibt allerdings Hinweis darauf, dass die Akkumulation von Eisen
in Neuromelanin-Granula nicht nur passiv stattfinden konnte, sondern wahrscheinlich

auch iiber einen regulierten, Ferritin-vermittelten Prozess ablaufen konnte.

Die Parkinson-Krankheit ist von einer pathologisch erhohten Eisenakkumulation
begleitet, die spezifisch in Neuromelanin-Granula lokalisierbar ist (Jellinger et al., 1992).
Obwohl mutiertes Ferritin zu vermehrter Eisenablagerung in den Basalganglien und einer
extrapyramidalen Bewegungssymptomatik fithren kann (Curtis et al., 2001), konnte bei

der Parkinson-Krankheit keine Assoziation zwischen der erhohten Eisenakkumulation
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und genetischer Verdnderungen von Ferritin nachgewiesen werden (Felletschin et al.,
2003). Auch geht die Akkumulation von Eisen bei der Parkinson-Krankheit nicht mit
einer Hochregulierung von Ferritin einher (Connor et al., 1990; Dexter et al., 1991; Mann
et al., 1994; Connor et al., 1995; Faucheux et al., 2002), noch mit einer Verdnderung auf
Ebene der ,,Eisen-regulierenden Proteine*, wie IRP2 (Deplazes et al., 2004). Wie dieser
pathophysiologische Prozess tatsdchlich ablduft, ist daher immer noch unklar. Es gibt
allerdings Hinweise, dass die Ursache fiir die Aufnahme von Eisen in das Gehirn mit

einer Storung der Blut-Hirn-Schranke begriindet sein diirfte (Oestreicher et al., 1994).

Identifizierung von Proteinen aus dem Endoplasmatischen Reticulum

Zusitzlich zu den beschiebenen lysosomalen Proteinen konnten Proteine identifiziert
werden, die in erster Linie dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) zugeordnet werden.
Hauptbestandteile des ER, wie Cytochrom-P-450-Isoformen oder NADPH-Cytochrom-c-
Reduktase, wurden bei der massenspektrometrischen Protein-Analyse von
Neuromelanin-Granula nicht identifiziert. Ebenso wenig konnte das ER-Markerprotein
BiP/grp78 iiber MS oder Western-Immunoblotanalyse detektiert werden, so dass man
eine spezifische Lokalisierung der ER-residenten Proteine in den Neuromelanin-Granula

annehmen kann.

Eine direkte Beteiligung des ER an der Entstehung von subzelluliren Kompartimenten
wird fiir Autophagosomen vermutet, die nach derzeitigem Wissensstand aus der
Vereinigung endoplasmatischer Membranen mit endosomalen Kompartimenten gebildet
werden (Dunn, 1990a, 1990b; Liou et al., 1997). Ein dhnlich konvergierender
Biogeneseweg wird auch fiir Melanosomen diskutiert (Basrur et al., 2003; Dell'Angelica,
2003). Trotz vieler Gemeinsamkeiten in der Biogenese von Lysosomen-verwandten
Organellen und Lysosomen hinsichtlich der Beteiligung des trans-Golgi-Netzwerks,
wurden fiir Lysosomen dagegen erst kiirzlich durch subzelluldre Proteomanalyse der
lysosomalen Membranproteine auch einige ER Proteine identifiziert (Bagshaw et al.,
2004). Demnach wiirden Proteine des ER zur Etablierung frither endosomal-lysosomaler
Strukturen, einschlieBlich der Phagosomen in Makrophagen (Garin et al., 2001) und der
Phase-I-Melanosomen in Melanocyten (Basrur et al., 2003; Dell'Angelica, 2003),
beitragen. Im Verlauf der Reifung von Phagosomen zu Phago-Lysosomen nimmt die

Anzahl der dem ER zuordenbaren Proteine kontinuierlich ab, vor allem Calnexin
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verschwindet rasch bei diesem Reifungsprozess (Gagnon et al., 2002). Wiahrend einige
ER-residente Proteine noch in konventionellen Lysosomen auffindbar sind (Bagshaw et
al., 2005), ist Calnexin in diesen Organellen abwesend, wird jedoch in Lysosomen-
verwandten Organellen, wie beispielsweise den Melanosomen, lokalisiert (Dakour et al.,
1993; Salopek and Jimbow, 1996; Toyofuku et al., 1999; Basrur et al., 2003).
Gleichzeitig mehren sich Hinweise auf die Funktion von Calnexin als einem
melanogenen Chaperon (Jimbow et al., 1994; Jimbow et al., 2000), das nach derzeitiger
Ansicht eine unterstiitzende Rolle zur korrekten Faltung und der Sortierung melanogener
Enzyme, speziell der Tyrosinase-Gen-Familie, in Richtung der Ziel-Kompartimente hat

(Toyofuku et al., 1999; Hasegawa et al., 2003).

Transport-
Vesikel

trans-Golgi- : .
Netzwerk Spates Endosom

Fruhes Endosom

Lysosom

/

Vorlaufer- ?

Zellkern Neuromelanin- \»

Granula?

\/

B Neuromelanin-
Granula

Endoplasmatisches
Reticulum (ER)

Abbildung 40: Modell der Biogenese von Neuromelanin-Granula.

Proteine des ER als Bestandteile von Neuromelanin-Granula sind demnach nicht
verwunderlich, sondern vielmehr Indiz dafiir, dass deren Bildung weitgehend analog der
Biogenese von Lysosomen und Lysosomen-verwandten Organellen iiber das trans-

Golgi-Netzwerk und diesem nachgelagerten endosomalen Kompartimenten ablaufen
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diirfte (Abb. 40). Ob der Einfluss des ER {iber das trans-Golgi-Netzwerk (Abb. 40; A)
oder auf direktem Weg (Abb. 40; B) stattfindet, ist jedoch unklar.

5.5 Neuromelanin-Granula — ein weiterer Vertreter der Lysosomen-verwandten

Organellen

Wenn auch die Abfolge der komplexen dynamischen Prozesse zur Biogenese von
Zellorganellen und konkret fiir Neuromelanin-Granula anhand ihres Proteoms kaum
aufgeschliisselt werden kann, so sind dennoch wichtige Hinweise auf die Entstehung
ableitbar. Umso mehr liegt das Potenzial der subzelluldren Proteom-Analyse darin,
Organellen anhand ihrer Proteinzusammensetzung sehr detailliert charakterisieren und

beschreiben zu konnen.

Durch die vermehrte Anwendung der subzelluliren Proteom-Analyse zur
Charakterisierung von Organellen stehen bereits einige umfangreiche Datensitze
verschiedener subzelluldrer Proteome zur Verfiigung (Taylor et al., 2003). Dabei werden
nicht nur neue Proteine identifiziert, sondern auch bekannte Proteine mit einer
bestimmten Organelle in Verbindung gebracht, die man in dieser nicht vermutet hitte. So
bringen derartige Analysen einerseits zum Vorschein, dass die grofle Vielfalt
unterschiedlicher Organellen durch multitopologische Lokalisierung von Proteinen

bedingt werden kann (Abb. 41).

Proteine des ER finden sich nicht nur in Lysosomen und Lysosomen-verwandten
Organellen, sondern auflerdem im Proteom von Peroxisomen. So ist die Aldehyd-
Dehydrogenase zwar ein ER-Protein, jedoch gleichzeitig auch ein intrinsisches
peroxisomales Protein (Kikuchi et al., 2004). Andererseits wird ersichtlich, dass die
teilweise sehr unterschiedlichen Funktionen verwandter Organellen aus den

Kombinationen offensichtlich weniger Proteine resultieren (Bagshaw et al., 2005).

Lange Zeit war die Diskussion iiber die Zugehorigkeit von Neuromelanin-Granula zu
einer bestimmten Organellengruppe von Spekulationen geprédgt, wobei unter anderem
Lysosomen und Phagosomen als Bezeichnungen genannt wurden (Barden, 1969). Nun
wurden mit 73 Proteinen zahlreiche lysosomale Membranproteine und
hydrolytischwirkende Enzyme von Lysosomen als Bestandteile der Neuromelanin-
Granula identifiziert. Obwohl diese Proteine auch fiir andere Organellen-Typen

beschrieben sind, bezeichnet man diese Organellen dennoch nicht als Lysosome, sondern
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als Lysosomen-verwandte Organellen. Diese unterscheiden sich von konventionellen
Lysosomen meist in ihrer Morphologie, vor allem aber in ihrer speziellen Funktion, die
sie in wenigen sehr spezialisierten Zelltypen ausiiben. Es bleibt nun die Frage zu kléren,
welchem Organellen-Typ Neuromelanin-Granula anhand der identifizierten Proteine

zugeordnet werden koénnen.

Peroxisom

' Mitochondrium

Phagosom

Melanosom

Lysosom

Abbildung 41: Multitopologische Lokalisierung von Proteinen. Organellen sind hier im mathematischen
Sinn als ,Mengen ihrer Proteine” dargestellt. Im Rahmen von subzelluliren Proteomanalysen
verschiedener Organellen-Typen wird vermehrt zum Vorschein gebracht, dass manche Proteine in
mehreren unterschiedlichen Organellen lokalisiert sein konnen. Inwiefern es sich dabei um die selben
Isoformen handelt, ist kaum bekannt.

Neuromelanin-Granula sind rein morphologisch betrachtet keine Autophagosomen
(autophagic vacuoles). Sie sind nicht von multilamellaren Membranen umgeben (Moses
et al., 1966; Hirosawa, 1968), die fiir Autophagosomen beschrieben sind (Fengsrud et al.,
2000a). Des Weiteren fehlen Neuromelanin-Granula fiir Autophagosomen
charakterisierte Proteine, wie Lactat-Dehydrogenase, Isoformen der Argininosuccinat-
Synthase und der 2-Enolyl-CoA-Hydratase, oder BiP/grp78 (Fengsrud et al., 2000b),
welches als ER-Protein auch in Lysosomen (Bagshaw et al., 2005) und den Lysosomen-

verwandten Melansosomen (Basrur et al., 2003) zu finden ist.
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Tabelle 5: Proteinvergleich der Neuromelanin-Granula mit Lysosomen und Lysosomen-verwandten
Organellen. Vergleichende subzellulire Proteomanalysen von konventionellen Lysosomen, Lysosomen-
verwandten Organellen (Phagosomen, Phase-I- & -II-Melanosomen und Neuromelanin-Granula) zeigen
die Gemeinsamkeiten dieser Organellen. Vor allem wird jedoch deutlich, dass die gravierenden
morphologischen und funktionellen Unterschiede durch die An- oder Abwesenheit sehr weniger Proteine
bedingt sein diirfte.

Phase-1- & -1I- Neuromelanin-
Melanosom Granula

Protein Lysosom  Phagosom

Lysosomale Proteine
LAMP-1 4 v v
LAMP2
LIMP II
LAMP3 — —
V-ATPase A
V-ATPase B
V-ATPase D
V-ATPase E
Niemann-Pick C1

NN NN AN
< AN
RN LR
N NN SR

Cathepsin L
Cathepsin Z

AN

Cathepsin B

Nicastrin

AN NN RN
~D

AN

Prosaposin

DN NI NN

-~
|

Tripeptidyl-peptidase 1

Immunsystem
MHC I alpha v v — —

Endoplasmatisches
Reticulum
BiP/grp78 4 v v —

<
<
I

Protein Disulfidisomerase v
(ER60)

Ribophorin I 4 — v v
Calnexin —
ER59 —
Cytochrom P450 —

D N N NI N

Calreticulin —

150




DISKUSSION

Andere
Peroxiredoxin 1
PI-4-K Typ 2
Hsp60
Prohibitin

Apoptose
VDACI
Alix
TRAIL

Annexin 5

Transport
SNAP alpha
Rab7

Rab2
Rab5C
Ubiquitin
NIPSNAPI

2’.3’-cNucleotid-3-phospho-

diesterase

Melanogenese
Tyrosinase
TRP1

TRP2

Tyrosin-Hydroxylase

AN N N NN

D N N NI

N X X X

AN

AN

ANERNERN

AN NI

Insgesamt identifizierte

Proteine

215

117

68

73

Adaptiert und erweitert nach Bagshaw et al., 2005, Garin et al., 2001 und Tribl et al., 2005.

Im direkten Vergleich des Proteoms von Neuromelanin-Granula mit den Proteomen von

Lysosomen (Bagshaw et al., 2005), Phagosomen (Garin et al., 2001) und Phase-I- oder

-II-Melanosomen (Basrur et al., 2003) (Tab. 5) wird deutlich, dass bereits anhand

weniger Proteine nicht nur ein Verwandtschaftsverhiltnis, sondern auch die Originalitét

der jeweiligen Organelle demonstriert werden kann. So sind Neuromelanin-Granula trotz

der Anwesenheit vieler ,lysosomaler Proteine dennoch keine konventionellen
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Lysosomen. Viele dieser lysosomalen Proteine werden auch in Lysosomen-verwandten
Organellen (z.B. Phagosomen und Melanosomen) exprimiert. Ahnliches gilt fiir die
Proteine des ER. Obwohl in allen vier Organellen-Typen Proteine des ER lokalisiert sind,
sind Unterschiede klar erkennbar. Neuromelanin-Granula sind demnach keine
klassischen Lysosomen, aber auch keine Phagosomen oder Melanosomen. Mit grof3er
Wahrscheinlichkeit stellen Neuromelanin-Granula einen separaten Organellen-Typ dar,

den man der Gruppe der Lysosomen-verwandten Organellen zuordnen kann.

5.6 Ausblick

Nach der erfolgreichen Aufkldrung der Proteinzusammensetzung von Neuromelanin-
Granula der Substantia nigra pars compacta und ihrer Beschreibung als Lysosomen-
verwandte Organellen ergeben sich weitere Fragestellungen beziiglich noch unbekannter
Funktionen dieser Organellen, des Bildungsmechanismus von Neuromelanin und

etwaiger Abbauwege dieses Pigments.

Der Proteinvergleich von gesundem und krankem Gewebegut konnte interessante
Einblicke in zellulire Storungen, die mit Neuromelanin-Granula assoziiert sind,
ermOglichen. So konnten derartige vergleichende Untersuchungen unter anderem
Aufschluss dariiber geben, (1) welche Proteine und Faktoren tatsdchlich an der Bildung
von Neuromelanin beteiligt sind, (2) die Menge an gebildetem Neuromelanin konstant
halten, (3) welches genetische Programm der Bildung von Neuromelanin-Granula
zugrunde liegt, so dass diese Organellen in manchen, jedoch nicht in allen
catecholaminergen Neuronen gebildet werden, und (4) welche Faktoren fir die
spezifische Eisenakkumulation in Neuromelanin-Granula bei der Parkinson-Krankheit

verantwortlich sind.

Speziell fiir die Parkinson-Krankheit ist ungeklért, inwiefern Verdnderungen der nun in
Neuromelanin-Granula identifizierten Proteine auch eine Rolle bei patho-biochemischen
Prozessen spielen und Risikofaktoren fiir diese Krankheit darstellen konnten. Des
Weiteren ist unklar, ob es Abbauwege fiir Neuromelanin gibt, und inwiefern diese bei der
Parkinson-Krankheit betroffen sind. Unverstanden ist auBlerdem die Rolle der

Lipidvakuolen, die an Neuromelanin-Granula assoziiert sind.

Uber die chemische Zusammensetzung von Neuromelanin, das in den noradrenergen
Neuronen des Locus coeruleus gebildet wird, sind besonders wenig bekannt. Da bei der

Parkinson-Krankheit nicht nur die pigmentierten Neurone der Substantia nigra, sondern
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auch des Locus coeruleus absterben, konnte ein Vergleich der beiden Neuromelanin-
Typen sowohl hinsichtlich der chemischen Struktur, als auch auf Proteinebene wichtige
Einblicke in Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in der Biogenese und bei

neurodegenerativen Prozessen geben.

Ein limitierender Faktor fiir derartige Untersuchungen ist vermutlich der Mangel an
ausreichendem Untersuchungsmaterial. Da Analysen an Post-mortem-Gewebe auBlerdem
kaum funktionelle Studien zulassen, wird es in der Zukunft notwendig sein, kultivierbare

zelluldre Testsysteme zu entwickeln, um viele dieser Fragen beantworten zu kdnnten.
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ZUSAMMENFASSUNG

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Untersuchungen zur Bildung des Pigments
Neuromelanin, eines Polyphenols, das die Ursache fiir die dunkle Farbgebung der
humanen Substantia nigra pars compacta ist. Eine Beteiligung von Neuromelanin an den
pathobiochemischen Ereignissen bei Parkinson-Krankheit erklirt das klinische Interesse

an Neuromelanin.

Die Untersuchungsmoglichkeiten von Neuromelanin sind limitiert: einerseits ist eine
chemische Strukturaufklirung aufgrund der Unloslichkeit dieses amorphen Polymers
kaum zu bewerkstelligen, andererseits wird mangels geeigneter biologischer Testsysteme

ein Einblick in die Biogenese von Neuromelanin verwehrt.

Zurzeit wird die Bildung von Neuromelanin anhand der beiden konkurrierenden
Hypothesen als Autoxidation von Dopamin oder durch Beteiligung eines Enzyms
(,,Tyrosinase-Konzept®) erklart. In dieser Arbeit wurden beide hypothetischen Ansitze
bearbeitet, wobei einer enzymatischen Biogenese von Neuromelanin die Priferenz

gegeben wird.

So =zeigten Versuche zur Metall-vermittelten Polymerisation von Dopamin unter
physiologischen Bedingungen keine gesteigerte Bildung eines Dopaminmelanins.
Dagegen wurde eine Modifizierung und Quervernetzung von Proteinen durch Dopamin

am Beispiel BSA als ein alternativer Reaktionsweg bestétigt.
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Abbildung 12.1: Einfluss von redoxaktiven Metallen auf die Bildung von Dopaminmelanin.
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Abbildung 15.1: Untersuchungen zur Modifizierung von BSA durch Dopamin.

Hypothesen-geleitete Ansédtze zur Untersuchung des ,,Tyrosinase-Konzepts® mittels
immunhistochemischer Methoden bestétigten die Abwesenheit von Tyrosinase, dem
Schliissel-Enzym der Biogenesekaskade von okulokutanem Melanin (A), im humanen

Hirnstamm (C, D).

Abbildung 19.1: Immunhistochemische Farbung eines Melanoms und der Substantia nigra mit Anti-
Tyrosinase-Antikorper.

Eine weiterfithrende Entwicklung zum ,,Tyrosinase-Konzept* erfolgte dahingehend, dass
mit bioinformatischen Losungsansitzen im menschlichen Genom gezielt nach
Tyrosinase-dhnlichen Gen-Sequenzen gesucht wurde und schliesslich fiir die Sequenz

des vermeintlichen Pseudogens ,,TYRL® (tyrosinase-like) drei ,,expressed sequence tags*
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(ESTs) identifiziert wurden. Trotz prinzipieller Transkription dieser Sequenz trigt ein

TYRL-abgeleitetes Protein allerdings nicht zur Pigmentierung der humanen Substantia

nigra bei.

Tabelle 3.1: Exprimierte TYRL-Sequenzen.

TYRL- Sequenz Gewebe, Ubereinstimmung Liicken Score,
EST’s (GenBank cDNA-Bank [bp] [bp] [E-Wert]
file acc. #)
EST (1) gi: 7458229 fotale Lunge, Hoden, Lymph-  Exon 4: 54/57 0 91.7 bits (46),
(AW665590.1) Knoten (B-Zellen), gepoolt (94 %) 9]
Homo sapiens, Exon 5: 532/532 0 1055 bits (532),
Soares_NFL_T_GBC_S1 (100 %) [0.0]
EST (2) gi: 3797932 fotale Lunge, Hoden, Lymph-  Exon 4: 145/149 4/149 232 bits (117),
(AI218117.1)  Knoten (BZellen), gepoolt (97 %) Q%) 477
Homo sapiens, Exon 5: 392/392 0 777 bits (392),
Soares_ NFL_T_GBC_S1 (100 %) [0.0]
EST (3) 3770763  Hoden Exon 4: 473/487 6/487 821 bits (414),
(AI208821.1) (97 %) (1%)  [0.0]

Homo sapiens,
Soares_testis_NHT

Zur globalen Untersuchung von Neuromelanin-Granula wurde nun erstmals eine

Isolierung der Pigment-haltigen Organelle vorgestellt, die die Basis fiir eine umfassende

Proteomanalyse mittels 1-D-SDS-PAGE und ESI-Tandem-Massenspektrometrie bildete.

Gewebehomogenisierung

annT S Subzellulére
LIRSS d; Fraktionierung
[ Neuromelan‘m-\
ko_-_m_n_n_-_u_mj Granula
Zellsuspension
o .ooo )
e 3 Zellhomogenat

+ Det

* (EP

Zelltrennung mittels Zentrifugation

(Saccharosegradient)

Mechanischer Zellaufschluss,
Freisetzung der Organellen

Abbildung 30.1: Schema zur Isolierung von Neuromelanin-Granula aus Substantia-nigra-Gewebe.
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Die Isolierung von Neuromelanin-Granula aus humanem Substantia-nigra-pars-
compacta-Gewebe gelang in einem zwei-stufigen Ansatz, wobei sich durch eine
vorgelagerte Anreicherung der pigmentierten Neurone nicht nur die Probenkomplexitit
fir die eigentliche Organellen-Isolierung erheblich verringerte, sondern auch

Verunreinigungen aus anderen Zelltypen minimiert wurden.

Die isolierten Neuromelanin-Granula wiesen auf morphologischer Ebene nach
elektronenmikroskopischer Inspektion einen hohen Grad an struktureller Integritit auf,
die durch die Anwesenheit sdmtlicher Charakteristika, z.B. des elektronendichten
Neuromelanins oder der assoziierten Lipidvakuolen, gekennzeichnet war. Auf
molekularer Ebene spiegelten immunologische Western-Blot-Analysen die hohe
Sauberkeit die Isolate wieder, die sich anhand spezifischer Marker-Proteine in der
Abwesenheit samtlicher zelluldrer Strukturen, z.B. des Zellkerns, der Mitochondrien, des
Golgi-Netzwerks, friiher Endosomen, der Zellmembran oder des Endoplasmatischen

Reticulums, ausdriickten.

. MM NM SN MM NM SN
kDa]
Spume | [ [@"
e.f_%) 140 — - | GMI30 o LAMP-1
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L

Abbildungen 32.1, 33.1 und 36.1: Morphologische und molekulare Validierung der Isolate.

Die anschliessenden massenspektrometrischen Analysen dieser Organellen liessen die
Identifizierung von ingesamt 73 Proteinen zu. Diese waren vor allem lysosomalen
Proteinen zuordenbar, z.B. charakteristischen Membranproteinen (LAMP-1), sdmtlichen
Proteasen, Proteinen des Metabolismus von (Glyco-)Lipiden und Glycoproteinen, aber
auch Proteinen des Cytosols und des vesikuldren Verkehrs. Entscheidend war die

Anwesenheit von Proteinen des Endoplasmatischen Reticulums (ER); Calnexin gilt als
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ein melanogenes Chaperon, das nicht in Lysosomen vorkommt, dagegen aber in

Lysosomen-verwandten Organellen.

Lysosome-verwandte

vesikuldrer Organellen,
Verkehr; 8 Endoplasmatisches
Reticulum; 4 lysosomale

Proteine; 23

mitochondriale

Proteine; 4 Membran-

Proteine; 6
Proteasen; 7

(Glyco)-Lipid-
Metabolismus; 6

\ Glycoprotein-
Proteine ; 11 \ Metabolismus; 4

unbekannt; 3

wahrscheinlich
cytosolische

andere; 5

Nach Tabelle 4: Proteine der Neuromelanin-Granula.

Das Proteinprofil von Neuromelanin-Granula deutete darauf hin, dass diese Organellen
iiber einen endosomal-lysosomalen Biogeneseweg gebildet werden. Wie das
unmittelbare Vorldufer-Kompartiment von Neuromelanin-Granula beschaffen ist, liefl

sich daraus jedoch nicht ermitteln.

trans-Golgi- /vSpéites En do;h

Netzwerk
s )

Frithes Endosom
(‘ & ) ? Lysosom

Zellkern i
Vorlaufer-

NM-Granula? \'

Neuromelanin-
Granula

Endoplasmatisches
Reticulum (ER)

Abbildung 40.1: Modell der Biogenese von Neuromelanin-Granula.
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Im Vergleich mit bereits existierenden Proteinprofilen von Lysosomen und Lysosomen-
verwandten Organellen zeigten die in Neuromelanin-Granula identifizierten lysosomalen
Proteine und Proteine des ER, dass diese Organellen der humanen Substantia nigra keine
konventionellen Lysosomen sind, sondern mit hoher Wahrscheinlichkeit der Gruppe der

Lysosomen-verwandten Organellen zuzuordnen sind.
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SUMMARY

This work focusses on the formation of the polyphenolic pigment neuromelanin, which
accounts for the dark colour of the human substantia pars compacta. A contribution of
neuromelanin to the patho-biochemical events in Parkinson’s disease is suggested, which

is the reason for the clinical interest in this pigment.

The analytical approaches to investigate neuromelanin are limited: on the one hand, an
elucidation of the chemical structure is hardly possible to accomplish due to the
insolubility of this amorphous polymer, on the other hand, the lack of appropriate

biological test systems prevents insight into the biogenesis of neuromelanin.

Currently the formation of neuromelanin is addressed by two competing hypotheses
either by autoxidation of dopamine (“autoxidative concept”), or by contribution of an
enzyme (“tyrosinase concept”). This work covered both hypothetical approaches, but the

concept of an enzymatic biogenesis of neuromelanin is preferred.

Experiments monitoring the polymerisation of dopamine mediated by metals did not
reveal an increased formation of dopamine melanin. As an alternative reaction pathway,
however, the modification and cross-linking of proteins by dopamine, e.g. BSA, was

confirmed.
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Figure 12.1: Influence of redoxactive metals on the formation of dopamine melanin.
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Figure 15.1: Modification of BSA by dopamine.

Hypotheses-guided approaches, which investigated the “tyrosinase concept” by
immunohistochemistry confirmed the lack of expression of tyrosinase, the key enzyme in

the formation cascade leading to oculocutaneous melanin, in the human brainstem.

Figure 19.1: Immunochistochemical staining of a melanoma and the substantia nigra with an antibody
against tyrosinase.

A refinement of the ,,tyrosinase concept* was attempted by application of bioinformatics
to screen the human genome for tyrosinase-related gene sequences. Thereby, the focus

was laid on a supposed pseudogene TYRL (tyrosinas-like). Three expressed sequence
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tags (ESTs) of TYRL, however, were identified which point at the possible transcription
of this sequence. Nevertheless, a protein derived from TYRL does not account for the

pigmentation of the human substantia nigra.

Table 3.1: Expressed sequences of TYRL.

TYRL sequence tissue, identical overlap gaps  score,
EST’s (GeneBank cDNA-bank [bp] [bp] [E-value]
file acc. #)
EST (1) gi: 7458229 fetal lung, testis, lymph nodes exon 4: 54/57 0 91.7 bits (46),
(AW665590.1) (B cells), pooled (94 %) 9]
Homo sapiens, exon 5: 532/532 0 1055 bits (532),
Soares_NFL_T_GBC_S1 (100 %) [0.0]
EST (2) gi: 3797932 fetal lung, testis, lymph nodes  exon 4: 145/149 4/149 232 bits (117),
(AI218117.1) (B cells), pooled (97 %) Q%) 477
Homo sapiens, exon 5: 392/392 0 777 bits (392),
Soares NFL_T_GBC S1 (100 %) [0.0]
EST (3) gi: 3770763 testis exon 4: 473/487 6/487 821 bits (414),

(A1208821.1) (97 %) (1%)  [0.0]

Homo sapiens,
Soares_testis_ NHT

Aiming at a global analysis of these pigmented organelles, the isolation of neuromelanin
granules was introduced for the first time, which formed the basis for an extensive

proteomic
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Figure 30.1: Outline of the isolation of neuromelanin granules from human substantia nigra pars
compacta.
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analysis by 1-D SDS-PAGE and ESI tandem mass spectrometry.

The isolation of neuromelanin granules from tissue of human substantia nigra pars
compacta was achieved by a approach consisting of two consecutive steps. The
enrichment of pigmented neurones preceeding the actual isolation of the organelles not
only tremendously reduced the sample’s complexity but also significantly prevented

contamination by neighbouring cell types.

Based on inspection by electron microscopy, at the morphological level the isolated
Neuromelanin granules exhibited a high degree of structural integrity, which was
characterised by the preservation of the electron-dense neuromelanin and the associated
lipidic bulbs. At the molecular level, Western immunoblot analyses mirrored the high
purity of the isolates, which was demonstrated by the absence of organelle marker
proteins of several cellular structures, such as the nucleus, mitochondria, the Golgi

network, early endosomes, the cell membrane and the endoplasmic reticulum.
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Figures 32.1, 33.1 und 36.1: Morphologicale and molekular validation of the isolates.

Subsequently, the analyses by mass spectrometry facilitated the identification of 73
proteins, most of which were attributable to lysosomal proteins, e.g. characterisitcal
membrane proteins (LAMP-1), various proteases, proteins engaged in the metabolism og
(glycol)-lipids and glycoproteins, but also cytosolic proteins and proteins involved in

vesicular traffic. Intriguingly, there were proteins identified which originate form the
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endoplasmic reticulum (ER), most notably calnexin, a melanogenic chaperone, which is

not found in lysosomes but in lysosome-related organelles.

lysosome-related
organelles /
endoplasmic

reticulum; 4

vesicular traffic; 8

lysosomal proteins;

23
mitochondrial

proteins; 4 membrane; 6

probably cytosolic ;

1 (glyco)-lipid

metabolism; 6

glycoprotein

metabolism; 4
others; 5

unknown; 3

According to table 4: Proteins of the neuromelanin granules.

This first protein profile of neuromelanin granules pointed at a biogenic pathway of these
organelles via the endosome-lysosomal pathway, however, the composition of the

ultimate precursor compartment of neuromelanin granules remains elusive.
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Figure 40.1: Schematic model of a proposed biogenetic pathway of neuromelanin granules.
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By comparison of yet existing protein profiles of lysosomes and lysosome-related
organelles it became clear that neuromelanin granules from the human substatia nigra are
no conventional lysosomes, but should rather be attributed to the group of lysosome-

related organelles.
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