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1. Einleitung

1.1. Morbus Parkinson

Der britische Arzt und Apotheker James Parkinson (1755-1824) beschrieb erstmals
1817 in ,An essay on the shaking palsy“ anhand von sechs Fallen einige der
charakteristischen Symptome der spater durch Jean-Martin Charcot (1825-1893)
nach ihm benannten und néaher definierten Parkinson-Krankheit (Parkinson 1817
Parkinson 2002; Fahn 2003; Lees 2007; Goedert etal. 2013; Toodayan 2018).

Morbus Parkinson (MP) (Synonyme: Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS),
Parkinson-Krankheit, Englisch: Parkinson‘s disease (PD)) ist eine langsam pro-
gredient verlaufende idiopathische Erkrankung der Basalganglien, die klinisch
durch motorische Kardinalsymptome sowie fakultative nicht-motorische Begleit-
symptome (NMS) (vgl. Abschnitt[1.2) charakterisiert und neuropathologisch durch
eine chronische Degeneration dopaminerger Neurone und das Auftreten einer
Lewy-Pathologie in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) (vgl. Abschnitt[1.5)
definiert ist (Koprich etal. 2017; Hacke 2015; Oliveras-Salva et al.|2013; Sitzer und
Steinmetz 2011}; Koprich etal. 2011; Nussbaum und Ellis 2003; Spillantini et al.
1997).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der typischen Kérperhaltung eines Par-
kinson-Patienten. Entnommen aus (Gowers |1887). Gemeinfrei nach
UrhG §64.



1.2. Klassifikation/ Symptome/ Verlaufsformen

Der MP ist klinisch durch das obligate Vorliegen einer Brady- und Hypokinese (bei
maximaler Auspragung Akinese) sowie mindestens einem weiteren der folgenden
motorischen Kardinalsymptome, die in unterschiedlicher Auspragung auftreten
kdénnen, charakterisiert: (Ruhe-)Tremor, muskulérer Rigor und posturale Instabilitat
(vgl. Tabelle [1). Fakultativ kdnnen verschiedenste NMS auftreten, da die Neuro-
degeneration im Verlauf der Erkrankung sowohl das zentrale als auch periphere
Nervensystem (ZNS/ PNS) betreffen kann (vgl. Tabelle |2) (Koprich etal. 2017
Deuschl et al. 2016|; Hacke 2015, Beitz 2014} Dexter und Jenner 2013}, Sitzer und
Steinmetz 2011}, Frank et al.[2006; Gelb etal.|1999; Hughes et al. [1992).

Motorische Beispiele/ Manifestation
Kardinalsymptome
(T-R-A-P)

Brady-/ Hypokinese, bei | typisches Gangbild (vornibergebeugte Haltung, leichte Fle-
maximaler Auspragung | xion der Unterarme im Ellenbogengelenk (vgl. Abbildung i),
Akinese vermindertes Mitschwingen der Arme, verklrzte Schrittlan-
ge, Trippelschritte, bei Kérperwendungen mehrere kleine
Zwischenschritte), ,start hesitation®/ ,freezing®-Effekt, Festi-
nation, Brady-/ Dysdiadochokinese, Mikrographie, Hypomi-
mie/ Maskengesicht, selteneres Schlucken, Hypophonie

(Ruhe-)Tremor klassischer Parkinsontremor (Frequenz ca. 4-6 Hertz), Auf-
(-Zittern®) treten bei unterstitzten Armen in Ruhe, Aktivierbarkeit durch
Emotionen oder geistige Beschaftigung, Amplitudenabnah-
me typischerweise beim Beginn von Willkirbewegungen;
Pillendreher-Phanomen; seltenere Formen: Halte-/ Aktions-
tremor

Rigor Muskeltonuserhéhung, auch in Ruhe - dadurch haufig
Schmerzen/ Verspannungen im Schulter-Arm-/ Nackenbe-
reich, Zahnradph&nomen

Posturale Instabilitat Gang-/ Standunsicherheit, Verminderung der Stellreflexe/
(Haltungsinstabilitat) Stérung gleichgewichtserhaltender Reflexe, mehrere Aus-
fallschritte/ hohe Wendeschrittzahl/ Trippelschritte - Folge:
zunehmende Fallneigung/ Stirze

Tabelle 1: Ubersicht Giber die klassischen motorischen Kardinalsymptome und
Beispiele, wie sie sich manifestieren kénnen (Deuschl et al. 2016}, Hacke
2015, Beitz [2014; Sitzer und Steinmetz [2011).



Nicht-motorische Beispiele
Begleitsymptome

sensibel Dys-/ Parasthesien, Schmerzen, Hyposmie

vegetativ/ autonom Stérungen von Blutdruck (z.B. orthostatische Hypotonie),
Temperaturregulation (Hyperhidrosis), Blasen- und Darm-
funktion (z.B. Obstipation) sowie sexuellen Funktionen (z.B.
erektile Dysfunktion), Seborrhoe (Salbengesicht), Hypersali-
vation, Dysphagie, Schlafregulationsstérungen

psychisch/ Depression, Angst- und Schlafstérungen, Apathie, Wahrneh-
psychiatrisch mungsstdrungen (v.a. optische Halluzinationen), Stérungen
der Denkinhalte (Parkinson-Psychose), Verhaltens-/ Impuls-
kontrollstérungen (z.B. Spiel-/ Kaufsucht, Hypersexualitat)

kognitiv frontale Stérungen, Bradyphrenie, Stérungen der Hand-
lungsplanung/ Strategiebildung (dysexekutives Syndrom),
Gedachtnis-/ Orientierungsstérungen bis hin zur Demenz

Schlafstérungen REM-Schlafverhaltensstérungen, Tagesmiuidigkeit, Schlafat-
tacken, Schlaflosigkeit

Fatigue/ Mudigkeit im Zusammenhang mit Schlafstérungen, depressiven Sté-
rungen oder als eigenstandiges Symptom

Tabelle 2: Fakultative nicht-motorische Begleitsymptome (Deuschl et al. 2016; Ha-
cke |2015]; Beitz 2014} Dexter und Jenner 2013; Sitzer und Steinmetz
2011}, Chaudhuri und Schapira 2009; Muzerengi et al. 2007).

Einige NMS (z.B. Hyposmie, REM-Schlafverhaltensstérungen, Obstipation oder
Depressionen) kénnen dem Auftreten motorischer Symptome um viele Jahre vor-
ausgehen, aber auch zeitgleich oder erst spater im Krankheitsverlauf auftreten
(Hacke 2015 Beitz 2014; Dexter und Jenner 2013|; Postuma et al.|[2012; Sitzer und
Steinmetz 2011}, Chaudhuri und Schapira [2009). NMS kénnen in allen Krankheits-
stadien auftreten, wobei ihre Haufigkeit mit der Schwere bzw. dem Fortschreiten
der Erkrankung zunimmt (Muzerengi et al. 2007}, Chaudhuri und Schapira |2009;
Dexter und Jenner2013). Sie kdnnen sich als Teil der Erkrankung entwickeln, aber
auch durch die Therapie gef6érdert oder sogar hervorgerufen werden. Psychosen,
orthostatische Hypotonie oder Schlafattacken kénnen beispielsweise mit einer
L-Dopa (Levodopa)-Dosierung oder -Nebenwirkung zusammenhangen (Lim und
Lang 2010; Beitz2014). Die tGberwiegende Mehrheit der Parkinson-Patienten ist im
Verlauf der Erkrankung von NMS betroffen, die die Lebensqualitat beeintrachtigen
(Global Parkinson’s Disease Survey Steering Committee 2002; Muzerengi et al.
2007}; Chaudhuri und Schapira|2009; Léhle et al. 2009; Martinez-Martin etal. 2011
Beitz 2014; Duncan etal. 2014; Kalia und Lang[2015; Koprich etal. 2017).



Parkinson-Syndrome werden atiologisch in vier Gruppen eingeteilt:

Idiopathisches Parkinson-Syndrom

genetische Formen des Parkinson-Syndroms

atypische Parkinson-Syndrome (Parkinson-Syndrome im Rahmen einer an-
deren neurodegenerativen Erkrankung)

» symptomatische (sekundare) Parkinson-Syndrome

Das IPS lasst sich je nach Auspragung der motorischen Kardinalsymptome weiter
in folgende Verlaufsformen unterteilen: Akinetisch-rigider Typ, Aquivalenz-Typ, Tre-
mordominanz-Typ (prognostisch glinstig) und monosymptomatischer Ruhetremor
(seltene Variante) (vgl. auch Tabelle [3) (Deuschl etal. 2016} Hacke 2015]; Sitzer
und Steinmetz 2011). Ubergange zwischen den Typen, z.B. vom Tremordominanz-
in den Aquivalenz-Typ, sind méglich (Hacke 2015).

Anhand pathologischer Kriterien kénnen die neurodegenerativen Parkinson-Syn-
drome (IPS und atypische Parkinson-Syndrome) zusatzlich in Synucleinopathien
(IPS, Multisystematrophie, Demenz vom Lewy-Kérper-Typ) und Tauopathien (pro-
gressive supranukleére Blickparese, kortikobasale Degeneration) differenziert
werden (Koprich etal.|2017; Deuschl etal. 2016; Recchia etal. 2004).

Differentialdiagnostisch ist der MP - auf den sich diese Doktorarbeit im Weite-
ren konzentriert - von den oben genannten atypischen und sekundaren Parkin-
son-Syndromen, essenziellem Tremor und Depressionen, die Parkinson-ahnliche
Symptome hervorrufen kénnen, abzugrenzen (Deuschl et al. 2016|; Hacke 2015|;
Beitz2014).

1.3. Epidemiologie

MP ist mit ca. 75% das haufigste der Parkinson-Syndrome (Deuschl et al. |[2016;
Hacke 2015). Es handelt sich um die zweithdufigste neurodegenerative Erkran-
kung nach Morbus Alzheimer (Nussbaum und Ellis 2003}, Lau und Breteler 2006;
Wirdefeldt etal. [2011; Dexter und Jenner 2013, Goedert etal. [2013) und die
haufigste neurodegenerative Bewegungsstérung (Koprich etal. 2017; Sitzer und
Steinmetz 2011}, Eriksen etal. 2003).

Weltweit sind schatzungsweise mehr als 10 Millionen (Parkinson’s Foundation
2020), in Europa ca. 1,2 Millionen und in Deutschland ca. 220.000 Menschen



1. ldiopathisches Parkinson-Syndrom - ca. 75% aller Parkinson-Syndrome

+ Verlaufsformen je nach Auspragung motorischer Symptome:
+ akinetisch-rigider Typ
« Aquivalenz-Typ
* Tremordominanz-Typ
* monosymptomatischer Ruhetremor (seltene Variante)

2. Genetische Formen des Parkinson-Syndroms

» monogenetische Formen (PARK 1-16)

3. Atypische Parkinson-Syndrome (im Rahmen anderer neurodegenerativer
Erkrankungen)

» Multisystematrophie: Parkinson-Typ oder zerebellarer Typ
* Demenz vom Lewy-Kérper-Typ

* progressive supranukleare Blickparese

* kortikobasale Degeneration

4. Symptomatische (sekundéare) Parkinson-Syndrome

 vaskular (z.B. subkortikale arteriosklerotische Enzephalopathie = Morbus Bins-
wanger)

* Normaldruckhydrozephalus

* medikamenteninduziert (u.a. klassische Neuroleptika, Antiemetika, Reserpin,
Lithium, Valproinsédure, Calciumantagonisten: Cinna-/ Flunarizin)

* tumorbedingt

* posttraumatisch

* toxininduziert (z.B. Kohlenmonoxid, Mangan)

» metabolisch (z.B. Morbus Wilson, Hypoparathyreoidismus)

« entzlindlich (AIDS-Enzephalopathie oder seltene Enzephalitiden, z.B. im Rah-
men einer Virusenzephalitis oder postenzephalitisch (Encephalitis lethargica))

Tabelle 3: Atiologische Klassifikation der Parkinson-Syndrome (Deuschl etal.
2016; Hacke |2015|; Sitzer und Steinmetz 2011).

betroffen (Deuschl etal. |2016; Gustavsson etal. 2011), wobei Pravalenz- und
Inzidenzschatzungen von MP stark variieren und ein Vergleich daher schwierig ist
(Muangpaisan etal.|2011]; Wirdefeldt etal. 2011; Campenhausen et al. [2005).

Pravalenz und Inzidenz steigen mit zunehmendem Alter an (Muangpaisan etal.
2011}, Dexter und Jenner 2013}, Pringsheim etal. 2014; Hacke 2015; Deuschl
etal. |2016; Koprich etal. |2017; Parkinson’s Foundation 2020). Aufgrund des
demografischen Wandels ist in den nachsten Jahren mit einem erheblichen Anstieg
der Pravalenz zu rechnen (Dorsey etal. [2007|; Sherer etal. 2012; Beitz 2014,
Deuschl etal. 2016). Dies verdeutlicht die gesundheitsékonomische Bedeutung
der Erkrankung und damit den Bedarf weiterer Forschung (Dexter und Jenner
2013; Gustavsson etal. 2011; Campenhausen etal. 2005).



Neben dem Alter stellen auch Geschlecht, Ethnie und geographische Lage Ein-
flussfaktoren auf die Haufigkeit der Erkrankung dar (Deuschl etal. 2016} Prings-
heim et al. 2014}, Beitz 2014; Wirdefeldt etal. 2011; van den Eeden et al. |2003).

1.4. Atiologie

Die letztendliche(n) Ursache(n) von MP ist/ sind bislang nicht abschlieBend geklart
(Tolleson und Fang 2013; Beitz |2014; Hacke [2015]; Koprich etal. 2017). Wahr-
scheinlich sind die meisten idiopathischen Parkinson-Félle auf ein komplexes
Zusammenspiel mehrerer genetischer, umweltbedingter, metabolischer und im-
munologischer Faktoren zurlckzufihren (multifaktorielle Genese) (Fahn 20083;
Bekris etal. 2010; Sherer etal. 2012; Hacke 2015; Koprich etal. 2017). Der groBte
Risikofaktor flr die Erkrankung ist das Alter (Hacke 2015; Beitz 2014; Sherer
etal.|[2012; Schapira und Jenner 2011 Collier etal.[2011). Im Folgenden werden
einzelne mogliche atiologische Einflussfaktoren noch genauer ausgefihrt:

1.4.1. Genetische Faktoren

Genetische Analysen haben gezeigt, dass Veranderungen in bestimmten Genen
Risikofaktoren fiir die Entwicklung idiopathischer Parkinson-Erkrankungen darstel-
len. Etwa 20% der idiopathischen, sporadischen Parkinson-Patienten berichten
Uber eine familidre Vorgeschichte (Tolleson und Fang|2013; Ozansoy und Basak
2013; Bekris etal. 2010).

Die Liste der an MP beteiligten Gene und Loci wird zunehmend gréBer (Farrer
2006; Bekris et al.|2010; Koprich etal. 2017). Mutationen in mindestens finf Genen
kénnen direkt mit der Pathogenese der Parkinson-Krankheit in Zusammenhang ge-
bracht werden: SNCA, LRRK2, PINK1, PRKN und DJ-1 (fUr weitere Ausflhrungen
vgl. (Koprich etal. 2017); far Erlauterungen der Abkirzungen vgl. Abklrzungs-
verzeichnis). Diese Mutationen wirken sich auf zellulare Mechanismen aus, die
als mégliche Ursachen von MP diskutiert werden (vgl. auch Abschnitte [1.4.3.1]
und (Tolleson und Fang 2013). Die Gene DJ-1, PRKN und PINK1 konnten
z.B. mit der mitochondrialen Funktion in Verbindung gebracht werden (Schon
und Przedborski 2011). In der postmortalen Analyse der Gehirne von Parkin-
son-Patienten, die die oben genannten Mutationen trugen, konnte bei den meisten
eine Lewy-Pathologie nachgewiesen werden. Das deutet darauf hin, dass diese



unterschiedlichen pathogenen Ursachen von MP Uberwiegend mit a-Synuclein
(a-Syn)-Aggregation in Verbindung gebracht werden kénnen (Koprich etal. 2017).

LRRK2-Mutationen scheinen die Anfalligkeit dopaminerger Neurone flr andere
mit der Parkinson-Krankheit assoziierte Stressoren zu erhéhen (Saha etal. 2009),
den vesikularen Transport, die Autophagie (= Autophagozytose), Proteinsynthese
und Zytoskelettfunktion zu beeinflussen und haufig zur Degeneration und zum
Tod von dopaminergen Neuronen zu fiihren (Martin etal. 2014; Smith et al. 2006).
Auch Li etal. (2014) konnten eine Verbindung von LRRK2 mit verschiedenen
mdglichen pathogenen Mechanismen der Parkinson-Erkrankung, wie z.B. a-Syn,
Entzindungsreaktionen, oxidativem Stress, mitochondrialer Dysfunktion sowie Au-
tophagie (Autophago-Lysosomen-System), nachweisen (Li etal. 2014). LRRK2 ist
in Lewy-Kérpern (LK) vorhanden und seine Toxizitat scheint von der Anwesenheit
von a-Syn abhangig zu sein (Martin etal.2014). Diesen Zusammenhang zwischen
LRRK2 und SNCA-Proteinen zeigten auch Lin etal. (2009) auf: Die Uberexpressi-
on von LRRK2 férderte die abnorme Aggregation und somatische Akkumulation
von a-Syn und somit die a-Syn-induzierte Zytotoxizitat/ Neurodegeneration (Lin
etal. 2009).

SNCA war das erste Gen, das mit der Parkinson-Krankheit in Verbindung ge-
bracht wurde und bislang ist kein anderes Gen so eng mit dieser Erkrankung
verbunden. Es kodiert flir das Protein a-Syn und wurde erstmals von Polymero-
poulos etal. (1997) beschrieben (Polymeropoulos etal.[1997; Ozansoy und Basak
2013;; Koprich etal. 2017). Die A53T-Mutation war die erste Missense-Mutation im
SNCA-Gen, die identifiziert und mit autosomal-dominantem MP assoziiert wur-
de (Polymeropoulos etal. [1997; Ozansoy und Basak [2013|; Koprich etal. 2017).
Neben weiteren Missense-Mutationen im SNCA-Gen, wie z.B. AS0P, E46K oder
A53E (Kruger etal.|[1998; Zarranz etal. 2004; Pasanen etal. 2014), kbnnen auch
Multiplikationen im normalen SNCA-Gen, wie z.B. Duplikationen oder Triplikatio-
nen, genetische Ursache der Parkinson-Krankheit sein (Chartier-Harlin et al. [2004;
Singleton et al. 2003). Dies zeigt, dass nicht nur mutiertes a-Syn, sondern auch der
Wildtyp (wt) pathogen ist, wenn dieser Uberexprimiert wird (Ozansoy und Basak
2013; Farrer etal. 2004). Das klinische Bild (Beginn/ Schwere/ Verlaufsform der
Erkrankung) variiert je nach zugrunde liegender Mutation bzw. Multiplikation des
Gens. Patienten mit einer A53T-Mutation haben beispielsweise ein relativ friihes
Anfangsalter und eine stark ausgepragte Parkinson-Symptomatik mit haufiger
Demenz (Krlger etal. [1998; Spira etal. 2001} Farrer etal. [2004|, Zarranz etal.
2004; Nishioka etal. 2006; Fuchs etal. 2007; Ozansoy und Basak[2013).



Phanotypanalysen zeigten, dass der Schweregrad der Erkrankung mit der SN-
CA-Kopienzahl korreliert. Dies l&sst darauf schlieBen, dass hohe a-Syn-Konzen-
trationen tatséachlich den neurodegenerativen Prozess triggern kénnen (lbanez
etal. 2004; Ibanez etal. 2009; Oliveras-Salva et al. |[2013; Allen Reish und Stan-
daert|20135). SchlieBlich unterstiitzen auch genomweite Assoziationsstudien diese
wichtige Rolle von a-Syn in der Pathogenese von MP (Oliveras-Salva et al. 2013;
Satake etal.[2009; Simén-Sanchez etal.[2009), auf die in Abschnitt[1.4.3.4Jund
[1.8/noch genauer eingegangen wird.

1.4.2. Umweltfaktoren und Toxine

Es gibt zahlreiche Studien zum Einfluss verschiedener Umweltfaktoren als mdogli-
che Ursache(n) von MP. Der Beitrag von Herbiziden (z.B. Paraquat) und Pestiziden
(z.B. Rotenon) wird weiterhin diskutiert (Tolleson und Fang 2013; Tanner etal.
2011; McCormack etal. [2002; Betarbet etal. 2000). Die Exposition gegenlber
Umweltfaktoren wie Pestiziden konnte mit einem erhdhten Risiko fir MP in Ver-
bindung gebracht werden (Hubble et al. [1993]; Wirdefeldt etal. 2011} Sherer et al.
2012), allerdings gibt es keine ausreichenden Daten fur einen kausalen Zusam-
menhang (Freire und Koifman 2012; Wirdefeldt etal. 2011; Brown et al. 2006; Dick
2006; Li etal. 2005).

In experimentellen Tierversuchsmodellen fihrten Paraquat, das oxidativen Stress
verursacht, und Rotenon, das den Komplex-I der mitochondrialen Atmungskette
hemmt (Sherer etal. |2007; Greenamyre etal. [1999), sowohl zur Degeneration
nigraler dopaminerger Neurone als auch zu Verhaltens&nderungen, die mit der
menschlichen Parkinson-Erkrankung assoziiert sind (Tanner etal.|[2011; Hench-
cliffe und Beal 2008;; Cicchetti et al. 2005; McCormack et al. 2002; Betarbet et al.
2000). AuBerdem interagieren beide mit a-Syn (Uversky etal. 2001; Uversky et al.
2002; Di Monte 2003; Brown et al.|[2006). In nigralen Neuronen von mit Rotenon
behandelten Ratten konnte eine Akkumulation von LK-ahnlichen fibrillaren zyto-
plasmatischen Einschlissen, die Ubiquitin und a-Syn enthielten, nachgewiesen
werden (Betarbet etal.|[2000; Henchcliffe und Beal [2008). In einem anderen Tier-
modell zeigte sich ebenfalls, dass niedrige Dosen von chronisch und intragastral
verabreichtem Rotenon die a-Syn-Akkumulation u.a. im enterischen Nervensys-
tem (ENS), im Nucleus (Ncl.) dorsalis des Nervus (N.) vagus und in der Substantia
nigra (SN) induzierten (Pan-Montojo etal.|[2010). Es konnte gezeigt werden, dass
Rotenon die Freisetzung von a-Syn durch enterische Neurone férdert und dass



freigesetztes enterisches a-Syn von prasynaptischen sympathischen Neuriten
aufgenommen und retrograd in das Soma transportiert wird, wo es sich anreichert.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass Pestizide die Progression der MP-Patho-
logie einleiten kbnnen, dass diese auf dem transneuronalen und retrograden
axonalen Transport von a-Syn basiert und dass sich die Parkinson-Erkrankung
durch einen transsynaptischen Mechanismus im gesamten ZNS ausbreiten kénnte
(Pan-Montojo et al. 2010; Pan-Montojo etal. 2012).

Beide Toxine sind toxikologisch bzw. strukturell verwandt mit MPTP (1-Methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) (Brown et al. 2006; Goldman und Tanner|1998),
einem Neurotoxin, das beim Menschen Parkinson-ahnliche Symptome ausldst.
Dies wurde erstmals in Kalifornien in den frilhen achtziger Jahren bei vier dro-
genabhangigen jungen Patienten nach intravendser Verabreichung einer illegalen
Droge festgestellt. MPTP entsteht als Nebenprodukt bei der unsachgemafen
Herstellung der Designerdroge MPPP (1-Methyl-4-phenyl-4-proprion-oxy-piperidin,
auch als ,synthetisches Heroin“ bezeichnet) und fihrte zu Symptomen wie u.a.
Bradykinese bis hin zur Akinese, Tonuserhdhung, Steifheit und gebeugter Haltung.
In dem von Davis etal. (1979) berichteten Fall konnten post-mortem sogar neuro-
pathologische Verédnderungen wie Degeneration von nigralen Neuronen und das
Auftreten einer LK-ahnlichen Struktur nachgewiesen werden (Davis etal. [1979;
Langston etal.|1983; Snyder und D’Amato [1986).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass MPTP zu einer selektiven Degene-
ration von dopaminergen Neuronen in der SN flhrt (Langston etal.|1984; Tipton
und Singer [1993; Tanner etal. 2011}, Dexter und Jenner [2013). Es wirkt tGber
verschiedene Mechanismen toxisch auf die betroffenen Nervenzellen (Przedborski
und Vila 2003|; Tipton und Singer [1993). MPTP, wie Rotenon auch, hemmt u.a.
den Komplex-I der mitochondrialen Atmungskette (Tanner etal. 2011; Davey und
Clark [1996; Nicklas et al. [1985). Bei Patienten mit MP konnten post-mortem Kom-
plex-1-Defekte der mitochondrialen Atmungskette in der SN aufgezeigt werden
(Schapira etal.|1990; Tipton und Singer |1993; Janetzky etal. 1994; Keeney etal.
2006; Henchcliffe und Beal 2008; Dexter und Jenner 2013). In einem Primaten-
modell konnte nach Exposition gegeniber MPTP eine Aggregation von a-Syn in
der SN beobachtet werden. Diese Aggregate waren jedoch anders als die fir die
Parkinson-Pathologie charakteristischen LK (Kowall etal. 2000; Dong et al. 2002;
Betarbet et al. 2002).



Das urspriinglich 1959 von Senoh isolierte 6-OHDA (6-Hydroxydopamin) ist ein
Dopamin (DA)-Derivat, das durch seine zusatzliche Hydroxyl-Gruppe toxisch auf
dopaminerge Neurone wirkt und ebenfalls als méglicher Faktor in der Pathogenese
des MP diskutiert wird (Senoh etal. [1959; Jellinger etal. 1995, Blum et al. |2001|;
Schober 2004; Blesa etal. 2012). Es konnte in menschlichen Gehirnen und im
Urin von Parkinson-Patienten nachgewiesen werden (Andrew etal.|[1993; Curtius
etal.[1974). Eine in-vitro-Studie zeigte, dass die Neurotoxizitat von 6-OHDA durch
extrazellulare Autooxidation und die Induktion von oxidativem Stress initiiert wird
(Hanrott etal. 2006). Der durch 6-OHDA ausgeldste oxidative Stress flhrte u.a.
zu einer Mitochondriendysfunktion (Schober [2004; Hanrott etal. [2006; Kupsch
etal. 2014). 6-OHDA scheint sowohl Uber apoptotische als auch nekrotische
Mechanismen den Zelltod zu induzieren (Hanrott etal. 2006, Woodgate etal.
1999; Ochu et al.|[1998; Walkinshaw und Waters [1994). Obwohl 6-OHDA nicht zur
Bildung von Proteinaggregaten oder LK flihrt, wurde berichtet, dass es mit a-Syn
interagiert (Blesa etal.|2012]; Blandini etal. 2008).

Exkurs: Auf Toxinen basierende Tiermodelle des Morbus Parkinson

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden MPTP- und 6-OHDA-Tiermo-
delle entwickelt, die zu den am besten charakterisierten und am haufigsten
eingesetzten, traditionellen, auf Toxinen basierenden Modellen des MP ge-
héren. Sie basieren auf der Abtétung dopaminerger Neurone und haben sich
zwar nicht bei der Identifizierung von Wirkstoffen, die den Krankheitsverlauf
verlangsamen, stoppen oder umkehren kdnnten, als hilfreich erwiesen, daflr
aber u.a. bei der Entwicklung von therapeutischen Strategien zur Behandlung
motorischer Symptome und bei der Untersuchung von Nebenwirkungen im
Zusammenhang mit DA-Ersatztherapien (Schober |2004; Bové und Perier
2012; Koprich etal. 2017). Anhand dieser Modelle wurde zudem die Rolle
von anderen potenziellen Ausldsern der Erkrankung, wie z.B. oxidativem
Stress, mitochondrialer Dysfunktion, Entzindung/ Neuroinflammation und
Beeintrachtigung des Proteinabbaus, untersucht (Bové und Perier 2012).
Die Toxinmodelle sind akut, schnell und modellieren nicht die molekulare
Pathologie des MP: Sie rufen einen DA-Verlust-Ph&notyp ohne fortschreiten-
den Verlauf der Pathologie hervor. Spontane Verhaltensdefizite erforderten
in diesen Modellen einen > 80%-igen Verlust der striatalen dopaminergen
Innervation und > 50%-igen Verlust von dopaminergen Neuronen der SN.
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AuBerdem kénnen sie keine a-Syn-Pathologie modellieren und es kommt
auch nicht zur Bildung von LK (Kirik etal. [1998; Beal 2001, Betarbet etal.
2002; Kaur etal. 2003; Mayo etal. 2005; Blesa etal. 2012; Bové und Perier
2012; Koprich etal.[2017). Dies ahmt weder die frihen Stadien des MP, noch
den beim Menschen zentralen, Gber Jahrzehnte langsam progredienten, de-
generativen Verlauf der Pathologie nach. Zudem hinterlassen diese Modelle
wenig anatomisches Substrat, an dem krankheitsmodifizierende Arzneimit-
telwirkungen gezeigt werden kénnten (Koprich etal. |[2017; Schober 2004).
Dazu scheinen die auf AAV-a-Syn basierenden Modelle besser geeignet
zu sein, die ein Modell reprasentieren, das der menschlichen Pathologie
am nachsten kommt (vgl. Abschnitt[1.9) (Koprich etal.[2017; Recchia etal.
2004).

In zahlreichen Studien wurden andere Risikofaktoren im Zusammenhang mit
MP untersucht. Obwohl die epidemiologischen Belege nicht so robust sind und
die Evidenz limitiert ist, sind u.a. die Auswirkungen von Lebensraum, beruflicher
oder umweltbedingter Exposition gegenlber z.B. Metallen, Lebensstilfaktoren und
Ernahrung beispielhaft zu nennen (fiir eine Ubersicht vgl. (Wirdefeldt etal. 2011);
weitere Quellen: (Beitz[2014; Tanner etal. 2009} Elbaz und Tranchant 2007} Di
Monte 2003; Hubble et al.[1993)).

AuBBerdem wurden potenziell protektive Faktoren analysiert. Nikotin und Koffein
scheinen z.B. das Risiko fir MP verringern zu kénnen und neuroprotektive Ef-
fekte zu haben (Gorell etal. [1999; Ross und Petrovitch 2001; Chen etal. [2001|;
Hernan etal. 2002; Di Monte |2003;; Elbaz und Tranchant 2007; Tanner etal. 2009;
Quik etal. 2009; Wirdefeldt et al. 2011}; Kiyohara und Kusuhara 2011; Sherer etal.
2012; Palacios et al. 2012, Dexter und Jenner 2013). Andere potenziell protektive
Faktoren sind nicht ausreichend definiert. Es gab jedoch Hinweise, dass Medika-
mente, wie z.B. Ibuprofen (Chen etal. 2005; Gagne und Power |2010; Sherer et al.
2012) oder Calciumantagonisten (Ascherio und Tanner 2009; Becker et al. 2008];
Surmeier |2007), sowie kdrperliche Aktivitat (Zigmond et al. [2009) einen positiven
Effekt haben und das Risiko flr MP verringern kénnen (Dexter und Jenner 2013).

1.4.3. Metabolische Faktoren/ Zellulare Mechanismen

Verschiedene zellulare Mechanismen wie oxidativer Stress, mitochondriale Dys-
funktion, proteasomale und lysosomale Dysfunktion/ Ubiquitin-Proteasomen-Sys-
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tem (UPS), neuroinflammatorische Verédnderungen und die Bildung pathologischer
Einschllsse/ Proteinaggregationen kommen als mégliche Ursachen in Betracht
(Tolleson und Fang |2013|; Dexter und Jenner|2013; Fahn 2003).

1.4.3.1. Oxidativer Stress/ Mitochondriale Dysfunktion

Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress sind seit langem als poten-
zielle pathophysiologische Mechanismen der Parkinson-Krankheit involviert und
konnten auch bei Patienten mit MP nachgewiesen werden (Schapira etal. [1990;
lli¢ etal.|[1998; Betarbet etal. 2000; Di Monte etal. |2002; Henchcliffe und Beal
2008; Zhou etal. 2008; Schapira und Jenner 2011}, Tanner etal. 2011} Vinish etal.
2011}, Varcin etal. 2012; Tolleson und Fang |2013). Genetische Formen von MP,
die auf Mutationen im SNCA-, PRKN-, PINK1- oder DJ-1-Gen beruhen, wurden
mit diesen Mechanismen assoziiert. Auch die moglicherweise zur Pathogenese
der Parkinson-Erkrankung beitragenden Umweltfaktoren/ Toxine kénnen die mi-
tochondriale Aktivitat beeinflussen (Fahn und Cohen [1992; Henchcliffe und Beal
2008; Schapira 2008; Zhou et al. 2008; Schapira 2011}, Schapira und Jenner 2011},
Tanner etal. 2011} Vargin etal. 2012; Dexter und Jenner [2013). Mutationen in
den oben beschriebenen Genen kdénnen u.a. zu strukturellen und funktionellen
Veranderungen der Mitochondrien und zu einer Abnahme der Komplex-I-Aktivitat
fihren. Der Funktionsverlust von insbesondere DJ-1, aber auch PRKN und PINK1,
verringert den mitochondrialen Schutz vor oxidativem Stress, was wiederum die
mitochondriale Dysfunktion erhéht und damit wiederum zu oxidativem Stress flhrt
(Dexter und Jenner 2013; Schapira und Jenner 2011}; Schapira |2011}; Schapira
2008; Henchcliffe und Beal 2008). AuBerdem scheinen z.B. Mutationen in SNCA,
PRKN und DJ-1 auch zur Beeintrachtigung des Proteinabbaus mit einer Anhau-
fung von toxischen Proteinen zu flhren, die nicht Gber das UPS abgebaut werden
kénnen (Fahn 2003).

Eine Zelle befindet sich im oxidativen Stress, wenn die Menge der reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS) einen bestimmten Schwellenwert Uberschreitet. Dies erfolgt
entweder wenn ROS Uberproduziert werden oder wenn die zellularen antioxidati-
ven Abwehrmechanismen nicht ausreichen, um die Menge der ROS unter einem
bestimmten Schwellenwert zu halten und die Zelle nicht mehr effektiv funktioniert,
was zum Zelltod fuhrt (Tolleson und Fang 2013; Vargin etal. 2012; Yacoubian
und Standaert|2009). Zu den freien Radikalen gehéren ROS und reaktive Stick-
stoffspezies (RNS). Wahrend des Zellstoffwechsels entstehen in der Regel einige
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dieser Substanzen: Superoxidanion, Wasserstoffperoxid (H,O,), Stickstoffmonoxid,
Peroxynitrit, Nitroxyl und Hydroxylradikal (Stefanoni etal. 2011). Diese Produkte
kénnen fir die Schadigung von Proteinen, Lipiden und (Desoxyribo-)Nukleinsauren
verantwortlich sein. In der SN von Patienten mit MP wurden oxidative Schaden an
diesen Strukturen gefunden (Vargin etal. 2012; Stefanoni etal. 2011, Yacoubian
und Standaert 2009}, Henchcliffe und Beal 2008; Dalle-Donne etal. [2003; Zhang
etal.[1999; Alam etal. 1997 Dexter etal. 1994; Dexter etal.(1989a). Unter phy-
siologischen Bedingungen werden freie Radikale durch Antioxidantien schnell in
ungiftige Moleklle umgewandelt, die die Oxidation anderer Molekule verhindern
und so die Zelle vor oxidativem Stress schiitzen (Stefanoni etal. 2011).

Das Gehirn scheint im Vergleich zu anderen Organen anfélliger flr oxidativen
Stress und daraus resultierende oxidative Schaden zu sein (Vargin etal. 2012).
Gerade auch dopaminerge Neurone sind anfallig gegenlber oxidativem Stress,
da toxische Zwischenprodukte des DA-Katabolismus ROS produzieren kénnen
und wichtige Antioxidantien wie Glutathion in diesen Neuronen bereits erniedrigt
sind (Tolleson und Fang|2013; Varcin etal.|2012; Stefanoni etal. 2011, Yacoubian
und Standaert|2009; Henchcliffe und Beal 2008; Hastings et al. 1996} Sofic et al.
1992; Perry und Yong (1986).

Oxidativer Stress im Rahmen von MP scheint durch unterschiedliche Mecha-
nismen ausgeldst zu werden, z.B. durch Veranderungen der Eisenakkumulati-
on in der SN, Calciumkanalaktivitat, Proteolyse (proteasomal und lysosomal),
a-Syn-Aggregation und das Vorhandensein von mutierten Proteinen (z.B. DJ-1)
(Dexter und Jenner 2013; Schapira und Jenner |2011; Surmeier 2007} Tofaris
und Spillantini 2005; Riederer etal. |[1989; Dexter etal. [1989b). Mitochondriale
Dysfunktion fiihrt ebenfalls zu oxidativem Stress (Henchcliffe und Beal 2008}, Fahn
2003). Mitochondrien sind die Hauptproduzenten von ROS im Gehirn (Tolleson
und Fang 2013; Yan etal. 2013; Dumont und Beal 2011) und eine Beeintrachti-
gung ihrer normalen Funktion fihrt einerseits zu einer GbermaBigen Produktion
von ROS, die dann die Mitochondrien weiter schadigen kdnnen, andererseits zu
einer verminderten ATP (Adenosin-5"-Triphosphat)-Produktion (Vargin etal. 2012];
Yacoubian und Standaert 2009; Fahn [2003; Sherer etal. 2002). Vor allem Defekte
in der mitochondrialen Komplex-1-Aktivitat scheinen eine Rolle zu spielen, die auch
in der SN von Parkinson-Patienten nachgewiesen werden konnten (vgl. auch Aus-
fihrungen zu MPTP) (Vargin etal.|[2012; Schapira|2011}; Schapira und Gegg [2011|;
Henchcliffe und Beal 2008; Schapira et al. 1990). Komplex-I befindet sich in der
inneren Mitochondrienmembran und ist Teil des oxidativen Phosphorylierungssys-
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tems, das fur die Bildung von zellularem ATP verantwortlich ist (Vargin etal. 2012,
Chaturvedi und Beal 2008; Swerdlow et al. 1996). Komplex-I-Defekte kénnen die
Anfalligkeit von Neuronen fir Exzitotoxizitat durch Veranderung des Calciumhaus-
haltes und/ oder verédnderte ATP-Konzentrationen erhéhen (Sherer etal. [2002).
Reduzierte ATP-Konzentrationen wiederum flhren zu einer Beeintréachtigung von
energieabhangigen Prozessen, wie z.B. dem Abbau/ der Clearance von Proteinen
und Organellen (z.B. Entfernung geschéadigter Mitochondrien) (Dexter und Jenner
2013}; Stefanoni etal. 2011).

Oxidativer Stress tragt zur Kaskade bei, die zur DA-Zelldegeneration bei MP fihrt.
Er ist allerdings eng mit anderen Komponenten des degenerativen Prozesses (z.B.
der mitochondrialen Dysfunktion, Exzitotoxizitdt und Entziindung) verbunden und
lasst sich nur schwer davon abgrenzen. Daher ist es schwierig zu bestimmen,
ob oxidativer Stress als Ausléser zu diesen Ereignissen flhrt und/ oder eine
Folge davon ist. Oxidativer Stress beeintrachtigt z.B. den Proteinabbau und eine
Beeintrachtigung der proteasomalen Funktion wiederum fihrt zur Bildung von
freien Radikalen und oxidativem Stress, sodass eine Art sich selbst antreibender
Kreislauf entsteht (Jenner [2003).

Erhéhte Eisenwerte in der SN von Parkinson-Patienten (Dexter etal. [1989b; Rie-
derer etal. 1989; Sofic etal. |1988) beglinstigen Schaden durch freie Radikale,
insbesondere in Gegenwart von Neuromelanin (Yacoubian und Standaert 2009).
Eisen ist potenziell destruktiv, weil es aktiv an chemischen Reaktionen beteiligt
ist, die freie Radikale produzieren, einschlieBlich des Katabolismus von DA selbst.
Insbesondere dopaminerge Zellen scheinen anfallig gegentber erhfhtem Eisen-
gehalt zu sein und selektiv geschadigt zu werden (Mochizuki und Yasuda |2012];
Tolleson und Fang 2013). Dopaminerge Neurone enthalten signifikante Mengen
an Neuromelanin (Xuan etal.2011), das als Reservoir fur Gberschissiges Eisen
dient und freie Radikale binden soll. Wenn die Eisenbindungsstellen des Neu-
romelanins gesattigt sind, kann die vermehrte Freisetzung von Redox-aktivem
Eisen durch eine Fenton-ahnliche Reaktion zu einer vermehrten Sauerstoffradikal-
Produktion und die Bildung freier Radikale zu einer gréBeren zellularen Toxizitat
fihren (Tolleson und Fang 2013; Mochizuki und Yasuda 2012 Gerlach et al.[2003).
Altersbedingte Anh&ufungen von Neuromelanin fiihren scheinbar zu einer Uberex-
pression von a-Syn, wodurch dopaminerge Neurone anfalliger fir Schadigungen
werden (Xuan etal. 2011). Eisen und freie Radikal-Produzenten, wie z.B. DA oder
H,O,, stimulieren die Bildung intrazellularer Aggregate, die a-Syn und Ubiquitin
enthalten (Ostrerova-Golts et al. 2000). Méglicherweise bewirkt a-Syn zusammen
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mit Eisen und DA die Induktion der Lewy-Pathologie und des Zelltodes bei MP
(Ostrerova-Golts etal. 2000).

Es gibt Hinweise auf einen plausiblen Zusammenhang zwischen oxidativer Scha-
digung und Bildung der fir MP charakteristischen LK-Proteinaggregate: Oxidativer
Stress induziert die Akkumulation und Aggregation von a-Syn und beeintrach-
tigt die proteasomale Ubiquitinierung und den Abbau von Proteinen (Stefanoni
etal. 2011; Henchcliffe und Beal [2008]; Jenner 2003; Fahn 2003; Conway et al.
2001). Die Uberexpression von a-Syn kann zu erhdhtem oxidativem Stress und
verminderter mitochondrialer Komplex-I-Aktivitat fhren. Der oxidative Stress wie-
derum induziert eine weitere Aggregation von a-Syn in toxische Formen, was
wiederum die Mitochondrien weiter schadigen und zur Produktion von mehr ROS
fihren kann (Song etal. 2015]; Xie und Chung 2012; Gao etal. 2008). Auf3erdem
kann die Uberexpression von a-Syn das Proteinabbausystem (UPS und Auto-
phagie) beeinflussen. Das beeintrachtigte Proteinabbausystem wiederum fiihrt zu
weiterer Akkumulation von a-Syn und es entsteht auch hier eine Art sich selbst
verstarkender Kreislauf (Song et al. 2015; Emmanouilidou etal.[2010; Cuervo etal.
2004).

1.4.3.2. Ubiquitin-Proteasomen-System

Der Nachweis einer Akkumulation von mehreren Proteinen (insbesondere a-Syn)
in LK in degenerierenden dopaminergen Neuronen der SN flhrte zu der Idee,
dass der Katabolismus unerwtnschter, beschadigter oder mutierter Proteine bei
MP gestort sein und dies zu Zellaggregation und neuronalem Tod fihren kénnte
(Dexter und Jenner 2013, McNaught und Jenner 2001}, Giasson et al. 2000; Spil-
lantini etal.|[1998). Daraufhin wurde u.a. die Rolle des UPS in der Pathogenese
von MP untersucht (Dexter und Jenner 2013).

Das UPS stellt eine Art Proteinqualitatskontrolle dar und sorgt fiir den Abbau von
u.a. fehlgefalteten, mutierten oder beschéadigten Proteinen (Olanow und McNaught
2006; Nandi etal. 2006). Es gibt genetische, pathologische und experimentelle
Hinweise, dass die Neurodegeneration bei MP mit einem Defekt in der Fahigkeit
des UPS zusammenhangt, unerwiinschte Proteine zu entfernen, was wiederum
Proteinakkumulation, Aggregation und Zytotoxizitat zur Folge hat (Olanow und
McNaught 2006). In-vitro- und in-vivo-Laborexperimente unterstiitzen diese Fest-
stellung. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der UPS-Funktion durch

15



Verabreichung von Proteasom-Inhibitoren eine selektive Degeneration dopami-
nerger Neurone verbunden mit der Bildung von a-Syn- und Ubiquitin-positiven
LK-ahnlichen Einschlissen induzieren kann (Olanow und McNaught 2006; Fornai
etal. 2003, McNaught et al. 2002b; McNaught et al. [2002c|; Rideout etal. 2001).
In post-mortem-Untersuchungen von Parkinson-Patienten konnten in der SNpc
strukturelle und funktionelle Defekte von 26/20S-Proteasomen und eine reduzierte
proteasomale Aktivitat nachgewiesen werden (McNaught et al. [2003; McNaught
etal. |2002a; McNaught und Jenner 2001). Auf3erdem wurde eine 22-24 kDa
schwere a-Syn-Spezies entdeckt, die zwar ein- bis dreifach ubiquitiniert war, aber
nicht durch die Proteasomen abgebaut werden konnte (Tofaris etal. 2003). Es
wurde berichtet, dass a-Syn die proteasomale Aktivitat in konzentrationsabhangi-
ger Weise durch direkte Interaktion mit dem 26S-Proteasomen-Komplex hemmen
kann und eine beeintrachtigte proteasomale Aktivitat wiederum die Akkumulation
von a-Syn verstarkt, was zu einer weiteren Beeintrachtigung der proteasomalen
Aktivitat fihrt (Eriksen etal. 2003; Giasson und Lee [2003).

Wie bereits in Abschnitt[1.4.3.1]beschrieben, gibt es einen Zusammenhang zwi-
schen oxidativem Stress, veranderter Ubiquitinierung und dem Abbau von Protei-
nen. Oxidativer Stress kann diese Prozesse direkt beeintrachtigen und Produkte
oxidativer Schadigung kénnen das 26S-Proteasom schadigen. Eine Beeintrachti-
gung der Proteasomenfunktion wiederum flhrt zur Bildung von freien Radikalen
und oxidativem Stress (Jenner 2003). Ist die Funktion des UPS beeintrachtigt,
ist u.a. auch die Entfernung von defekten, oxidative Radikale-produzierenden
Mitochondrien gestoért (Tolleson und Fang 2013}, Brunk und Terman 2002).

1.4.3.3. Immunologische und (neuro-)inflammatorische Faktoren/ Prozesse

Neuroinflammation ist ein bekanntes neuropathologisches Merkmal des MP, wobei
umstritten ist, ob sie Ursache und/ oder Folge der Neurodegeneration ist (Ip etal.
2015). Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass Neuroinflammation ein mogli-
cher pathogenetischer Faktor ist, der an der Degeneration dopaminerger Neurone
beteiligt ist und zur Progression der Erkrankung beitragen kann (Ip etal. [2015;
Qian etal. 2010; Hirsch und Hunot 2009|; Yacoubian und Standaert 2009; Gao und
Hong 2008; McGeer und McGeer 2007} Tansey etal. 2007; Herrera et al. 2005).
Insbesondere die Rolle der Mikroglia als Teil des angeborenen Immunsystems
wurde in mehreren Studien untersucht (Ip etal. 2015; Qian etal. 2010; Hirsch und
Hunot 2009 Gao und Hong [2008|; Bartels und Leenders 2007; Herrera et al. 2005;
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McGeer etal. 1988b). In post-mortem-Untersuchungen von Parkinson-Patienten
konnten aktivierte und HLA-DR-positive Mikroglia zusammen mit LK und freiem
Melanin in der SNpc nachgewiesen werden (McGeer et al. [1988b; Imamura et al.
2003;; Orr etal. 2005).

AuBBerdem konnten in Blutproben, im Liquor und in nigrostriatalen Gehirnregionen
von Parkinson-Patienten erhdhte proinflammatorische Zytokine, wie z.B. Inter-
leukin (IL)-13, IL-2, IL-6, Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) und Interferon-y (INF-y)
nachgewiesen werden (Mogi etal. 1994a; Mogi etal. 1994b; Mogi etal. |[1996a;
Mogi et al.|1996bj; Mogi et al. 2007}, Styputa et al. [1996j; Dobbs etal. 1999). Das
Komplementsystem scheint ebenfalls an der Pathogenese beteiligt zu sein, da
erhéhte Serumspiegel von Komplementproteinen und deren Vorhandensein in LK
bei Parkinson-Patienten nachgewiesen wurden (Yamada et al. 1992}, Goldknopf
etal.|2006]; Yacoubian und Standaert 2009).

Wie Mikroglia bei MP aktiviert werden, ist noch nicht vollstandig geklart, aber
sowohl Zytokine als auch a-Syn spielen eine Rolle. In in-vitro-Studien und Tier-
versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl modifiziertes a-Syn (aggregierte
Form oder durch oxidative Stressreaktionen hervorgerufene nitrierte Form) als
auch eine Uberexpression von a-Syn zu Mikroglia-Aktivierung fithren kénnen
(Meda etal. (1995 Zhang etal. 2005; McGeer und McGeer |2007}; Benner et al.
2008}, Reynolds etal. 2008a; Reynolds et al. 2008bj; Theodore et al. 2008}, Yacou-
bian und Standaert 2009; Watson et al. |[2012; Allen Reish und Standaert 2015).
Auch aus untergehenden Neuronen in die extrazellulare Umgebung freigesetz-
tes Neuromelanin kann Mikroglia aktivieren (Mochizuki und Yasuda 2012; Zhang
etal. 2011; Zecca etal. 2008). Aktivierte Mikroglia kénnen sowohl zytotoxische
Verbindungen (z.B. ROS und RNS) als auch proinflammatorische Zytokine (z.B.
TNF-a, INF-y und IL-113) exprimieren. Dadurch verursachen sie oxidative Schaden,
verstérken die Neuroinflammation und fihren zum dopaminergen Zelltod bei MP
(Varcin etal. 2012; Mochizuki und Yasuda 2012; Dumont und Beal 2011} Qian
etal. 2010; Long-Smith etal. 2009; McGeer und McGeer [2007]; Whitton [2007};
Block und Hong |2005; Choi et al. 2005; Hunot etal.|[1999; Meda et al. [1995; Ba-
nati etal. 1993). Neuronaler Zelltod sowie dadurch hervorgerufene entziindliche
Prozesse und Freisetzung von aggregiertem o-Syn und Neuromelanin kénnen
wiederum Mikroglia und die damit verbundene Produktion von proinflammato-
rischen Faktoren aktivieren. Dies fuhrt zu einer weiteren Entziindungsreaktion
sowie persistierender und fortschreitender Neurodegeneration bei MP (Block und
Hong 2005; Zhang et al.|[2005; Reynolds et al. 2008a; Mochizuki und Yasuda 2012).
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Mikroglia spielen demnach eine entscheidende Rolle bei der Bildung eines sich
selbst antreibenden Zyklus, der zu anhaltender chronischer Neuroinflammation
fihrt und die fortschreitende Neurodegeneration bei MP fordert (Qian etal. 2010,
Block und Hong [2005).

Die Rolle des adaptiven Immunsystems bei MP ist weitaus weniger erforscht,
aber es gibt Hinweise, dass es ebenfalls zur Pathogenese beitragt (Lindestam Ar-
lehamn etal. [2020; Sommer etal. 2018}, Sulzer etal. 2017} Ip etal. 2015}, Qian
etal.2010). In post-mortem-Untersuchungen von Parkinson-Patienten konnte eine
T-Lymphozyten (kurz: T-Zell)-Infiltration (CD4+ und zytotoxische CD8+ Popula-
tionen) in der SNpc nachgewiesen werden (McGeer etal. 1988a; Brochard et al.
2009; Ip etal.|2015). AuBerdem konnten in Blutproben von Parkinson-Patienten
veranderte T-Lymphozytenzahlen aufgezeigt werden (Fiszer etal.|1994a; Fiszer
etal. [1994b; Bas etal. 2001; Baba etal. 2005 Saunders etal. 2012 Stevens
etal. 2012). Es zeigten sich u.a. eine Zunahme der proinflammatorischen CD8+
T-Zellzahl (Baba et al.|2005; Ip etal.2015) und/ oder eine Verringerung der CD4+
T-Zellzahl (Bas etal. 2001; Baba etal. 2005} Stevens etal. 2012). Andererseits
kénnte das adaptive Immunsystem auch eine neuroprotektive Wirkung haben.
In verschiedenen Studien konnte bei Parkinson-Patienten z.B. eine Zunahme
antiinflammatorischer CD4+CD25+ oder CD4+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen
gezeigt werden (Bas etal. 2001, Rosenkranz etal. 2007; Reynolds etal. [2007;
Reynolds etal. 2009; Ip etal. [2015). Dichotomie ist ein bekannter Aspekt des
Immunsystems, das sowohl pro- als auch antiinflammatorische humorale und
zellulare Komponenten enthalt, die sich bei der Neurodegeneration/ -regeneration
gegenseitig entgegenwirken. Dies wurde bereits bei Multipler Sklerose, aber auch
bei weniger entzindlichen, neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben (Ip
etal. 2015|;, Hestvik [2010; Wyss-Coray und Mucke [2002).

AuBBerdem scheint es einen Zusammenhang zwischen a-Syn und dem adapti-
ven Immunsystem zu geben. Eine Uberexpression von humanem o-Syn |8ste
in Mausmodellen des MP neben einer Mikroglia-Aktvierung auch eine adaptive
Immunantwort aus und flhrte Gber beide Mechanismen zu Neuroinflammation
und -degeneration dopaminerger Neurone (Theodore et al. [2008; Cao etal. 2010).
Des Weiteren konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass auch modifizierte,
von a-Syn abgeleitete Peptide T-Zell-Antworten induzieren kdnnen und dass bei
MHC-lI-defizienten Mausen die a-Syn-induzierte Mikroglia-Aktivierung, Antigen-
Prasentation, CD4+ T-Zellproliferation und Degeneration dopaminerger Neurone
verhindert werden konnte. Dies deutet auf eine zentrale Rolle von MHC-I1I bei der
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o-Syn-induzierten Aktivierung der angeborenen und erworbenen Immunantworten
bei MP hin (Benner etal. 2008; Harms et al. 2013} Sulzer etal. 2017). Zudem konn-
te gezeigt werden, dass dopaminerge Neurone der SN MHC-Klasse-| exprimieren
(u.a. durch Aktivierung von Zytokinen, die von durch a-Syn oder Neuromelanin
aktivierten Mikroglia freigesetzt wurden) und dass CD8+ zytotoxische T-Zellen
dopaminerge Neurone abtdten, die eine geeignete Kombination von MHC-I und
prasentiertem Peptid (Antigen) aufweisen (Cebrian etal. 2014; Sulzer etal.2017).
Es scheint eine Assoziation von MP mit spezifischen MHC-Allelen zu geben. Eine
Studie zeigte, dass bestimmte von a-Syn abgeleitete Peptide als antigene Epitope
fungieren kénnen, die von MHC-Allelen prasentiert, von T-Zellen erkannt werden
und eine Immunantwort bei Parkinson-Patienten hervorrufen (Sulzer etal. 2017).

In Blutproben von Parkinson-Patienten wurden in frihen Krankheitsstadien er-
héhte und mit fortschreitender Erkrankung verminderte Antikérper (AK)-Spiegel
gegen a-Syn nachgewiesen. Diesen AK wurde eine potenziell neuroprotektive
Wirkung zugeschrieben, wobei ein unzureichend niedriger AK-Spiegel in spateren
Krankheitsstadien die Neurodegeneration begunstigte (Yanamandra etal. 2011; Ip
etal.[2015). Klinische Studien mit AK gegen a-Syn sind bereits in der Entwicklung.
Es wird getestet, ob Therapien, die die Bildung von verandertem a-Syn verhin-
dern, in der prodromalen Phase von MP - von der angenommen wird, dass sie
mindestens ein Jahrzehnt vor dem Auftreten der motorischen Symptome existiert
- das Auftreten von Symptomen verzdégern oder sogar verhindern kénnen (Allen
Reish und Standaert 2015).

Ein vielversprechender Ansatz sind die Ergebnisse der klinischen Phase-I-Studie
des Osterreichischen Biotechnologie-Unternehmens AFFIRiIS AG: Bei Parkin-
son-Patienten im Frihstadium Iéste die Grundimmunisierung mit PDO1A (spe-
zifisches aktives Immuntherapeutikum gegen a-Syn) eine spezifische humorale
Immunantwort gegen a-Syn aus und erzeugte einen immunologischen ,Memo-
ry-Effekt“, der wahrend der Auffrischimpfungen reaktiviert und verstarkt wurde.
Die Boosterimmunisierungen riefen eine (bis zum Ende der Studie) anhaltende
a-Syn-spezifische AK-Reaktion hervor. Es wurde zudem berichtet, dass diese
aktive Anti-a-Syn-Immuntherapie mit einer Verringerung der Konzentration von
o-Syn-Oligomeren im Liquor der Parkinson-Patienten assoziiert war, was mogli-
cherweise einen krankheitsmodifizierenden Effekt haben kdnnte. Diese Resultate
legen nahe, dass die Immunisierung mit PDO1A eine erfolgsversprechende Stra-
tegie fur die langfristige Behandlung der Parkinson-Krankheit sein kénnte und
unterstitzen die weitere Entwicklung und Untersuchung der klinischen Wirksam-

19



keit des Immuntherapeutikums in einer klinischen Phase-I1I-Studie, die flr die
zweite Halfte des Jahres 2020 geplant ist (Volc etal. 2020; AFFiRiS AG 2020).

1.4.3.4. o-Synuclein

Die zentrale Rolle von a-Syn in der Pathogenese von MP verdeutlichen u.a. schon
die zuvor beschriebenen Ausfihrungen zu den einzelnen mdglichen atiologischen
Faktoren, die nahezu alle in Zusammenhang mit a-Syn gebracht werden kénnen.
Es handelt sich um das primar aggregierende Protein bei MP und ist daher als
Beispiel fur Proteinakkumulation/ -aggregation und Fehlfaltung zu nennen - Me-
chanismen, die ebenfalls an der Pathogenese von MP beteiligt sind (Yacoubian
und Standaert 2009; Ozansoy und Basak 2013, Oliveras-Salva et al. 2013; Allen
Reish und Standaert|2015|; Koprich etal. 2017). Auf seine Rolle wird in Abschnitt
[1.8/noch genauer eingegangen.

1.4.3.5. Fazit

Oxidative Schaden, mitochondriale Dysfunktion, Akkumulation und Aggregation
von Proteinen, Entzindungsreaktionen und Beeintrachtigung der Protein-Clea-
rance/ des Proteinabbaus stellen komplexe, ineinandergreifende, teils sich Gber-
schneidende Pathologien dar, die bei der Zerstérung von Neuronen zusammen-
spielen (Schapira 2011} Halliwell 2006|; Fahn [2003). Dies unterstreicht die Viel-
faltigkeit méglicher Ursachen des Zelltodes bei MP, aber auch die gemeinsamen
Endwege, Uber die der neuronale Untergang stattfindet (Dexter und Jenner 2013).

1.5. Pathophysiologie

Unabhangig von der Atiologie ist das konstante charakteristische pathologische
Merkmal des MP die Degeneration von melaninhaltigen dopaminergen Neuronen
in der SNpc, der Verlust von ins Striatum projizierenden dopaminergen Fasern
sowie in den meisten Fallen die Anhaufung von unléslichen Proteinaggregaten
in Uberlebenden dopaminergen Neuronen in der SNpc, sog. LK und -Neuriten,
deren Hauptbestandteil a-Syn ist (= Auftreten einer Lewy-Pathologie) (Ip etal.
2017b; Koprich etal. [2017; Hacke 2015; Beitz 2014; Dexter und Jenner [2013|;
Sitzer und Steinmetz |2011; Koprich etal. 2011}; Koprich etal. 2010; Schober 2004;;
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Fahn 2003). In pathologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
im Verlauf der Erkrankung neben der SN sowohl das gesamte ZNS als auch
weite Teile des PNS von dem flir die Erkrankung typischen Zelluntergang und
o-Syn-Ablagerungen betroffen sein kénnen (Hacke [2015).

1.5.1. Degeneration

Durch den Untergang der neuromelaninhaltigen dopaminergen Neurone in der
SNpc im Mittelhirn, die Gber ihre Axone ins Striatum projizieren (= nigrostriatales
dopaminerges System), kommt es in den Basalganglien zu einem DA-Mangel, auf
den viele der zentralen motorischen Symptome des MP zurtickgeflihrt werden
kdnnen (Hacke|2015; Dryanovski et al.2013; Sitzer und Steinmetz|2011; Gonzalez-
Hernandez et al.|2010; Schober 2004, Fahn [2003). Der Verlust von Nervenzellen
(nigrostriatalen Neuronen) wird von einem Anstieg an Gliazellen in der SN (Gliose)
und einem Verlust von normalerweise in dopaminergen Neuronen enthaltenem
Neuromelanin (Depigmentierung) begleitet (Fahn 2003} Beitz 2014).

Exkurs: (Neuro-)Anatomie und Physiologie

Hinweis: Nachstehend wird lediglich ein grober Uberblick zur Thematik ge-
geben. Fir weitergehende Informationen sei auf entsprechende Lehrwerke
verwiesen.

Zu den Basalganglien gehéren im klassisch-anatomischen Sinne das Stria-
tum, das sich aus Ncl. caudatus und Putamen zusammensetzt, und das
Pallidum (= Globus pallidus). Funktionell werden im weiteren Sinne auch
der Ncl. subthalamicus und die SN hinzugezahlt (Benninghoff etal. 2008;
Sitzer und Steinmetz 2011}, Trepel 2015). Die Basalganglien sind mit dem
Kortex und dem Thalamus verschaltet. Ihre Funktion besteht in der Planung
und Ausfihrung bzw. Unterdriickung von Bewegungsablaufen sowie deren
motorischen Feinabstimmung und Koordination (Sitzer und Steinmetz |2011;;
Benninghoff etal. 2008). Innerhalb der Basalganglien kébnnen zwei Wege
der Verarbeitung unterschieden werden: ein direkter, bewegungsférdernder
(exzitatorischer) und ein indirekter, bewegungshemmender (inhibitorischer)
Weg (Sitzer und Steinmetz 2011; Benninghoff etal. 2008). Um zu verstehen,
wie ein DA-Mangel zur gest6rten Motorik bei MP fahrt, wird im Folgenden
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(a) Normal (b) Morbus Parkinson
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Verschaltungsmodells der Basalgangli-
en bei a) normalen Verhaltnissen und b) Morbus Parkinson. (+) erre-
gender/ (-) hemmender Einfluss der Projektionen auf die Zielgebiete.
Entnommen aus (Benninghoff et al. 2008). Verwendungserlaubnis
von Elsevier erteilt am 07.04.2020.

kurz auf die Rolle der SN in dem Verschaltungsmodell eingegangen: Der aus
den im Striatum endenden Efferenzen der SNpc freigesetzte Neurotransmit-
ter DA wirkt einerseits Uber D1-Rezeptoren aktivierend auf den direkten Weg
und andererseits Uber D2-Rezeptoren inhibitorisch auf den indirekten Weg.
Die dadurch erfolgte Schwachung des indirekten Weges reduziert dessen
hemmende Wirkung auf die motorische Aktivitat und es kommt somit ins-
gesamt zu einer Steigerung der Motorik (vgl. Abb. [2|(a)). Bei MP kommt es
bedingt durch die Degeneration der dopaminergen Neurone der SNpc und
dem daraus resultierenden DA-Mangel an den striatdren Rezeptoren zu einer
verminderten D1-vermittelten Aktivierung des direkten und einer reduzierten
D2-vermittelten Inhibition des indirekten Weges. D.h. die hemmende Wirkung
des Globus pallidus internus auf den Thalamus wird gesteigert und die bewe-
gungsférdernde Wirkung thalamokortikaler Verbindungen reduziert, sodass
es insgesamt zu hypokinetischen Stérungen (Brady-/ Akinese) kommt (vgl.
Abb. [2| (b)) (Sitzer und Steinmetz 2011}, Benninghoff et al. [2008; Fahn 2003];
Penney und Young 1986).

Die nigrostriatale Degeneration geht dem Auftreten motorischer Symptome mit
einem geschatzten Verlust von ~30% an SN-Neuronen und einem noch héheren
Verlust an striatalen Fasern voraus. Diese neuropathologischen Veranderungen
kénnen sich schon einige Jahre vor dem Auftreten offensichtlicher motorischer

22



Symptome zeigen (Cheng etal. 2010; Gazewood et al. 2013; Kordower etal.2013];
Beitz |2014; Ip etal.|2017b; Koprich etal. 2017). Der fortschreitende Verlust der
nigrostriatalen dopaminergen Neurone und die damit verbundene Reduktion der
DA-Konzentration in SN und Striatum korrelieren mit der zunehmenden Schwere
der Bradykinese bei MP (je ausgepragter der Neuronenverlust und damit je niedri-
ger die DA-Konzentration, desto starker die Bradykinese) (Fahn [2003]; Bernheimer
etal. [1973).

Zudem betrifft der Nervenzelluntergang bereits in friihen Krankheitsstadien auch
Neurone anderer Transmittersysteme, deren Schadigung die NMS des MP er-
klart: wahrend z.B. eine Verminderung der Neurotransmitter Noradrenalin und
Serotonin im Raphekern mit depressiver Symptomatik assoziiert ist, wird der
Acetylcholinmangel im Ncl. basalis Meynert u.a. flr die Demenz verantwortlich
gemacht (Sitzer und Steinmetz 2011}, Fox 2013; Baldus et al. 2015, Hacke [2015).
In den Basalganglien findet eine Verschiebung der cholinergen/ dopaminergen
Balance statt: durch den entstehenden DA-Mangel kommt es zu einem relativen
Acetylcholiniberschuss, der v.a. mit der Tremorsymptomatik und vegetativen Be-
gleitsymptomen assoziiert wird (Benninghoff et al. 2008; Collins-Praino etal. |[2011|;
Fox|2013; Baldus etal. 2015).

1.5.2. Lewy-Korper

Bei den fur MP charakteristischen LK handelt es sich um runde, eosinophile,
konzentrische, zytoplasmatische intraneuronale Einschllisse. Sie bestehen aus
verschiedenen abgelagerten und aggregierten Proteinen und Lipiden, wobei ihr
Hauptbestandteil aggregiertes und post-translational modifiziertes bzw. fehlgefal-
tetes a-Syn ist (Allen Reish und Standaert 2015; Hacke 2015; Goedert etal. |[2013];
Sitzer und Steinmetz 2011}, Koprich et al.|[2010; Shults 2006; Eriksen et al. |[2003;
Fahn 2003; Spillantini etal. 1998, Spillantini etal.|[1997). Diese Proteinaggregate
wurden erstmals 1912 von Friedrich Jacob Heinrich Lewy (1885-1950) in Hirn-
regionen aufB3erhalb der SN beschrieben und 1919 von Konstantin Nikolaevitch
Tretiakoff (1892-1958), der dhnliche Aggregate in der SN entdeckte, nach Lewy be-
nannt (corps de Lewy oder Lewy bodies (LB)). Lewy beschrieb neben abnormalen
Einschlissen in Nervenzellkdrpern auch ihr Vorkommen in Nervenzellfortsatzen,
die spater Lewy-Neuriten genannt wurden (Lewy 1912; Tretiakoff 1919; Braak et al.
1994; Goedert etal. 2013).
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In den 1990er Jahren wurde a-Syn als Hauptbestandteil der Lewy-Pathologie iden-
tifiziert (Spillantini etal.[1997; Spillantini etal. |1998). Es konnte gezeigt werden,
dass die Aggregation von a-Syn eine zentrale Rolle bei MP, Demenz vom Lewy-
Kérper-Typ und Multisystematrophie (= a-Synucleinopathien; vgl. auch Abschnitt
spielt (Goedert etal. |2013). Die Lewy-Pathologie ist von zentraler Bedeu-
tung fur den neurodegenerativen Prozess bei MP - ein kausaler Zusammenhang
zwischen Einschlusskdrperbildung und dem neurodegenerativen Prozess wird
angenommen: a-Syn-Aggregate scheinen zu neuronaler Dysfunktion und Zelltod
beizutragen bzw. diese zu verursachen (Goedert etal. 2013|; Oliveras-Salva et al.
2013}; Koprich etal. 2010} Satake et al.|[2009; Simén-Sanchez et al. 2009, Ibanez
etal. 2004}, Polymeropoulos etal.|1997; Spillantini etal. 1997).

Im Jahre 2003 wurde von Braak und Kollegen ein Staging-Schema fir MP ent-
wickelt, das den Zusammenhang zwischen dem topographischen Ausmalf3/ der
zeitlichen Verteilung der LK bzw. a-Syn-Pathologie und der Schwere/ Art der
Symptome im Verlauf der Erkrankung beschreibt. Es schlagt vor, dass der patholo-
gische Prozess an zwei Stellen beginnt und in einer topographisch vorhersagbaren
Sequenz in 6 Stufen ablauft (sog. Braak-Stadien): Wahrend im ZNS zuné&chst
Medulla oblongata (u.a. mit dem Vaguskern), Tegmentum pontis (u.a. Locus coe-
ruleus, Raphekern) und anteriore olfaktorische Strukturen (Bulbus/ N. olfactorius
mit dem Ncl. olfactorius anterior) betroffen sind (Stadium 1 und 2), breitet sich
der pathologische Prozess/ die Lewy-Pathologie weiter in das basale Mittel- und
Vorderhirn (einschlieBlich SN, Ncl. basalis Meynert) aus (Stadium 3 und 4) und
erreicht schlieBlich die Assoziationsgebiete und Primarfelder des Neokortex (Sta-
dium 5 und 6) (Braak etal. 2002; Braak et al. 2003b; Braak et al. 2004} Braak et al.
2006; Dexter und Jenner 2013; Goedert etal. 2013, Hacke 2015} Steiner etal.
2018). Das Auftreten von LK in verschiedenen Hirnregionen (Progression durch
die Braak-Stadien) verlauft parallel zur Entwicklung der Symptomstéarke (Koprich
etal. 2010; Kempster etal.|[2010; Braak et al. 2005; Saito etal. 2004). Die Stadien
1-2 sind v.a. durch NMS, wie z.B. Hyposmie oder Obstipation, gekennzeichnet. Ab
Stadium 3, wenn das Mittelhirn und die SN betroffen sind, treten bei den meisten
Patienten die typischen motorischen Symptome des MP auf. In den Endstadien
5-6 manifestiert sich die Erkrankung in all ihren klinischen Dimensionen inklusive
kognitiver Beeintrachtigungen (Braak et al. 2002; Braak et al. 2004; Jellinger 2009;
Sitzer und Steinmetz 2011}, Dexter und Jenner 2013).

Nach der Hypothese von Braak und Kollegen kdénnte die Parkinson-Pathologie
durch ein unbekanntes exogenes neurotropes Lewy-Pathologie-initiierendes Pa-
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thogen ausgeldst werden. Dieses Pathogen kdnnte Uber die Riechschleimhaut in
der Nase und/ oder - durch Verschlucken von Nasensekret - iber die Darmmukosa
aufgenommen werden und Gber den N. olfactorius bzw. den N. vagus das ZNS
erreichen (sog. ,Dual-Hit“-Hypothese) (Braak etal. 2003a; Hawkes et al. [2007;
Hawkes et al. 2009; Sitzer und Steinmetz 2011}, Beitz |2014; Rietdijk etal. 2017}
Steiner etal.2018). Der pathogene Prozess fuhrt zur Bildung der a-Syn-Aggregate
(= LK und -Neurite), die sich nach der Braak-Hypothese in kaudal-rostraler Rich-
tung durch das ZNS ausbreiten und eine prionendhnliche Fahigkeit zur Erzeugung
einer Ausbreitungspathologie zwischen Neuronen besitzen (Steiner etal. [2018];
Koprich etal. 2017} Rietdijk etal.[2017; Allen Reish und Standaert 2015, Dexter
und Jenner 2013, Visaniji etal. |2013]; Dunning etal. 2012; Sitzer und Steinmetz
2011}, Goedert etal. 2010; Braak etal. 2003b). Demzufolge kénnte sich patho-
logisches a-Syn zwischen miteinander verbundenen anatomischen Bereichen
sowohl innerhalb des Gehirns als auch vom Riechkolben oder dem ENS zum ZNS
ausbreiten (Koprich etal. 2017; Rey etal. 2016; Holmqvist etal. 2014; Braak etal.
2002).

Obwohl z.B. der pathologische Nachweis von LK und -Neuriten in Darmstruk-
turen, dem Vagusnerv und Gehirnstrukturen (im ENS und PNS) die Braak-Hy-
pothese stitzt, wird sie weiterhin kontrovers diskutiert. Auch wenn a-Syn unter
bestimmten Bedingungen zwischen Neuronen Ubertragen werden kann, ist nicht
klar, ob dies auch beim Menschen der Fall ist. Die interzellulare Ausbreitung der
ao-Syn-Pathologie bei MP konnte nicht endgultig nachgewiesen werden. Es kann
somit nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass der prionenartige
Transfer von a-Syn zum Fortschreiten der Parkinson-Krankheit beitragt. Zudem
basiert die Braak-Hypothese ausschlie3lich auf Momentaufnahmen von Degene-
rationsmustern in unabhangigen postmortalen Parkinson-Fallen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Diagnose und nicht alle Parkinson-Falle folgen genau die-
sem formalen Muster der Ausbreitung des Staging-Systems (Steiner etal. 2018|;
Koprich etal. 2017 Rietdijk etal. 2017; Beitz [2014; Dexter und Jenner 2013}
Kalaitzakis et al. 2008).

LK sind ein kardinales pathologisches Merkmal von MP, kommen aber auch bei
anderen (neurodegenerativen) Erkrankungen des ZNS vor und lassen sich bei 10%
der gesunden alteren Menschen nachweisen (sog. ,incidental Lewy-body-disease*)
(Hacke 2015; Shults 2006).
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1.6. Diagnostik

Da die Diagnosestellung im Frihstadium erschwert sein kann, sollten Patienten
mit Verdacht auf MP zu einem Spezialisten mit Erfahrungen in der klinischen
Differentialdiagnose von Parkinson-Syndromen Uberwiesen und die Diagnose
regelmanig reevaluiert werden (Gazewood et al. 2013} Deuschl etal. 2016). MP ist
eine klinische Diagnose, die durch eine sorgféltige Anamnese und neurologische
Untersuchung unter Verwendung von z.B. den ,UK Parkinson’s Disease Socie-
ty Brain Bank Clinical Diagnostic®-Kriterien gestellt werden kann (Hacke 2015;
Deuschl etal. 2016). Diese Kriterien beinhalten folgende 3 Punkte zur klinischen
Sicherung der Verdachtsdiagnose:

1. Diagnose eines Parkinson-Syndroms durch Vorliegen der motorischen Kar-
dinalsymptome (Brady-/ Akinese und mindestens ein weiteres Symptom:
Rigor, Ruhetremor, posturale Instabilitat)

2. Vorhandensein unterstitzender prospektiv positiver Kriterien fur MP (einsei-
tiger Beginn und persistierende (Seiten-)Asymmetrie im Krankheitsverlauf,
klassischer Ruhetremor, sehr gutes Ansprechen auf L-Dopa, anhaltende
L-Dopa-Ansprechbarkeit fir > 5 Jahre, Auftreten von schweren L-Dopa-in-
duzierten Dyskinesien (L-Dopa-Langzeitsyndrom), langsame klinische Pro-
gression mit Krankheitsverlauf von > 10 Jahren)

3. Fehlen von Ausschlusskriterien fir MP (keine Hinweise auf symptomatische
oder atypische Parkinson-Syndrome, wie z.B. Exposition gegenlber Parkin-
son-auslésenden Medikamenten oder Toxinen, strukturelle Verdnderungen
in der zerebralen Bildgebung, rezidivierende Schadel-Hirn-Traumata oder
diagnostisch gesicherte Enzephalitis in der Vorgeschichte, Nichtansprechen
auf hohe Dosen von L-Dopa, supranukleare Blickparese, frihe schwere
Demenz etc.)

(Quellen: ,UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria“
in (Gibb und Lees |1988; Hughes etal.|1992}; Kalia und Lang [2015; Deuschl et al.
2016)).

Zum Ausschluss mdglicher Differentialdiagnosen kénnen unterschiedliche dia-
gnostische Zusatzuntersuchungen durchgefiihrt werden: Zumindest einmal im
Verlauf der Erkrankung sollte eine zerebrale Bildgebung (cCT oder cMRT) zur
Detektion von symptomatischen Ursachen, Hinweisen auf atypische Parkinson-
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Syndrome oder Begleiterkrankungen (z.B. Raumforderung/ Tumor, Normaldruck-
hydrozephalus, MikrogefaBBerkrankungen, ischdmische Lasion) erfolgen (Hacke
2015; Deuschl etal.2016). Bei frihem Erkrankungsbeginn vor dem 50. Lebensjahr
sollte ein Morbus Wilson ausgeschlossen werden (Hacke 2015). Weitere fakultati-
ve Tests und Untersuchungen sind z.B. der L-Dopa-Test, funktionelle bildgebende
Verfahren (SPECT, PET), die transkranielle Sonographie des Hirnparenchyms
oder eine Elektromyographie mit Oberflachenelektroden zur Tremormessung. Zur
Beurteilung von NMS werden u.a. eine olfaktorische Testung, autonome Funktions-
untersuchungen, Polysomnographie oder neuropsychologische/ -psychiatrische
Untersuchungen eingesetzt. Letztere beinhalten z.B. Werkzeuge wie den PAN-
DA-Test (Parkinson Neuropsychometric Dementia Assessment - ein Test mit 5
Aufgaben zur kognitiven Leistungsfahigkeit und 3 Fragen zu Stimmung, Antrieb
und Interesse zur Detektion einer demenziellen Symptomatik und depressiven
Stimmungslage) (Kalbe etal. |2008) oder die Hamilton-Depressions-Skala (zur
Einschatzung des Schweregrades einer Depression) (Hamilton [1960) (Deuschl
etal. 2016}, Hacke [2015; Sitzer und Steinmetz |2011; Muzerengi et al. |[2007).

Flr das Staging stehen verschiedene Skalen zur Verfligung: Hoehn-Yahr-Skala
(5 Stadien zur Bestimmung des Schweregrades) (Hoehn und Yahr [1967) oder
UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale - ein Instrument zur Ver-
laufsbeurteilung von MP mit Bewertung von kognitiven Funktionen, Verhalten
und Stimmung, Aktivitaten des taglichen Lebens, motorische Untersuchung und
Komplikationen der Behandlung) (Fahn etal. [1987) bzw. der MDS-UPDRS (Move-
ment Disorder Society-sponsored revision of the UPDRS - Uberarbeitete Version
der urspriinglichen Skala) (Goetz etal.|[2008) (Hacke 2015; Deuschl etal. 2016).
Zusatzlich gibt es auch eine Skala zur Erfassung von NMS (Storch etal. 2010).

Die definitive Sicherung der klinischen Diagnose MP erfordert eine Bestatigung
durch den histopathologischen Nachweis von dopaminergem Neuronenverlust
und Vorhandensein von LK in der SNpc in post-mortem-Untersuchungen des Hirn-
gewebes von Parkinson-Patienten (Hughes etal. 1992; Gelb etal. 1999 Eriksen
etal. 2003; Koprich etal. 2010f; Dexter und Jenner 2013|;, Hacke [2015; Deuschl
etal. 2016).
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1.7. Therapiemoglichkeiten

Bislang existieren lediglich symptomatische Behandlungsansétze zur Verbesse-
rung motorischer und nicht-motorischer Beeintrachtigungen. Eine Heilung oder
bewahrte Behandlungsstrategien, die nachweislich den Krankheitsverlauf/ das
Fortschreiten des neurodegenerativen Prozesses verzdgern, aufhalten oder um-
kehren (sog. krankheitsmodifizierende kausale oder neuroprotektive Therapie(n)),
fehlen noch (Lew 2007; Surmeier 2007; Chesselet und Richter 2011; Sherer
etal. 2012; Dexter und Jenner 2013; Beitz 2014). Generell sollte mit der Be-
handlung friihzeitig, altersgerecht und effizient begonnen werden. Je nach Alter,
Krankheitsstadium, vorherrschender Symptomatik und Nutzen-Risiko-Verhéltnis
der Behandlung stehen unterschiedliche therapeutische Ansatze zur Verfligung
(Ferreira etal. 2013]; Beitz|2014; Hacke 2015 Deuschl et al. 2016).

Bei den symptomatischen Behandlungen lassen sich konservative, medikamen-
tése und interventionelle TherapiemalBnahmen unterscheiden: Konservative Be-
gleittherapien, wie z.B. regelmaBige Bewegung, Physiotherapie, Ergotherapie,
Logopéadie und Psychotherapie/ psychosoziale Beratung, kdnnen die Lebens-
qualitét der Patienten férdern und die Funktionsfahigkeit erhalten (Deuschl et al.
2016; Hacke 2015]; Beitz 2014}, Gazewood et al. 2013}; Sitzer und Steinmetz 2011;
Zigmond et al. 2009). Die unverzichtbare Grundlage der Parkinson-Therapie ist
der medikamentdse Ausgleich des DA-Mangels, durch den Gber viele Jahre eine
weitgehend normale Beweglichkeit erhalten werden kann. Mit der medikament6-
sen Behandlung sollte begonnen werden, sobald funktionelle Beeintrachtigungen
auftreten (Beitz 2014; Gazewood et al. [2013}; Sitzer und Steinmetz 2011}, Miyasa-
ki etal. 2002). Es stehen verschiedene Medikamente zur Verfligung: L-Dopa in
Kombination mit einem Decarboxylasehemmer, DA-Agonisten, Hemmstoffe des
DA-Abbaus (Monoaminoxidase-B- und Catechol-O-Methyltransferase-Hemmer),
NMDA-Antagonisten und Anticholinergika (Deuschl etal. 2016; Hacke 2015|; Beitz
2014}, Gazewood et al. 2013}, Sitzer und Steinmetz 2011). Obwohl die DA-basierten
Medikamente einige der motorischen Symptome der Erkrankung wirksam mas-
kieren (v.a. in frihen Stadien der Erkrankung), kdnnen sie auch Nebenwirkungen
(z.B. Psychosen, Halluzinationen und Impulskontrollstérungen) hervorrufen, mit
der Zeit an Wirksamkeit verlieren und zu Dys-/ Hyperkinesien und Fluktuationen
fihren (Rascol etal. 2003, Sherer etal. 2012}; Beitz |2014; Hacke 2015). Sind in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien schwere motorische Fluktuationen und dopa-
minerge Dyskinesien durch medikamentdse Kombinationstherapien nicht mehr
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gut kontrollierbar, kdnnen interventionelle BehandlungsmalBnahmen erwogen wer-
den. Dazu gehéren Medikamentenpumpen (z.B. subkutane Apomorphinpumpe
oder intrajejunale PEG-Sonde) und/ oder auch - sofern keine Kontraindikationen
vorliegen - die Tiefe Hirnstimulation (Sitzer und Steinmetz 2011}; Sherer et al. 2012;
Gazewood et al. 2013;; Beitz|2014; Hacke 2015).

Bei Ratten konnte im AAV1/2-A53T-a-Syn-Modell - einem mechanistisch relevan-
ten Modell des MP - gezeigt werden, dass die Tiefe Hirnstimulation des subthala-
mischen Kerns einen zusatzlichen potenziell neuroprotektiven und krankheitsmo-
difizierenden Effekt zu haben scheint (Musacchio etal.[2017).

Experimentelle Therapieansétze, wie z.B. die Gentherapie oder die Mdglichkeit
einer Impfung gegen a-Syn (vgl. auch Abschnitt[1.4.3.3) befinden sich noch in
der Phase der Entwicklung bzw. Testung (Hacke [2015|; Beitz 2014; Allen und
Feigin|2014}; Berry und Foltynie |2011). Es besteht der Bedarf weiterer Forschung
an mechanistisch geeigneten Modellen der Erkrankung zur Identifizierung von
neuen potenziellen Therapieangriffspunkten und krankheitsmodifizierenden so-
wie neuroprotektiven Wirkstoffen, sodass MP mdglicherweise in Zukunft heilbar
sein kdnnte. Dazu eignen sich z.B. die auf a-Syn basierenden Modelle, die - im
Gegensatz zu den auf Toxinen basierenden Modellen - die molekulare Pathologie
und den fortschreitenden Verlauf von MP modellieren (Koprich etal. 2017; Beitz
2014} Berry und Foltynie 2011).

1.8. a-Synuclein

Synucleine sind eine Wirbeltier-spezifische Familie reichlich vorhandener neuro-
naler Proteine, die sich aus drei eng verwandten Mitgliedern zusammensetzen: o-,
B- und y-Synuclein (Greten-Harrison etal. 2010). a-Syn ist ein Schllsselprotein,
das an der Pathogenese von MP beteiligt ist (Oliveras-Salva etal. |2013). Die
Entdeckung von a-Syn als genetische Ursache der Krankheit (vgl. Abschnitt[1.4.1)
und als Hauptbestandteil der LK (Spillantini et al.|[1997}; Oliveras-Salva etal. 2013)
sowie seine Assoziation mit verschiedenen anderen potenziellen &tiologischen
Faktoren (z.B. mit oxidativem Stress/ mitochondrialer Dysfunktion oder Neuroin-
flammation - vgl. Abschnitte|1.4.3.1}[1.4.3.3|und [1.4.3.4) verdeutlichen dies. a-Syn
ist physiologischerweise ein kleines, 14 kDa schweres, |6sliches und urspringlich
ungefaltetes Protein. Es wird vorwiegend in Neuronen des ZNS exprimiert und
ist an prasynaptischen Endigungen in unmittelbarer Nahe zu synaptischen Vesi-
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keln lokalisiert (Jakes etal. [1994; Iwai etal. [1995; Weinreb etal. 1996; Withers
etal.[1997]; Davidson etal.[1998]; Abeliovich et al. 2000; Greenbaum et al. 2005;
Yasuda et al. 2013; Béttner etal. 2015; Allen Reish und Standaert 2015). a-Syn
existiert in verschiedenen Formen, von denen seine vielfaltigen Funktionen ab-
héngen (Koprich etal. 2017). Um die Rolle von a-Syn in der Pathogenese von
MP zu verstehen, missen zwei Ansatze betrachtet werden: einerseits die phy-
siologische Rolle von a-Syn (in seiner physiologischen Form als Monomer und
moglicherweise Tetramer) (Luth etal.|[2015; Fauvet etal. 2012; Bartels etal. 2011)
und welche Auswirkungen der Verlust dieser Funktion auf ansonsten gesunde
Neurone hat und andererseits wie abnormales a-Syn (mutierte oder héherwertige
Formen, d.h. Oligomere oder Aggregate) degenerative Prozesse initileren kann.
Beide Mechanismen - Funktionsverlust und -erweiterung - tragen wahrscheinlich
zur Krankheitsentstehung bei und kénnten potenzielle Therapieangriffspunkte
darstellen (Koprich etal. 2017).

Die normalen physiologischen Funktionen von a-Syn sind noch nicht vollstandig
geklart. Es scheint aber - bedingt durch seine physiologische Lokalisation an
der Prasynapse - eine Rolle bei der Regulierung der Exozytose (z.B. bei der
Vesikel-Membran-Fusion und der prasynaptischen Neurotransmitter-Freisetzung
in dopaminergen Neuronen) zu spielen (Béttner etal. 2015; Logan etal. 2017
Koprich etal. 2017). In a-Syn-defizienten Mausen konnten funktionelle Defizite im
nigrostriatalen DA-System (z.B. eine verdnderte DA-Freisetzung und Reduktion
des striatalen DA) nachgewiesen werden (Abeliovich etal. 2000). In Gehirnen von
Mausen, denen a- und B-Syn fehlte, wurde ein um ~20% reduzierter DA-Spie-
gel festgestellt (Chandra et al. 2004). Die Aufhebung der Synucleinexpression in
ofy-Syn-triple-knockout-M&usen fihrte u.a. zu Verédnderungen in der synaptischen
Struktur und Ubertragung (z.B. einer verringerten GroBe der exzitatorischen Syn-
apse um ~30%) und zu altersbedingter neuronaler Dysfunktion (Greten-Harrison
etal.2010). Synucleine scheinen wichtige Determinanten der présynaptischen Ter-
minalgréBe zu sein und einen Beitrag zum langfristigen Funktionieren des Nerven-
systems zu leisten. Veranderungen ihrer physiologischen Funktion scheinen zur
Entwicklung von MP beitragen zu kénnen (Greten-Harrison etal.[2010). SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor)-Komplexe
sind direkt an der Vesikelfusion, Exozytose und im nigrostriatalen System an der
DA-Freisetzung beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass a-Syn als Monomer mit
diesen SNARE-Komplexen interagiert und deren Aufbau/ Bildung férdert, wahrend
groBBe a-Syn-Oligomere dies indirekt verhindern und somit die DA-Freisetzung
hemmen (Burré etal. 2010j; Choi etal.|2013; Koprich etal.|2017). AuBerdem konn-
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te gezeigt werden, dass auch eine Uberexpression von a-Syn zu einer reduzierten
DA-Freisetzung flihrt. In bestimmten a-Syn-tUberexprimierenden Mausen lagen
eine veranderte Clusterbildung von synaptischen Vesikeln und reduzierte Inter-
vesikelabstande vor. Dies spiegelt méglicherweise eine Rolle von a-Syn beim
vesikularen Recycling wider und erklart, wie pathologische Formen von a-Syn die
Neurotransmitterfreisetzung beeinflussen kdnnen (Nemani etal. 2010; Lundblad
etal.[2012; Platt etal. 2012; Scott und Roy 2012; Lai etal. 2014}, Taylor etal. 2014,
Koprich etal. 2017). Da a-Syn mit der Tyrosinhydroxylase (TH) - dem ratenlimitie-
renden Enzym in der DA-Biosynthese - interagiert, scheint es an der Regulation
der DA-Biosynthese beteiligt zu sein (Perez etal. 2002). Des Weiteren scheint
physiologisches a-Syn durch Wechselwirkung mit Tubulin eine Rolle bei der Mi-
krotubulibildung zu spielen und darUber hinaus auch am intrazellularen Transport
innerhalb des ER (Endoplasmatischen Retikulum)-Golgi-Netzwerks beteiligt zu
sein (Koprich etal.2017; Toba etal. 2017} Cartelli etal.|2016; Gitler etal. 2008;
Cooper etal. 2006). AuBerdem wird a-Syn auch auBBerhalb des ZNS exprimiert, wo
seine Funktionen noch nicht geklart sind, es mdglicherweise aber einen Einfluss
auf die Lymphozytenentwicklung im blutbildenden System hat (Koprich etal. 2017
Shameli etal. 2016; Shin etal. 2000).

Die genaue pathogene Bedeutung von unléslichem a-Syn bei MP ist noch weniger
klar als seine normalen physiologischen Funktionen. Eine Uberexpression von
o-Syn und pathologisch veranderten Formen dieses Proteins scheinen aber mit
der Pathogenese von MP assoziiert zu sein (Lee und Trojanowski 2006; Bendor
etal. 2013; Ip etal. 2017b). Wenn a-Syn von seiner Monomerform zu Strukturen
héherer Ordnung (Protofibrillen, Fibrillen und Oligomere) wechselt, verlagert sich
auch seine Funktion von der normalen Zellphysiologie hin zur Beteiligung an
toxischen Prozessen (Koprich etal. 2017). LK sind die gréBten und am besten
organisierten Formen von a-Syn-Aggregaten (Allen Reish und Standaert 2015).
Sie kdénnten selbst toxisch sein oder als Speicher fur fehlgefaltetes a-Syn dienen
und damit eine potenziell neuroprotektive Funktion besitzen (Koprich etal. 2017
Stefanoni etal. 2011}, Olanow et al. 2004, Conway et al. 2000; Tompkins und Hill
1997). Bei MP und anderen a-Synucleinopathien korreliert der Schweregrad der
Erkrankung mit der Tendenz von a-Syn zu Fehlfaltung und Bildung dieser Uberge-
ordneten Strukturen (Peelaerts und Baekelandt 2016; Koprich etal. 2017). Wie
genau es zur Fehlfaltung und Aggregation von a-Syn kommt, ist nach wie vor
Gegenstand der neurodegenerativen Forschung (Peelaerts und Baekelandt|2016).
Manche Mutationen (z.B. A30P und A53T) und Multiplikationen des SNCA-Gens
fihren dazu, dass das kodierte a-Syn eher pathologische Strukturen bildet bzw.
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schneller aggregiert. Sporadische Félle von a-Syn-Transformationen sind hinge-
gen weniger gut verstanden (Koprich etal. 2017; Narhi etal. 1999). Dopaminerge
Neurone der SN (genauer: Nucleus A9 Zellen) sind besonders anféllig fir Zelltod
sowohl bei MP als auch in experimentellen a-Synucleinopathie-Modellen (German
und Manaye [1993; Maingay et al. 2006 Koprich etal. 2017). Neben ihren struktu-
rellen und funktionellen Besonderheiten (z.B. lange, stark verastelte Axone und
auBBergewdhnlich hohe elektrophysiologische Aktivitat), sind diese Neurone um-
weltbedingten Schadigungen, altersbedingten Beeintrachtigungen der Autophagie
und Verénderungen des a-Syn-Proteins ausgesetzt. Dies fuhrt mdglicherweise
zu a-Syn-Akkumulation und Bildung toxischer, héherwertiger a-Syn-Formen, die
deren Vulnerabilitat weiter verstarken (Koprich etal. 2017 Volpicelli-Daley 2017,
Guzman etal. 2009; Matsuda et al. [2009; Greenbaum et al. [2005).

Fehlgefaltetes a-Syn beeintrachtigt Protein-Clearance und -Abbau (Hinault et al.
2010; Xilouri etal. 2016), induziert ER-Stress durch Stérung des Vesikeltransports
zwischen ER und Golgi-Apparat (Cooper etal. |2006; Gitler etal. 2008; Chung
etal.2013; Yasuda et al. 2013), férdert mitochondriale Dysfunktion und oxidativen
Stress (Guardia-Laguarta et al. 2014; Dryanovski et al. 2013; Dexter und Jenner
2013}, Schapira und Jenner 2011} Devi etal. 2008 Hsu etal. 2000), Uberwaltigt
die Calciumpufferkapazitat der Zelle (Mosharov et al. 2009), beeintrachtigt den
axonalen Transport (Volpicelli-Daley 2017), verstarkt die Neuroinflammation (Wong
und Krainc 2017; Kim etal. 2015; Wang etal. 2015; Yacoubian und Standaert
2009; Reynolds et al. |[2008al; Zhang et al. 2005) und erleichtert die pathologische
Aggregation von anderen Proteinen, wie z.B. Amyloid-p oder Tau (Yoshimoto et al.
1995; Masliah etal. 2001; Giasson etal. 2003; Stefanoni etal. 2011; Guo etal.
2013; Koprich etal. 2017). Neben den zuvor beschriebenen Erweiterungen des
Funktionsumfangs, kénnen die toxischen Formen von a-Syn auch zum Verlust
von Funktionen (z.B. beeintrachtigter Neurotransmitterfreisetzung und gestorter
Mikrotubulibildung) fithren (Koprich etal. 2017). Fir eine Ubersicht vgl. Abb. .

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass es bei gesunden Menschen alters-
bedingt zu einem Anstieg von nicht-aggregiertem o-Syn innerhalb von nigralen
Neuronen kommt und dass diese Veranderung mit einer altersbedingten Reduktion
der TH verbunden war (Chu und Kordower 2007). Bei MP scheinen altersbedingte
Anhaufungen von a-Syn durch lysosomale Uberforderung zu einer Fehlfaltung und
Bildung von Einschlusskérpern des Proteins zu fihren und in einer unterschwelli-
gen Degeneration des nigrostriatalen DA zu resultieren (Chu und Kordower 2007).
In post-mortem-Untersuchungen von Parkinson-Patienten zeigten sich bei der
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Abbildung 3: Physiologische und pathologische Funktionen von a-Synuclein. Ent-
nommen aus (Koprich etal.[2017). Verwendungserlaubnis von Sprin-
ger Nature erteilt am 24.08.2020.

Farbung in Gberlebenden dopaminergen Neuronen tberwiegend a-Syn-Aggregate,
die resistent gegentber Proteinverdauungstechniken waren und als unléslich be-
trachtet werden (Neumann et al. 2002; Neumann et al. 2004 Chu et al. 2009; Taniji
etal.2010; Koprich etal.2010).

Basierend auf diesen Erkenntnissen kénnte es zwei potenziell wirksame The-
rapieansatze zur Modifikation/ Préavention von MP geben, mit denen die norma-
le Funktion von a-Syn wiederhergestellt bzw. die durch pathologisches a-Syn
hervorgerufenen Funktionserweiterungen/ -verluste verhindert werden kdnnten:
Verhinderung der altersbedingten Anh&ufung von nicht-aggregiertem a-Syn auf
ein Niveau, das zu Fehlfaltung und Bildung von Einschlusskdrpern fuhrt und/
oder eine Léslichmachung von bereits gebildeten a-Syn-Aggregaten (Koprich et al.
2017;; Allen Reish und Standaert 2015]; Yasuda etal. 2013; Gerard etal. [2010;
Koprich etal. 2010; Chu und Kordower [2007; Hayashita-Kinoh et al. [2006; Li et al.
2004). Um die Relevanz/ Wirksamkeit von solchen neuartigen Therapien fir MP
kritisch zu bewerten, werden auf a-Syn basierende Tiermodelle bendtigt. Mit ihnen
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kénnten neue potenzielle Medikamente entdeckt und praklinisch validiert werden,
bevor sie mdglicherweise in die klinische Entwicklung Gberfihrt werden (Koprich
etal. 2010}, Koprich etal. 2017).

1.9. Auf a-Synuclein basierende Parkinson-Tiermodelle

Basierend auf den Beobachtungen, dass a-Syn so eng mit der Pathogenese von
MP verbunden ist, wurden in den letzten Jahren verschiedene a-Synucleinopa-
thie-Tiermodelle fiir MP entwickelt (Oliveras-Salva etal. 2013; fir eine Ubersicht
vgl. (Koprich etal.2017)): Zahlreiche transgene Mauslinien, die wt- oder mutiertes
o-Syn (z.B. humanes A53T-a-Syn, A30P-a-Syn oder beides) Gberexprimieren,
wurden generiert. Diese kdnnen zwar einige Merkmale der menschlichen Erkran-
kung (z.B. die abnormale Akkumulation von a-Syn in nigralen Neuronen) imitieren,
der wesentliche Nachteil in den meisten dieser transgenen Modellen ist jedoch die
fehlende Reproduzierbarkeit von nigrostriatalen Schaden und der variable Zeitrah-
men, um degenerative Veranderungen hervorzurufen (Kahle 2008; Chesselet und
Richter 2011, Oliveras-Salva et al. 2013). Neben transgenen Parkinson-Modellen
wurden mehrere auf Genverabreichung basierende Tiermodelle von Synucleino-
pathien generiert. Dazu wurden lentivirale (Lo Bianco etal. 2002; Lauwers et al.
2003; Lauwers et al. 2007) und adeno-assoziierte virale Vektoren (AAV) verwendet.
Letztere weisen eine hohe Affinitat zu dopaminergen Neuronen auf und sind auf-
grund ihrer Vorteile inzwischen zum Goldstandard fir solche Ansatze geworden
(Kirik et al. 2002; Burger et al. 2004; Taymans et al. 2007}, Markakis etal. 2010; van
der Perren etal. 2011}, Léw und Aebischer 2012; Koprich etal. 2017). Dennoch
weisen auf AAV-a-Syn basierende Modelle je nach Studie, Tierspezies, Serotyp,
verabreichtem Gen, Titerhéhe etc. noch einen gewissen Grad an Variabilitat -
bezogen auf das Ausmaf3 der Degeneration (20-80% nigraler Neuronenverlust)
und die Latenzzeit bis zur Degeneration (8-52 Wochen) - auf (Koprich etal. 2017
Oliveras-Salva etal. 2013; Chung etal. 2009; St Martin etal. 2007}, Maingay et al.
2006; Yamada et al. 2004; Kirik etal. 2003; Kirik et al. 2002; Klein et al. 2002).

Neuere Modelle, die Hybrid-Serotyp-Adeno-assoziierte Viren (= AAV, die zwei
virale Serotypen auf ihrer Oberflache exprimieren) auf der Basis von AAV2 ver-
wenden, fihrten in kirzeren Zeitrdumen (3-16 bzw. 26 Wochen) zu einer teils
gréBeren und weniger variablen Degeneration (40-80% nigraler Neuronenverlust)
und riefen teilweise Verhaltensdefizite hervor, die durch Behandlung mit L-Do-
pa reversibel waren (Koprich etal. 2017; van der Perren etal.|[2015; Decressac
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etal. 2012; Koprich etal. 2011} Koprich etal.|[2010; Sanchez-Guajardo etal. 2010,
McFarland et al.[2009; Eslamboli et al. 2007). Bei Ratten und nicht-menschlichen
Primaten fihrte AAV-vermittelte Uberexpression von mutiertem A53T-a-Syn zu
histologischen und verhaltensbedingten Merkmalen des MP (Kirik etal. 2003;
Eslamboli etal. 2007; Koprich etal. 2010]; Koprich etal. 2011 van der Perren etal.
2015).

Die Verwendung eines neuartigen AAV1/2-Vektors zur gezielten Uberexpression
von humanem A53T-a-Syn in der SN flhrte bei Ratten in zeit- und dosisabhangiger
Weise zu Verhaltensauffalligkeiten und Schlisselmerkmalen der nigrostriatalen
Degeneration, die mit MP assoziiert sind (Koprich etal. [2011). AAV1/2 ist ein
chimarer Vektor, der die AAV-Serotypen 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 auf dem viralen
Kapsid exprimiert und somit die Vorteile des Serotyps 2 (neuronaler Tropismus und
Fahigkeit, hohe Titer zu produzieren) mit denen des Serotyps 1 (ausgezeichnete
Fahigkeit, Hirngewebe zu durchdringen) kombiniert (Koprich etal.|[2010). Nach
Injektion des AAV1/2-Vektors in hoher Titerkonzentration von 5,1 x 10'2 gp/ml
kam es innerhalb von 3 Wochen zu einem schnellen Verlauf der dopaminergen
nigrostriatalen Degeneration begleitet von a-Syn-Aggregaten und dystrophen Neu-
riten im Vergleich zur leeren Vektorkontrollgruppe (EV - empty vector) (Koprich
etal.[2010). In dieser Studie konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
ein Teil der hervorgerufenen Pathologie auf eine generelle Proteiniberladung
und somit nicht ausschlieBlich auf A53T-a-Syn zurlckzufihren war: In der Kon-
trollgruppe konnten hohe Titer von AAV1/2-GFP (grin fluoreszierendes Protein)
namlich ebenfalls - wenn auch in geringerem Maf3e - eine Degeneration von do-
paminergen Neuronen in der SN, ohne Anzeichen einer Pathologie auf der Ebene
des Striatums, hervorrufen (Koprich etal. 2010}, Koprich etal.|[2011).

In einer darauffolgenden Studie wurden die Auswirkungen von zwei niedrige-
ren Titerkonzentrationen desselben Vektors untersucht, um eine Konzentration
von Viruspartikeln zu definieren, die eine fir humanes A53T-a-Syn spezifische
nigrostriatale Pathologie erzeugt (Koprich etal. 2010; Koprich etal. 2011). Eine
1:3-Verdiinnung von AAV1/2-A53T-a-Syn (Endtiterkonzentration 1,7 x 10'? gp/ml)
fihrte im Verlauf von 6 Wochen zu einer spezifischen und fortschreitenden Dege-
neration des nigrostriatalen Systems: abnehmende striatale TH-Konzentrationen,
steigende DA-Umsétze, zunehmend starker dystrophische Neuriten, Anstieg und
anschlieBender Rickgang der striatalen DAT (Dopamintransporter)-Bindung, Ver-
lust von dopaminergen Neuronen in der SN und anhaltende Verhaltensauffalligkeit
im Sinne einer Asymmetrie bei der Benutzung der Vorderpfoten im Zylindertest
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(Koprich etal.2011). Eine 1:10-Verdinnung von AAV1/2-A53T-a-Syn (Endtiterkon-
zentration 5,1 x 10! gp/ml) verursachte bei den damit behandelten Ratten nach 3
Wochen Verhaltensbeeintrachtigungen, eine Steigerung des DA-Umsatzes und
eine Reduktion des striatalen TH-Spiegels. Diese Auffalligkeiten waren allerdings
im Gegensatz zur 1:3-Verdiinnung zwischen Woche 3-6 nicht progredient, son-
dern normalisierten sich, sodass dieses Modell zukunftig zur Untersuchung von
endogenen Kompensationsmechanismen verwendet werden kdénnte (Koprich etal.
2011). In beiden Kontrollgruppen (AAV1/2-EV und -GFP) konnten diese Verande-
rungen weder nach 3 noch nach 6 Wochen bei keiner der beiden Verdiinnungen
nachgewiesen werden (Koprich etal. 2011).

Bei nicht-menschlichen Primaten (genauer: Cynomolgus-Makaken) konnte 17
Wochen nach der Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn in die SN - in Abhangigkeit
von verwendeter viraler Titerkonzentration und Volumen des viralen Vektors -
ein Verlust von dopaminergen Neuronen der SN, eine Reduktion von striatalem
DA, eine starke a-Syn-Expression in Uberlebenden nigralen Neuronen und ein
Transport von a-Syn zum Striatum nachgewiesen werden. Trotz der nigrostriatalen
Degeneration konnten bisher (noch) keine Verhaltensauffalligkeiten beobachtet
werden (Koprich etal. 2016; Koprich etal.|[2017).

Es folgten Versuche mit verschiedenen AAV-Serotypen bei Mausen zur Gene-
rierung von Parkinson-Modellen. Diese zeigten jedoch entweder eine Resistenz
gegeniber a-Syn-induzierter Neurodegeneration (kein oder nur geringer dopa-
minerger Neuronenverlust nach relativ langen Expositionszeiten) oder waren so
aggressiv, dass sie ein hohes Maf3 an Neurodegeneration ohne eindeutigen Nach-
weis einer Lewy-Pathologie hervorriefen und somit nicht die frihen Stadien des
MP modellierten (Dong etal.|[2002; St Martin etal.|[2007}; Yasuda et al. 2009; Cao
etal. 2010}; Ulusoy etal. 2012} Oliveras-Salva etal.|[2013; Song etal. 2015).

1.10. Zielsetzung dieser Arbeit

Die Schliisselfunktion von a-Syn in der Atiopathogenese des MP und die Vorteile
der Mausspezies, insbesondere mit der Méglichkeit der Genmanipulation, verdeut-
lichen die Notwendigkeit eines viralen vektorbasierten Parkinson-Mausmodells
mit einer Lewy-ahnlichen a-Synucleinopathie. Die Verflugbarkeit eines solchen
Modells wirde eine Reihe interessanter wissenschaftlicher Méglichkeiten eréffnen,
wie z.B. die Ubertragung auf transgene und knockout-M&use zur Untersuchung
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molekularer Mechanismen der Neurodegeneration oder Erforschung und praklini-
schen Testung krankheitsmodifizierender Therapien bei MP (Oliveras-Salva et al.
2013).

Keines der existierenden auf AAV-a-Syn basierenden Parkinson-Mausmodelle
konnte bisher alle Merkmale der Erkrankung und/ oder die frihen Stadien des MP
optimal darstellen. In Ratten- und Affenmodellen konnte hingegen gezeigt werden,
dass die AAV1/2-vermittelte Uberexpression von humanem mutiertem A53T-a-Syn
in der SN zu dopaminerger nigrostriataler Degeneration und Verhaltensauffallig-
keiten flhrte (vgl. Abschnitt[1.9) (Koprich etal.[2010j; Koprich etal. 2011}, Koprich
etal. 2016).

Ziel dieser Doktorarbeit - die im Rahmen eines kollaborativen Projektes mit James
B. Koprich und dem Toronto Western Research Institut in Ontario, Kanada entstan-
den ist - war die Ubertragung von diesem auf AAV1/2-A53T-a-Syn basierenden
Parkinson-Ratten- und Makakenmodell auf die Mausspezies zur Generierung
und Charakterisierung eines neuen Mausmodells des MP, das innerhalb eines
praktikablen experimentellen Zeitrahmens zu Verhaltensauffalligkeiten und histo-
pathologischen Merkmalen flhrt, die der menschlichen Erkrankung &hneln (Ip
etal. 2017b).
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2. Material und Methoden

Die verwendeten Arbeitsmaterialien (Gerate, Software, Gebrauchsmaterial), Che-
mikalien und Antikérper (AK) flr die immunhistochemischen Farbungen sowie
hergestellten Lésungen sind im Anhang - detailliert aufgefiihrt. Sofern
nicht anders angegeben, wurde fiir Laborarbeiten Standardmaterial verwendet.

2.1. Versuchstiere

43 mannliche C57BL/6-wt-Mause (Gewicht zwischen 24-33 g) wurden von der
Charles River Laboratories GmbH in Sulzfeld, Deutschland bezogen und im Alter
von 6-12 Wochen untersucht.

Die Mause wurden unter Standardbedingungen bei einer Raumtemperatur (RT)
von 21°C und einem 12 h/ 12 h Tag-Nacht-Rhythmus in nahezu pathogenfreier
Umgebung einzeln in Makrolonkéafigen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser
gehalten.

Um den Belastungsgrad im Tierversuch zu ermitteln und eventuelle Abbruchkrite-
rien abzuleiten (Versuchsabbruch bei 15-20 Punkten), wurden die Tiere taglich auf
Kérpergewicht (KG), Erscheinungsbild, Verhaltensauffalligkeiten und klinischen
Zustand kontrolliert und mit 0-20 Punkten bewertet.

Die vorgegebenen Richtlinien bezlglich Pflege, Haltung und Nutzung der Tiere
wurden eingehalten. Der Tierversuchsantrag, der zur Durchfihrung der Tier-
versuche berechtigt, wurde von der zustandigen Behdrde, der Regierung von
Unterfranken in Wirzburg, Deutschland, genehmigt (AZ-80/13).

2.2. Stereotaktische Operation/ Vektorinjektion

Vor der stereotaktischen Injektion wurden die Mause folgendermaf3en vorbe-
handelt: lhnen wurde ein Andsthetikum (Ketamin-Xylazin-Gemisch - Herstellung
vgl. Anhang intraperitoneal links appliziert, um eine sichere Bewusstlosig-
keit, Schmerzfreiheit und Muskelrelaxation zu gewahrleisten. Eine ausreichende
Narkosetiefe war durch Prifung des Schmerzreflexes (Schwanz- und Zwischen-
zehenreflex) sichergestellt.
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Abbildung 4: Aufbau des Operationssettings (Operationsmikroskop, stereotakti-
sches Mikroinjektor-Robotersystem, Hochgeschwindigkeitsbohrer,
stereotaktischer Rahmen mit Mausaufsatz, Warmematte mit rek-
taler Thermosonde, vorbereitete Maus mit rasierter Kopfhaut und
Augensalbe).

Anschlie3end wurde die Kopfhaut rasiert und die Maus mit der Nase und beidseits
unterhalb der Ohren in den stereotaktischen Rahmen fixiert. Durch Unterlegen
einer Warmematte und kontinuierlicher Kontrolle der Kérpertemperatur mittels
rektaler Thermosonde wurde ein Auskihlen des Tieres verhindert. Die Augen
wurden durch Bepanthen® Augensalbe vor Austrocknung geschiitzt (vgl. Abb. .
Nach Desinfektion der Kopfhaut mit Cutasept® wurde ein ca. 1 cm langer sagittaler
Hautschnitt in der Mittellinie gesetzt, die Haut ,aufgeklappt‘ und das Bregma -
der anatomische Punkt auf dem Schéadeldach (Calvaria), an dem die Kranznaht
(Sutura coronalis) und die Pfeilnaht (Sutura sagittalis) kreuzen - mit einem sterilen
Chirurgiestift markiert. Vom Bregma ausgehend wurde mithilfe des Operations-
mikroskopes und der Computersoftware StereoDrive die Injektionsstelle ermittelt
und die Schadelkalotte an dieser Stelle mit einem Hochgeschwindigkeitsbohrer
erdffnet. Ein Uberhitzen wurde durch tupfende Bewegungen und Anfeuchten mit
NaCl (Natriumchlorid) 0,9% verhindert und anfallende Knochenspane mit einem
feuchten Wattestabchen entfernt. Nach kurzem Testen des Mikroinjektors (ein-
gestellte FlieBgeschwindigkeit 0,5 pl/min) wurde die Mikroinjektionsspritze vom
Bregma ausgehend nach folgenden Koordinaten gemafl dem Maushirnatlas von
Paxinos und Franklin (2001) ausgerichtet: anteroposterior -3,1 mm, mediolateral
-1,4 mm, dorsoventral -4,4 mm. Die Injektion erfolgte somit einseitig in die rechte
SN.

Es standen insgesamt zwei Injektionslésungen zur Verfigung: Jedem Tier wurden
entweder 1,5 pul AAV1/2-A53T-a-Syn (n = 22) oder der Kontrollgruppe 1,5 pl leerer
AAV1/2-Vektor (n = 21) jeweils in einer Konzentration von 5,16 x 10'? gp/ml inji-
ziert. In den praoperativen Verhaltenstestungen ergaben sich keine gravierenden
Unterschiede, sodass die Verteilung der Mause auf die jeweilige Injektionsgruppe
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Abbildung 5: Ubersicht tber die Mausverteilung (n = Anzahl der Tiere) auf die
Injektionsgruppen und weitere Gewebeverarbeitung (Fixierungsart:
fresh, PFA = Paraformaldehyd).

randomisiert erfolgte (vgl. Abb.[5). Die Adeno-assoziierten viralen Vektoren vom
Serotyp 1/2 (AAV1/2) wurden wie in Koprich etal. (2010) beschrieben, hergestellt.

Zur Gewabhrleistung einer vollstandigen Diffusion der eingebrachten Lésung ins
Gewebe, verblieb die Mikroinjektionsspritze nach Beendigung der Injektion noch
fir weitere 5 Minuten an ihrer Stelle. Nach vorsichtigem Entfernen der Spritze
wurde die Inzisionswunde an der Kopfhaut mit Einzelknopfndhten (Vicryl 4-0)
verschlossen. Jede Maus erhielt postoperativ 10 pl/g KG eines Analgetikums
(Carprofen - Rimadyl®, vgl. Anhang intraperitoneal. Die Tiere wurden zuriick
in ihren Kéfig gelegt und verblieben mit diesem bis zum Aufwachen aus der
Narkose auf einer Warmeplatte.

2.3. Verhaltensexperimente

Die Verhaltenstests wurden Uber 2 Wochen pra- und 9 Wochen postoperativ
(vgl. Abb.[6) jeweils anndhernd am gleichen Wochentag und zur gleichen Uhrzeit
durchgeflhrt. Aus den zwei préaoperativen Messwerten wurde der Mittelwert (MW)
gebildet, um einen praoperativen Ausgangswert zu erhalten.
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Abbildung 6: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau (fett dargestellt) und den zeitli-
chen Verlauf der Verhaltensexperimente.

2.3.1. RotaRod

Zur Untersuchung der motorischen Fahigkeiten, Koordination/ Balance und Aus-
dauer der Mause wurde die RotaRod-Testung durchgefuhrt. Fir den Versuch
wurde ein Computer mit der Software TSE RotaRod V4.0.1, der mit dem Gerét
(TSE RotaRod 3375-4B) verbunden war, bendtigt. Es handelte sich um eine zy-
linderférmige automatisch rotierende Walze (Durchmesser 3 cm, mit Rillen zur
Verbesserung der Griffigkeit), die sich ca. 27 cm Gber dem Boden befand und
deren Rotationsgeschwindigkeit sich pro Versuchsdurchgang tber eine Dauer von
300 Sekunden (= 5 Minuten) von 5 auf 50 Umdrehungen pro Minute steigerte.
Die Rotationsanlage war durch Trennwéande in Kompartimente unterteilt, sodass
jeweils vier Mause ohne Sichtkontakt parallel getestet werden konnten. Unter-
halb der rotierenden Walze befanden sich in jedem Kompartiment Gitterstabe mit
Sensoren, die die Dauer bis zum Herabfallen der Maus vor Ablauf der eingestell-
ten Zeit registrierten (vgl. Abb. [7). (Vorgenommene Einstellungen: Maximalzeit
= 300 s, Start mit 5,00 bis 50,00 Umdrehungen pro Minute, Schockintensitat = 0
Milliampere, Schocklange = 1 s.)

Die RotaRod-Testung wurde tber 2 Wochen pra- und 8 Wochen postoperativ
jeweils einmal wdchentlich durchgefthrt. Pro Versuchstag durchlief jede Maus
finf Durchgange a maximal 5 Minuten. Von diesen funf Durchgdngen wurde der
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Abbildung 7: Versuchsaufbau RotaRod (a) und Open Field (b+c).

jeweils niedrigste und héchste Wert gestrichen und aus den restlichen drei Werten
der MW berechnet. Auf diese Weise ergab sich fur jede Maus pro Woche ein Wert,
aus denen wiederum ein Gruppen-MW (AAV1/2-A53T-a-Syn vs. AAV1/2-EV) pro
Woche gebildet wurde, der jeweils in den Ergebnissen graphisch dargestellt ist

(vgl. Abb.[10]in Abschnitt[3.1.1).

2.3.2. Open Field

Mit dem Open Field-Test wurde das explorative Verhalten und die allgemeine
Bewegungsaktivitédt der M&use untersucht. Als sog. offenes Feld diente eine leere
Testarena in Form einer quadratischen Box (39,5 x 39,5 cm, H6he 35 cm), die
hinter einem Paravent auf einem Tisch platziert und Uber der eine Videokamera
installiert wurde. Der Abstand zwischen der Box (Innenseite Boden) und der
Kamera (Staboberkante Halterung) betrug 72 cm. Die Kamera wurde Uber ein
Kabel mit einem Computer verbunden, dessen Softwareprogramm EthoVision
XT 8.5 Uber eine definierte Zeit von 5 Minuten die zurtickgelegte Gesamtdistanz
(cm) und die Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) der Tiere gemessen hat (vgl.
Abb. [7). (Vorgenommene Einstellungen: Experiment Settings: Video Source =
Live Tracking, Tracked Features = Center-point detection, Units = cm, s, deg;
Arena Settings: Calibrate scale von Ecke zu Ecke ziehen und 39.5 cm eingeben
- ok - Arena 1 so ziehen, dass Uberall ein Stiick GUber den Rand steht, damit die
Maus auch aufgenommen wird, wenn sie sich am Rand der Box aufrichtet; Trial
Control Settings: 0 —+ > 100 s — » — 300.0 s — B — H; Detection Settings:
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Method = Dynamic Substraction, Detection = Subject is darker than background,
Subject Size = Minimum 0/ Maximum 125.000, Video = Sample Rate 12.500/s,
Aufnahmezeit = 300 s.) Zur Neutralisierung von Gerlichen wurde die Box nach
jedem Tier mit 1%-iger Essigsaure in dH;O (destilliertes Wasser; Herstellung
der L6sung vgl. Anhang gereinigt. Nach Trocknung der Oberflachen wurde
noch einmal mit dH,O gereinigt, um damit auch die Uberreste und Geriiche der
Essigsaure zu entfernen. Erst nach erneuter Trocknung wurde das nachste Tier
untersucht.

Die Open Field-Testung erfolgte ebenfalls 2 x pra- und 8 x postoperativ. Jede Maus
wurde pro Versuchstag tUber 5 Minuten gefilmt. Aus den durch das Softwarepro-
gramm ermittelten Werten flr die zurtickgelegte Gesamtdistanz und die Durch-
schnittsgeschwindigkeit pro Tier wurde fur jede Woche jeweils ein Gruppen-MW
(AAV1/2-A53T-a-Syn vs. AAV1/2-EV) gebildet, der im Diagramm abgebildet ist

(vgl. Abb. [T] (a) und (b) in Abschnitt[3.1.2).

2.3.3. Apomorphintest

Apomorphin ist ein DA-Agonist (genauer: D1- und D2-Rezeptor-Agonist) mit einer
im Vergleich zu L-Dopa kirzeren Zeit bis zum Wirkungseintritt und kurzeren
Wirkungsdauer (Carbone etal. 2019). Die subkutane Apomorphin-Gabe ist eine
klinisch etablierte Therapieoption fur Parkinson-Patienten in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien mit motorischen Fluktuationen und dopaminergen Dyskinesien,
die durch orale medikamentdse Kombinationstherapien nicht mehr gut kontrolliert
werden kdénnen (vgl. auch Abschnitt[1.7) (Carbone etal. 2019; Katzenschlager
etal. 2018).

Mit dem Apomorphintest wurde das Rotationsverhalten der Mause nach Apo-
morphingabe untersucht. Der Versuchsaufbau glich soweit dem in der Open
Field-Testung. Hinzu kam ein transparenter Plexiglas-Zylinder (Durchmesser 24
cm, Héhe 35,5 cm), der in die Box gestellt wurde. Fur die Herstellung der Injek-
tionslésung bendtigte man 5 mg Apomorphin auf 50 ml NaCl 0,9% und 10 mg
Ascorbinsaure (vgl. auch Anhang[A.4). Jedem Tier wurden 10 pl/g KG von der L6-
sung (entspricht 1 mg/kg KG Apomorphin) subkutan in die Nackenregion injiziert.
Nach einer Einwirkzeit von 8-10 Minuten wurde jede Maus Uber 5 Minuten gefilmt.
Die Einstellungen entsprachen denen der Open Field-Testung. Zur Neutralisierung
von Gerlichen wurde der Zylinder nach jedem Tier mit 1%-iger Essigsaure in dH,O
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gereinigt. Nach Trocknung der Oberflachen wurde noch einmal mit dH,O gereinigt,
um damit auch die Uberreste und Geriiche der Essigsaure zu entfernen. Erst nach
erneuter Trocknung wurde das nachste Tier untersucht.

Der Apomorphintest wurde jeweils in der 4. und 9. postoperativen Woche durch-
gefihrt. Die Videos wurden durch einen beziglich der Gruppenzugehérigkeit
der Tiere verblindeten Untersucher ausgewertet. Uber eine Dauer von 5 Minuten
wurden flr jede Maus sowohl reine Umdrehungen um die eigene Achse als auch
Drehungen im Laufen nach rechts (= im Uhrzeigersinn = ipsilasional bzw. in Rich-
tung der lasionierten Seite) gezahlt. Die ermittelten Werte wurden addiert, um die
Gesamtanzahl der Rechtsdrehungen zu erhalten. Aus diesen Werten wurde fir
beide Injektionsgruppen jeweils fur die 4. und 9. postoperative Woche der MW
gebildet und im Diagramm dargestellt (vgl. Abb.[12]in Abschnitt[3.1.3).

Exkurs: Erwartetes Rotationsverhalten

Bei Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn in die rechte SN wiirde man auf-
grund der Lage der Basalganglien vor der Pyramidenbahnkreuzung eine
Verschlechterung der kontralateralen (linken) Kérperhélfte erwarten (Kam-
mermeier 2012; Benninghoff etal. 2008, Nieuwenhuys etal. [1998). Diese
Seite ware demnach insgesamt weniger beweglich, sodass die Bewegun-
gen der rechten Kérperhalfte Gberwiegen und die Tiere somit nach links
rotieren wlrden (ohne weitere medikamentdse Einfliisse). Apomorphin als
DA-Agonist wirkt dem Ganzen jedoch entgegen, sodass man nach Gabe
dieser Substanz bei den Tieren der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe Rotationen
nach rechts erwarten wirde (Ungerstedt und Arbuthnott[1970; lancu et al.
2005). Dies ist darauf zurtckzufihren, dass als Reaktion auf den Unter-
gang von dopaminergen Neuronen in der rechten SN die DA-Rezeptoren
auf dieser Seite des Gehirns zur Kompensation des Verlustes hochreguliert
werden (Pellegrino etal. 2007; lancu et al. 2005). Wenn diese Rezeptoren
das zugefiihrte Apomorphin binden, werden die Basalganglien der rechten
Gehirnhélfte im Verhaltnis zur linken Seite Uberstimuliert, was zu einer ver-
starkten Aktivierung der kontralateralen Koérperhalfte fihrt und sich somit in
einer Rechtsrotation der Tiere zeigt.
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2.3.4. Zylindertest

Die Praferenz und eventuelle Asymmetrien bei der spontanen Benutzung der
Vorderpfoten wurden mithilfe dieses Tests bestimmt. Das Testsetting bestand aus
einem transparenten Plexiglas-Zylinder (Durchmesser 12 cm, H6he 30 cm), der
vor zwei orthogonal ausgerichteten Spiegeln auf einem Tisch stand, um auch vom
Beobachter abgewandte Bewegungen erkennen zu kénnen. Vor dem Tisch wurde
eine Videokamera zur Aufzeichnung der Bewegungen positioniert (vgl. Abb. [8).
Jede Maus wurde Uber eine Dauer von 10 Minuten aufgenommen. Nach jeder
Maus wurde der Zylinder und die Tischoberflache mit 1%-iger Essigsaure in dH,O
zur Neutralisierung von Gertichen gereinigt. Nach Trocknung der Oberflachen
wurde noch einmal mit dH,O gereinigt, um damit auch die Uberreste und Geriiche
der Essigsaure zu entfernen. Erst nach erneuter Trocknung wurde das n&chste
Tier untersucht.

Der Zylindertest wurde jeweils in der 5. und 9. postoperativen Woche durchgefihrt.
Die Videos wurden anschlieBend von einem beziglich der Gruppenzugehdrigkeit
der Mause verblindeten Beobachter nach der Beschreibung von Schallert etal.
(2000) ausgewertet. Jedes Aufrichten der Mause wurde im Hinblick auf die Anzahl
der Berthrungen der inneren Oberflache des Zylinders mit der rechten (ipsilateral
zur Injektionsseite), linken (kontralateralen) oder beiden Vorderpfoten gleichzeitig
analysiert.

Die Ergebnisse wurden als Prozentsatz der rechten Vorderpfotennutzung durch
Berechnung mit folgender Gleichung angegeben:

rechte Pfote + 0,5 x beide Pfoten gleichzeitig
rechte Pfote + linke Pfote + beide Pfoten gleichzeitig

x 100

Der berechnete Prozentsatz gibt die Praferenz der Vorderpfoten wie folgt an:
50% = symmetrischer Gebrauch beider Vorderpfoten; < 50% = Praferenz der
linken Vorderpfote; > 50% = Préaferenz der rechten Vorderpfote (Ip etal. [2017b).
Auf diese Weise erhielt man flr jede Maus einen errechneten Prozentsatz. Von
diesen Prozentsatzen wurde fir beide Injektionsgruppen jeweils fur die 5. und
9. postoperative Woche ein MW gebildet, den das Diagramm (vgl. Abb. in

Abschnitt3.1.4) zeigt.
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Abbildung 8: Versuchsaufbau Zylindertest.

2.4. Transkardiale Perfusion/ Gehirnentnahme/
Gewebeverarbeitung

In der 10. postoperativen Woche fand die Perfusion der Mause statt. Dazu wurden
die Tiere zuvor mittels Kohlenstoffdioxid (Inhalation von CO, in einer mit CO,
geflllten Kammer) getotet. Nach eingetretenem Tod erfolgte die Er6ffnung des
Thorax. Dazu wurde mit einer Schere ein Schnitt in das Fell im Bereich des Ab-
domens gemacht, dieses entlang der Medianlinie bis zum Hals erdffnet, mithilfe
einer Pinzette und Schere der Thorax freiprapariert und die Jugularvenen frei-
gelegt. Danach erfolgten ein langer Querschnitt unterhalb des Xiphoids und die
Durchtrennung des Zwerchfells. Um das Herz freizulegen, wurde der Brustkorb
nach kranial aufgeklappt und mit einer Klemme hochgehalten. Das rechte Atrium
und die Jugularvenen beidseits wurden eingeschnitten und das Gefaf3system
der M&use transkardial mit einer Braunlle® im linken Ventrikel mit einer PBS
(phosphate buffered saline)-Lésung mit Heparin gespult, bis die Leber blutleer war
(Herstellung der Losung vgl. Anhang[A.4).

Anschlief3end wurde die Kopfhaut abprapariert und der Schadel freigelegt. Zur
Freilegung des Gehirns wurde zunachst ein horizontaler Schnitt durch den Kno-
chen im Bereich zwischen den Augen gemacht, anschlieBend die Schere an der
Unterflache der Sutura sagittalis angesetzt, diese von rostral nach dorsal durch-
trennt, in die rechte und linke Halfte des Schadels jeweils zwei horizontale Schnitte
gesetzt und mit einer Pinzette die Anteile der Schadelkalotte abgeschalt. Um das
Gehirn aus der Schadelbasis I6sen zu kédnnen, mussten noch das Rickenmark
unterhalb der Medulla oblongata und die Hirnnerven vorsichtig durchtrennt werden.

Die Gehirne wurden mit einem Brain Matrix Slicer fir Mause (13 Schlitze a 1
mm) in drei Bereiche aufgetrennt. Dazu erfolgten mit einem Skalpell Schnitte
in koronarer Ebene im Bereich von Schlitz 5 - entspricht ca. der Region +0,14
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mm vom Bregma (Abbildung 30 in (Paxinos und Franklin |2001)) und Schlitz 7 -
entspricht ca. der Region -2,30 mm vom Bregma (Abbildung 50 in (Paxinos und
Franklin 2001)).

Der vordere Teil einschlieBlich des ventralen Striatums wurde in flissigem, tro-
ckenem und eisgeklhltem Isopentan schockgefroren, in Aluminiumfolie gewickelt
und in Eppendorf® Tubes verpackt. Diese wurden in einer mit Trockeneis geflllten
Styroporbox flir weitere Untersuchungen, wie z.B. die HPLC (Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie)-Analyse, DAT-Autoradiographie und immunhistochemi-
sche Farbungen, nach Ontario, Kanada ins Toronto Western Research Institut zu
Handen James B. Koprich geschickt (flr weitere Informationen tber die Untersu-
chungen vgl. (Ip etal. 2017b)).

In der ersten Versuchsreihe (WUMO 1) wurden Kryomolds unter Vermeidung
von Blasenbildung mit Tissue-Tek® gefiillt. In diese wurde der mittlere Teil ein-
schlie3lich des mittleren und hinteren Striatums und der hintere Teil der Maushirne
einschlieBlich der SN jeweils mit der Schnittflache nach unten horizontal einge-
bettet, die Behalter mit einer Pinzette tber in Stickstoff gekihltem Methylbutan
(= Isopentan) gehalten und dabei langsam und gleichmaBig eingefroren (fresh
frozen). In der zweiten Versuchsreihe (WUMO 2) wurde die Hélfte des Gewebes
(mittlere und hintere Teil der Maushirne) auf die gleiche Weise eingefroren. Die
andere Halfte wurde flr 2 Tage mit einer 4%-igen Paraformaldehyd (PFA)-Lésung
in PBS immersionsfixiert, fir weitere 2 Tage mit einer 30%-igen Saccharoselésung
in PBS (vgl. Anhang kryogeschitzt und schlieBlich in flissigem, trockenem,
eisgekuhltem Isopentan eingefroren (PFA-fixiert) (vgl. Abb.|9)) (Ip etal.2017b). Die
Lagerung der Préparate erfolgte in Gefrierschréanken bei -20 °C.

Aus den PFA-fixierten Gehirnen wurden im Rahmen des Projektes 40 um dicke
Schnitte angefertigt, welche im Anschluss entweder mit einer TH- oder NeuN (Neu-
ronal Nuclei)-Farbung gefarbt und schlie3lich unter Verwendung des optischen
Fraktionierverfahrens zur stereologischen Abschatzung der Anzahl dopaminer-
ger Neurone (TH-Farbung) und der Gesamtneuronenzahl (NeuN-Farbung) in der
SN ausgewertet wurden (fur weitere Ausfiihrungen vgl. (Ip etal. 2017a; Ip etal.
2017Db)).

Im Folgenden wird nur die - im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrte - weitere
Verarbeitung der fresh frozen-Praparate beschrieben.
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2.5. Immunhistochemie
2.5.1. Anfertigung der Gehirnschnitte

Von den Maushirnen wurden mit einem Kryostat 10 um dicke Gefrierschnitte
angefertigt. (Vorgenommene Einstellungen: Kammertemperatur -21°C, Objekt-
temperatur -18°C, Dicke der Schnitte 10 um.) Jeweils vier dieser Gefrierschnitte
wurden pro Objekttrager (OT) aufgenommen. Die OT wurden beschriftet und bis
zur weiteren Verarbeitung in OT-Boxen in Gefrierschranken bei -20°C gelagert.

Anhand des Maushirnatlas von Paxinos und Franklin (2001) wurde der aufzu-
nehmende Bereich bestimmt. Das Striatum wurde komplett durchgeschnitten und
auf OT aufgenommen. Durch die vorgenommene Auftrennung der Gehirne in
drei Bereiche lagen in den Praparaten dieser Arbeit der Beginn des Striatums
meist im mittleren Bereich (ca. Abbildung 30 - Bregma +0,14 mm) und das Ende
ca. im Bereich von Abbildung 50 (Bregma -2,30 mm). Aufgrund anatomischer
Unterschiede war bei einem Teil der Maushirne zudem noch ein Teilbereich des
vorderen Striatums vorhanden. Dieser wurde ebenfalls mit aufgenommen. Die SN
beginnt im Bereich von Abbildung 51 (Bregma -2,46 mm) und endet im Bereich
von Abbildung 64 (Bregma -4,04 mm). Zum Sichtbarmachen der Eckpunkte wurde
mit einer Spritze mit einem vorne aufgesetzten Filter ein Tropfen Azurmethylen-
blaulésung (Herstellung vgl. Anhang auf die Gefrierschnitte gegeben, der
OT anschlieBBend mit Aqua dest. (Aqua destillata = destilliertes Wasser = dH,0)
abgesplilt und unter einem Mikroskop betrachtet. Nach dem Abgleich mit den
Abbildungen des Atlas wurde die SN von ca. Abbildung 50 bis 65 (Bregma -4,16
mm) auf OT aufgenommen.

2.5.2. Farbungen

Vor der Farbung mussten zunachst passende OT pro Maus rausgesucht werden:
Zur Bestimmung der zu farbenden Gehirnregion wurden die angefertigten OT
unter dem Mikroskop betrachtet und mit den Abbildungen des Maushirnatlas
von Paxinos und Franklin (2001) verglichen (vgl. Abb. [9). Die Regionen des
Striatums wurden TH geféarbt. Von der SN wurde eine TH-Farbung und eine
TH/a-Syn-Immunfluoreszenzdoppelfarbung angefertigt.
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(a) Striatum vorne (b) Striatum Mitte

(c) Striatum hinten (d) Substantia nigra pars compacta
‘ ~ ! v/‘ FIGURE 36 [ ;": : 77 o T T Vl"lul‘l(li:7‘ﬁv**

Abbildung 9: Abbildungen des Maushirnatlas, die zur Bestimmung der zu farben-
den Gehirnregion (braun markiert) als Orientierung genutzt wurden.
Entnommen aus (Paxinos und Franklin|2001). Verwendungserlaubnis
von Elsevier erteilt am 24.09.2020.

Anmerkung: Aufgrund anatomischer Unterschiede war nicht bei jeder Maus jede
Region vorhanden, auch wenn alle Gehirne standardisiert mit dem Brain Matrix
Slicer wie oben beschrieben in drei Bereiche aufgeteilt wurden.

2.5.2.1. Tyrosinhydroxylasefarbung

Zunachst wurde eine feuchte Kammer angelegt. Dazu wurde eine Farbekas-
sette mit Aqua dest.-befeuchteten Kiichenrollestreifen ausgelegt. Die zu farbenden
OT sowie die Negativkontrolle wurden zum kurzen Auftauen und Trocknen darin
ausgebreitet. Nach Umrandung der OT mit einem PAP-Pen wurden sie unter dem
Abzug mit 4% PFA/PBS (pH 7,4) bei RT fur 10 Minuten postfixiert. Von dieser
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Lésung (Herstellung vgl. Anhang wurden jeweils einige Tropfen auf jeden OT
pipettiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Lésung von den OT abgekippt und es
wurde 3 x 5 Minuten in der Waschkuivette mit 1 x PBS (Herstellung vgl. Anhang
gewaschen. Fir den nachsten Schritt wurde eine 5%-ige BSA (bovine se-
rum albumin)/PBS-Lésung zum Blocken hergestellt. Dazu wurde 10% BSA/PBS
(Stammlésung - Herstellung vgl. Anhang mit 1 x PBS im Verhaltnis 1:1 in
ein Eppendorf® Gefal gegeben und gevortext. Von der verdiinnten Gebrauchs|6-
sung (5% BSA/PBS) wurde mit einer Pipette auf jeden OT 200 ul gegeben und
die Farbekassette abgedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT
wurde die Blockierungslésung abgekippt und der Primar-AK (rabbit anti-mouse
TH) auf die Schnitte gegeben. Dazu wurde der Primar-AK 1:1000 in 1% BSA/PBS
verdinnt und von der Lésung jeweils 200 ul auf jeden OT, auBBer der Negativ-
kontrolle, verteilt. Auf die Negativkontrolle wurden lediglich 200 ul 1% BSA/PBS
(10% BSA/PBS mit 1 x PBS im Verhaltnis 1:9 verdiinnt) gegeben. Die abgedeckte
Farbekassette lie3 man Gber Nacht bei 4 °C inkubieren.

Zur Visualisierung des Primar-AK erfolgten am nachsten Tag folgende Schritte:
Nach dreimaligem Waschen a 5 Minuten mit 1 x PBS erfolgte die Applikation
des sekundéren AK (biotinylierter anti-rabbit IgG) in der Verdiinnung 1:100 in 1%
BSA/PBS (jeweils 200 pl pro OT). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei
RT wurde erneut gewaschen (3 x 5 Minuten mit 1 x PBS). Im Anschluss erfolgte
die Inkubation mit einem Avidin/Biotin-Reagenz (Standard Ultra-Sensitive ABC
Staining Kit), das 30 Minuten vor Gebrauch nach folgender Formel angesetzt
wurde: 100 pl 1% BSA/PBS + 1,8 ul Lésung A + 1,8 ul Lésung B. Dazu wurde
zunachst das Gefal mit Avidin (L6sung A) gevortext, dann die erforderliche Menge
von A in ein vorbereitetes Gefa mit entsprechender Menge von 1% BSA/PBS
pipettiert, das Ganze gevortext, danach das Gefal mit Biotin (Lésung B) gevortext,
die bendtigte Menge von B in das Gefal3 aus 1% BSA/PBS mit A pipettiert und
das Ganze wiederum gevortext. Von der fertigen Lésung wurden auf jeden OT
200 pl gegeben. Nach exakt 30 Minuten Inkubation bei RT wurde erneut 3 x 5
Minuten mit 1 x PBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde eine DAB-Tablet-
te (3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Dihydrat) in 10 ml Aqua dest. durch
10-minttiges Ruhren (ohne Temperatur) aufgeldst. Kurz vor Gebrauch wurde die
Lésung mit 10 pl 30% H,O, aktiviert. Mit einer 10-20 ml Spritze mit Filteraufsatz
(blau - 0,2 um) wurden jeweils 3-5 Tropfen pro OT auf die Schnitte gegeben. Der
Farbevorgang (brauner Niederschlag) wurde unter einem Mikroskop beobachtet.
Sobald die gewilinschten Strukturen (Striatum bzw. SN) gut sichtbar waren und
der Hintergrund noch nicht so stark gefarbt war (meist nach 3-5 Minuten), wurde
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die Reaktion durch zweimaliges Waschen a 5 Minuten in Aqua dest. gestoppt.
Die Negativkontrolle zeigte sich nicht gefarbt und war dementsprechend negativ,
was auf eine erfolgreich verlaufene, spezifische Farbung hinwies. Zum Schluss
wurden die OT mit Aquatex® und Deckglasern unter Vermeidung von Luftblasen-
bildung eingedeckt, mit der durchgeflihrten Farbung beschriftet und in OT-Mappen
einsortiert.

2.5.2.2. Immunfluoreszenzdoppelfarbung Tyrosinhydroxylase und
o-Synuclein

Sofern nicht anders angegeben, glich der Ablauf der Farbung den bereits be-
schriebenen Schritten der TH-Farbung. Bei dieser Farbung erfolgte die Fixierung
in Aceton fir 10 Minuten bei -20°C. Geblockt wurde mit 10% NGS (normal goat
serum)/ 2% BSA/PBS fir eine Stunde bei RT. Es kamen zwei verschiedene Pri-
mar-AK zum Einsatz: rabbit anti-mouse TH in der Verdiinnung 1:1000 und mouse
anti-human a-Syn in der Verdiinnung 1:500 jeweils in 2% NGS/PBS. Insgesamt
wurden 3 Eppendorf® Tubes vorbereitet: In Tube 1 wurden beide Primar-AK in der
jeweiligen Verdlinnung pipettiert, wéhrend Tube 2 nur rabbit anti-mouse TH 1:1000
in 2% NGS/PBS und Tube 3 nur mouse anti-human a-Syn 1:500 in 2% NGS/PBS
enthielten. Auf alle OT - mit Ausnahme der Negativkontrollen (bei dieser Farbung
zwei, um jede Farbung separat zu prifen) - wurden jeweils 200 pl der Lésung aus
Tube 1 pipettiert. Auf eine Negativkontrolle (TH-Farbung) wurden 200 pl aus Tube
2 gegeben und auf die andere Negativkontrolle (o-Syn-Farbung) 200 ul aus Tube
3.

Die beiden am zweiten Tag der Farbung verwendeten fluoreszenzmarkierten,
vor Licht zu schitzenden Sekundar-AK (goat anti-rabbit Cy3 (rot) und goat anti-
mouse Cy2 (grin)) wurden 1:300 in 2% NGS/PBS verdinnt und von der Lésung
200 pl auf jeden OT verteilt. Die Inkubation erfolgte flr zwei Stunden bei RT
im Dunkeln (abgedeckte Farbekassette). Wahrend des Waschvorgangs (3 x 5
Minuten mit 1 x PBS) wurde zum Schutz vor Lichteinfall eine Styroporbox tber
die Waschkivette gestllpt. Als nachster Schritt folgte die Inkubation mit DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol - Fluoreszenzfarbstoff (blau) zur Zellkernfarbung) 1:1
Million fir 20 Minuten bei RT. Dazu wurde zunachst 1 pl DAPI mit 1000 pl 1 x
PBS vermischt (DAPI 1:1000) und von dieser L6sung dann 1 pl zu 1000 pl 2%
NGS/PBS gegeben (DAPI 1:1 Million). Von dieser Lésung wurden auf jeden OT
200 pl pipettiert und die Farbekassette abgedeckt. Nach der Inkubationszeit wurde
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erneut 3 x 5 Minuten mit 1 x PBS im Dunkeln gewaschen. Zum Schluss wurden
die OT einzeln aus der Waschkulvette unter der Styroporbox hervorgeholt, mit
DABCO® (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan - Herstellung der Lésung vgl. Anhang
und Deckglasern eingedeckt und diese mit Vitro-Clud® umrandet. Die fertigen OT
wurden in Mappen einsortiert und in einem Kihlschrank gelagert bzw. eingefroren,
wenn die Dauer bis zur weiteren Verwendung langer als einen Tag betrug.

2.6. Auswertung

Die Auswertung der Verhaltensexperimente und histologischen Methoden er-
folgte durch einen beziglich der Gruppenzugehdrigkeit der Mause verblindeten
Untersucher. Fir die Auswertung der Verhaltensexperimente vgl. die jeweiligen
Ausfiihrungen beim Versuchsaufbau.

2.6.1. Immunhistochemische Auswertung

2.6.1.1. Axiophot

Die TH-gefarbten OT des Striatums wurden mithilfe eines Axiophots (Axiophot 2)
bei 2,5-facher, die der SN bei 10-facher VergréBerung abfotografiert. Von den Pra-
paraten der Immunfluoreszenzdoppelfarbung wurden Aufnahmen bei 20-, 40- und
100-facher VergréBerung angefertigt. (Verwendete Einstellungen: kein kiinstliches
Licht, kein Durchlicht, Filter mit normalem Licht, 100/100, Blende voll auf, Metavue
50/50%, Spot32.exe, Feineinstellungen: Gamma und Brightness beide auf 1,00,
Quality auf Speed, Full Chip, Binning >none<, H/DICII.)

2.6.1.2. Substantia nigra - Zellzahl

Die TH-gefarbten OT der SN wurden unter einem Lichtmikroskop (Olympus-BH-2)
bei 20-facher VergroBerung ausgewertet. Dazu wurden die TH-positiven (TH+)
Zellen in der SNpc rechts- und linksseitig bei jedem der vier Schnitte pro OT
ausgezahlt und in eine Tabelle tbertragen. Zur Lokalisation der SNpc und ihrer
Abgrenzung gegenliber anderen Strukturen wie der Area tegmentalis ventralis und
der SN pars reticulata diente die Beschreibung und die Abbildungen im Paper von
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German und Manaye (1993) sowie der Maushirnatlas von Paxinos und Franklin
(2001).

Die Werte wurden nach folgender Formel ins Verhéltnis gesetzt:

Anzahl TH+ Zellen in der SNpc rechts

100
Anzahl TH+ Zellen in der SNpe links

Aus den erhaltenen Werten in Prozent wurde pro Maus ein MW gebildet, aus denen
wiederum ein MW pro Injektionsgruppe errechnet und im Diagramm dargestellt

wurde (vgl. Abb.[16]in Abschnitt[3.2.1.1).

2.6.1.3. Striatum - optische Dichte

Um den Untergang von dopaminergen Fasern im Striatum zu untersuchen, wurde
mithilfe der Software Imaged die optische Dichte in den verschiedenen Regionen
der am Axiophot abfotografierten Praparate gemessen. Als Referenz wurde ei-
ne Datei verwendet (,Calibration OD Imaged®). Dabei handelte es sich um eine
Kalibrierung von Grauwerten, die durch einmaliges Ausmessen jeder einzelnen
Farbe und Zuordnung einer Dichte mit entsprechendem Zahlenwert definiert war.
Vorgehensweise:

Starten des Programmes ImageJ

File — Datei 6ffnen (abfotografierte Striatum-Schnitte)

Image — Type — 8 bit (Bild wird in Graustufen abgebildet)

Analyze — Calibrate (6ffnet neues Fenster) — Open (Datei ,,Calibration OD

ImagedJ), Function — Rodbard, Unit — Gray Value — ok

5. Symbol fir ,Freehand selections“ auswahlen und die gewtinschte Flache
manuell umranden

6. Analyze — Measure (Ergebnis wird als Zahlenwert in neuem Fenster ange-

zeigt).

> wnp

Auf diese Weise erhielt man durch Markieren des Striatums beider Seiten und
des unspezifisch gefarbten Corpus callosum (ODCC - optische Dichte Corpus
callosum) insgesamt drei Werte pro Gehirnschnitt. Die Daten wurden in eine
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Excel-Tabelle Uberfihrt. Die relative optische Dichte des Striatums wurde anhand
folgender Formel ermittelt:

Wert rechtes Striatum - ODCC

100
Wert linkes Striatum - ODCC %

Auf diese Weise wurden die gemessenen Werte far rechts und links jeweils
durch Subtraktion des unspezifisch gefarbten Corpus callosum um unspezifische
Hintergrundfarbung korrigiert und die Daten der rechten (injizierten, ipsilateralen)
Seite als Prozentsatz in Relation zur linken (nicht-injizierten, kontralateralen) Seite
angegeben. Aus den Prozentsatzen wurde flir jede Maus jeweils ein MW fir den
vorderen (wenn vorhanden), mittleren und hinteren Bereich des Striatums gebildet.
Diese Werte wurden wiederum pro Maus gemittelt und schlie3lich wurde ein MW
pro Injektionsgruppe bestimmt, der im Diagramm dargestellt ist (vgl. Abb. in

Abschnitt[3.2.1.2).

2.6.1.4. Ausschluss von Tieren/ histologischen Praparaten

Durch die Auswertung der TH/a-Syn-Immunfluoreszenzdoppelfarbung wurde bei
sieben Tieren der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe eine fehlende Kolokalisation von
o-Syn und TH nachgewiesen. Dies wurde als fehlgeschlagene AAV1/2-A53T-a.-
Syn-Injektion in die SN und damit erfolglose Transfektion dopaminerger Neurone
mit A53T-a-Syn gewertet. Diese Tiere wurden bei der Analyse nicht berlcksichtigt.

Zudem wurden aufgrund von inhomogener Farbung, Artefakten und mechani-
schen Gewebeschaden wenige histologische Praparate von der Auswertung aus-
geschlossen.

2.6.2. Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse wurde die Verteilung der einzelnen Werte mittels Q-
Q-Plots untersucht (optische Schatzung, ob Normalverteilung vorliegt). Flr nor-
malverteilte Daten wurden parametrische Methoden (z.B. t-Test) verwendet, bei
unterschiedlichen Abweichungen die Welch-Korrektur, flr nicht-normalverteilte
Daten wurden nicht-parametrische Methoden als statistische Tests eingesetzt (z.B.
Mann-Whitney-Test).
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Bei den Verhaltensexperimenten (RotaRod, Open Field, Apomorphin- und Zylin-
dertest) und den histologischen Untersuchungen (relative Anzahl dopaminerger
Neurone in der SN und relative optische Dichte der TH+ Fasern im Striatum)
wurde der parametrische zweiseitige t-Test verwendet.

Im Rahmen des Projektes mit den kanadischen Kooperationspartnern wurden bei
der Analyse der DAT-Bindung der Welch’s t-Test wegen unterschiedlicher Varian-
zen und bei der HPLC-Untersuchung der nicht-parametrische Mann-Whitney-Test
angewendet.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standardfehler (SEM - standard error
of the mean) angegeben. *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 wurden als
signifikante p-Werte angesehen (Ip etal.|[2017b).
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3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Injektion in die
rechte Substantia nigra auf die Verhaltensexperimente

Die verschiedenen Verhaltenstests wurden durchgefihrt, um zu untersuchen, ob
die einseitige Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn in die rechte SN zu messbaren
Verhaltensverédnderungen bei Mausen fuhrt und um diese zu quantifizieren.

3.1.1. RotaRod

In der RotaRod-Testung konnten insgesamt keine signifikanten motorischen und
koordinativen Beeintréachtigungen bei Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (AAV1/2-EV) gezeigt werden. Lediglich in der ersten
postoperativen Woche wurde eine signifikant kiirzere Verweildauer (schnelleres
Herabfallen von der rotierenden Walze) der Mause der AAV1/2-A53T-a-Syn-Grup-
pe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe festgestellt (MW £ SEM: AAV1/2-A53T-
a-Syn 200 £ 15 s und AAV1/2-EV 236 + 11 s, *p = 0,0462). Die Verwertbarkeit
dieses Unterschiedes ist so kurz nach der Operation kritisch zu bewerten. In
der ersten postoperativen Woche wirde man noch keine Neurodegeneration in
dem Mal3e erwarten, dass Verhaltensauffalligkeiten detektierbar waren und im
weiteren postoperativen Verlauf waren keine Unterschiede mehr messbar, die
darauf zuriickzufiihren waren (vgl. Abb. [10).

300

Ok P —— — — %
2|
5 200
3 *
§150
g 100
= 50
0
praOP 1 2 3 4 5 6 7 8

Zeitverlauf (Wochen)
——AAV1/2-EV  ——AAV1/2-A53T-a-Syn
n=21 n=15
Abbildung 10: Verlauf der RotaRod-Testung. Angegebene Daten in MW + SEM.
Der Stern markiert den signifikanten Unterschied in der ersten
postoperativen Woche zwischen den beiden Gruppen (*p < 0,05).
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3.1.2. Open Field

Mit dem Open Field-Test konnten beim Vergleich der beiden Mausgruppen (AAV-
1/2-A53T-a-Syn vs. AAV1/2-EV) keine signifikanten Verédnderungen im Bewe-
gungsverhalten der Mduse aufgezeigt werden. Die beiden Uber eine definierte Zeit
von 5 Minuten untersuchten Parameter - zurlickgelegte Gesamtdistanz (cm) und
Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) - zeigten weder praoperativ noch im Verlauf
Uber 8 Wochen postoperativ signifikante Auffalligkeiten im Sinne einer kiirzeren zu-
rickgelegten Gesamtstrecke und/ oder reduzierten Durchschnittsgeschwindigkeit
bei der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe (vgl. Abb.[11|(a) und (b)).
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pra OP 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeitverlauf (Wochen)

——AAV1/2-EV  ——AAV1/2-A53T-a-Syn
n=21 n=15

(b)
A

N

pra OP 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeitverlauf (Wochen)

Geschwindigkeit (cm/s)
O =~ NWHOOILO N

——AAV1/2-EV  ——AAV1/2-A53T-a-Syn
n=21 n=15

Abbildung 11: Open Field-Testung - (a) zurlickgelegte Gesamtdistanz (cm) und (b)
Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) der beiden Versuchsgruppen
im Verlauf des Experiments. Angegebene Daten in MW + SEM.
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3.1.3. Apomorphintest

Im Apomorphintest zeigte sich Uber einen Zeitraum von 5 Minuten bei der AAV1/2-
A53T-a-Syn-Gruppe weder in der 4. noch in der 9. postoperativen Woche ein signi-
fikanter Unterschied in der Anzahl der Rechtsdrehungen nach Apomorphingabe
im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe. Lediglich in der 4. postoperativen Woche war
ein geringer, nicht signifikanter Anstieg an Rechtsrotationen/ 5 min im Vergleich
zur Kontrollgruppe zu verzeichnen, der allerdings in der 9. postoperativen Woche
nicht mehr nachweisbar war (MW + SEM: 4. postoperative Woche - AAV1/2-A53T-
o-Syn 6 + 1 und AAV1/2-EV 5 + 1, p = 0,4744; 9. postoperative Woche - AAV1/2-
A53T-0-Syn 7 + 2 und AAV1/2-EV 8 + 1, p = 0,6602 (vgl. Abb.[12)).

10

Rechtsrotationen / 5 min
13

4. Woche 9. Woche
BAAV1/2-EV  BAAV1/2-A53T-a-Syn
n=21 n=15

Abbildung 12: Apomorphintest - mittlere Anzahl der Rechtsdrehungen nach Apo-
morphingabe Uber einen Zeitraum von 5 Minuten bei beiden Ver-
suchsgruppen in der 4. und 9. postoperativen Woche. Angegebene
Daten in MW + SEM.

3.1.4. Zylindertest

Tiere der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe zeigten im Zylindertest im Vergleich zu Tie-
ren der AAV1/2-EV-Kontrollgruppe eine signifikante Asymmetrie bei der spontanen
Benutzung der Vorderpfoten mit Praferenz der rechten (ipsilateral zur Injektions-
seite) Vorderpfote (vgl. Abb. [T4). Diese Verhaltensauffalligkeit zeigte sich sowohl 5
als auch 9 Wochen nach Injektion.

In der 5. postoperativen Woche bertihrten Tiere der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe
bevorzugt mit der rechten Vorderpfote die innere Oberflache des Zylinders, wah-
rend Kontrolltiere mit leerer Vektorinjektion dazu beide Vorderpfoten symmetrisch
einsetzten (MW = SEM: AAV1/2-A53T-a-Syn 65 + 3% und AAV1/2-EV 48 + 2%,
***n = 0,0001). In der 9. postoperativen Woche fanden sich ahnliche, wenngleich
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etwas weniger stark ausgepragte, aber immer noch signifikante Veranderungen
(MW + SEM: AAV1/2-A53T-a-Syn 63 + 4% und AAV1/2-EV 50 + 3%, *p = 0,0256

(vgl. Abb. [T3)).
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5. Woche 9. Woche
BAAV1/2-EV  BAAV1/2-A53T-a-Syn
n=21 n=15

Abbildung 13: Zylindertest - Praferenz der Vorderpfotennutzung bei den M&ausen
der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Kon-
trollgruppe in der 5. und 9. postoperativen Woche. Angegebene
Daten in MW + SEM. Die Sterne markieren signifikante p-Werte
zwischen den beiden Gruppen (***p < 0,001, *p < 0,05). Der Pro-
zentsatz gibt die Praferenz der Vorderpfoten wie folgt an: 50% =
symmetrischer Gebrauch beider Vorderpfoten; < 50% = Praferenz
der linken Vorderpfote; > 50% = Préaferenz der rechten Vorderpfote

(vgl. auch Abschnitt2.3.4) (Ip etal. 2017Db).

Abbildung 14: Zylindertest - exemplarische Abbildung einer Maus der AAV1/2-
A53T-a-Syn-Gruppe mit Praferenz der rechten Vorderpfote bei der
Berlhrung der inneren Oberflache des Zylinders.

60



3.2. Auswirkungen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Injektion in die
rechte Substantia nigra auf die immunhistochemischen
Untersuchungen

3.2.1. Tyrosinhydroxylasefarbung

Mithilfe der TH-Farbung wurden die TH+ dopaminergen Zellen der SN und die TH+
dopaminergen Fasern des Striatums dargestellt. Um das Ausmaf der Degenerati-
on des nigrostriatalen Systems 10 Wochen nach AAV1/2-Injektion in die rechte SN
zu bestimmen, wurde einerseits die Anzahl der dopaminergen Neurone in der SN
quantifiziert (Auszahlen der Zellen) und andererseits die dopaminerge Innervation
des Striatums analysiert (Untersuchung der relativen optischen Dichte).

3.2.1.1. Auswirkungen auf die Substantia nigra - Zellzahl

Die Untersuchung der relativen Anzahl TH+ dopaminerger Neurone in der SNpc
zeigte 10 Wochen nach rechtsseitiger AAV1/2-Injektion Folgendes: Bei den Mau-
sen, denen AAV1/2-EV injiziert worden war, betrug die relative Anzahl TH+ dopa-
minerger Neurone in der ipsilateralen SN 96 *+ 4% im Verhaltnis zur kontralateralen
Seite (vgl. blauer Balken in Abb. [16). Die Anzahl der dopaminergen Neurone auf
der behandelten Seite entsprach demnach zu nahezu 100% der Anzahl an Neuro-
nen auf der unbehandelten Seite. Wie erwartet konnte somit in der Kontrollgruppe
kein Untergang dopaminerger Neurone beobachtet werden. Dies zeigte sich auch
in den Aufnahmen in Form einer etwa gleichen Zellzahl im Bereich der SN rechts-
und linksseitig (vgl. Abb.[15](a) und (b)).

Im Gegensatz dazu fihrte die AAV1/2-A53T-a-Syn-Injektion zu einer verringer-
ten Anzahl TH+ dopaminerger Neurone in der ipsilateralen SN von 75 = 3% im
Vergleich zur kontralateralen Seite (vgl. oranger Balken in Abb.[16). Diese Dege-
neration dopaminerger Neurone in der rechtsseitigen SN der AAV1/2-A53T-a-Syn-
Gruppe spiegelt sich auch in den Bildern in Form einer Reduktion der Zellzahl auf
dieser Seite wider (vgl. Abb.[15|(c) und (d)). Beim Vergleich der beiden Versuchs-
tiergruppen stellte sich ein statistisch signifikanter Untergang TH+ dopaminerger
Neurone in der ipsilateralen SN von ~22% in der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im
Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe heraus (**p = 0,0042) (vgl. Abb. [16).
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(a) AAV1/2-EV links (b) AAV1/2-EV rechts
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—

Abbildung 15: Exemplarische Aufnahmen der TH-Farbung im Bereich der SN
beider Versuchsgruppen 10 Wochen nach Injektion.
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Abbildung 16: Relative Anzahl TH+ dopaminerger Neurone in der SN 10 Wochen
nach AAV1/2-Injektion. Die Werte fur die injizierte (rechte) Seite
wurden jeweils ins Verhaltnis zur nicht-injizierten (linken) Seite ge-
setzt. Die Balken stellen die relative Anzahl dopaminerger Neurone
in Prozent dar. Angegebene Daten in MW + SEM. Die Sterne mar-
kieren den signifikanten Untergang der dopaminergen Neurone von
~22% auf der Seite ipsilateral zur Injektion in der AAV1/2-A53T-a-
Syn-Gruppe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe (**p < 0,01).
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3.2.1.2. Auswirkungen auf das Striatum - optische Dichte

Beim Vergleich der Bilder der beiden Injektionsgruppen stellen sich in der AAV1/2-
EV-Gruppe beide Seiten des Striatums in allen drei Regionen gleich farbintensiv
dar (vgl. Abb.[17|(a), (c), (e)), wahrend sich bei denen der AAV1/2-A53T-a-Syn-
Gruppe in allen drei Regionen des Striatums jeweils im Bereich der rechten Seite
eine Aufhellung im Vergleich zur linken Seite zeigt (vgl. Abb.[17](b), (d), (f)). Diese
Aufhellung spiegelt den in der Untersuchung der optischen Dichte nachgewiesenen
Faseruntergang bei Tieren der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe wider.

(a) AAV1/2-EV vorne (b) AAV1/2-A53T-a-Syn vorne

e -}“\* 3 g

(c) AAV1/2-EV Mitte (d) AAV1/2-A53T-a-Syn Mitte
(e) AAV1/2-EV hinten (f) AAV1/2-A53T-0-Syn hinten
- ; W oar “om

Abbildung 17: GegenUberstellung der TH-gefarbten Regionen des Striatums bei-
der Versuchsgruppen 10 Wochen nach Injektion.

Die Untersuchung der relativen optischen Dichte der TH+ Fasern im Striatum 10
Wochen nach rechtsseitiger AAV1/2-Injektion zeigte Folgendes: Bei den Tieren der
AAV1/2-EV-Gruppe lag die optische Dichte der TH+ Fasern im Striatum auf der
Seite ipsilateral zur Injektion (rechts) bei 98 + 5% im Vergleich zur kontralateralen
(nicht-injizierten, linken) Seite, d.h. sie entsprach zu fast 100% dem Wert der
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Gegenseite. Es konnte demnach bei der Kontrollgruppe wie erwartet kein Unter-
schied zwischen den beiden Seiten des Striatums und damit kein Faseruntergang
festgestellt werden (vgl. blauer Balken in Abb. (Ip etal.[2017D).

Im Gegensatz dazu flhrte die rechtsseitige AAV1/2-A53T-a-Syn-Injektion zu
einer Abnahme der optischen Dichte der TH+ Fasern im ipsilateralen Striatum
im Vergleich zur kontralateralen Seite (MW + SEM: 79 + 7%, vgl. oranger Balken
in Abb. [18). Beim Vergleich der beiden Versuchstiergruppen konnte demnach
insgesamt eine signifikante Reduktion der optischen Dichte der TH+ Fasern und
damit ein Faseruntergang im ipsilateralen Striatum von ~20% bei der AAV1/2-
A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe festgestellt werden (*p =

0,0366) (Ip etal.|[2017b).
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Abbildung 18: Relative optische Dichte der TH+ Fasern im Striatum 10 Wochen
nach AAV1/2-Injektion. Die Werte fir die injizierte (rechte) Seite
wurden jeweils ins Verhaltnis zur nicht-injizierten (linken) Seite ge-
setzt. Die Balken stellen die relative optische Dichte in Prozent dar.
Angegebene Daten in MW + SEM. Der Stern markiert die signifikan-
te Abnahme der optischen Dichte um ~20% auf der Seite ipsilateral
zur Injektion in der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur
AAV1/2-EV-Gruppe (*p < 0,05).
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3.2.2. Immunfluoreszenzdoppelfarbung Tyrosinhydroxylase und
o~-Synuclein

Mit der TH/a-Syn-Immunfluoreszenzdoppelfarbung wurden in der SNpc einerseits
TH+ dopaminerge Neurone rot und andererseits humanes mutiertes A53T-a-Syn
grun dargestellt.

Zeigte sich bei dieser Farbung bei den Tieren, denen AAV1/2-A53T-a-Syn injiziert
worden war, eine durchgehende Kolokalisation von a-Syn und TH in der SN
(genauer: des A53T-a-Syn-Proteins und TH+ dopaminerger Neurone), so galt
dies als Hinweis fir eine erfolgreiche Transfektion dopaminerger Neurone der SN
mit humanem mutiertem A53T-a-Syn (d.h. dies zeigt eine Produktion des A53T-a-
Syn-Transgens durch dopaminerge Neurone) (vgl. Abb.[19[(d)-(f)). Auf diese Weise
wurden sieben Tiere der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe durch fehlenden Nachweis
einer Kolokalisation und damit fehlgeschlagener AAV1/2-A53T-a-Syn-Injektion in
die SN aus der Analyse ausgeschlossen (vgl. Abschnitt[2.6.1.4).

Bei Tieren dieser Gruppe zeigte diese Farbung - ebenso wie die TH-Farbung der
SN (vgl. Abschnitt[3.2.1.1) - 10 Wochen nach Injektion auf der ipsilateralen Seite
eine deutliche Reduktion der Anzahl TH+ dopaminerger Neurone in der SNpc,
wahrend gleichzeitig eine ausgepragte Expression/ Akkumulation von o-Syn mit
Nachweis von a-Syn-positiven (a-Syn+) Aggregaten in diesem Bereich (genauer:
im Zytoplasma der Uberlebenden TH+ Neurone der SN) festgestellt werden konnte

(vgl. Abb.[19(g) - (i)) (Ip etal.2017b).

Wie erwartet wurde bei den Tieren der Kontrollgruppe 10 Wochen nach Injektion
von AAV1/2-EV keine Expression von humanem A53T-a-Syn in TH+ Neuronen
nachgewiesen. In den Bildern kommen folglich lediglich die TH+ dopaminergen
Neurone der SN rot zur Darstellung (vgl. Abb.[19|(a) - (c)).
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AAV1/2-A53T-a-Syn AAV1/2-EV

AAV1/2-A53T-a-Syn

Abbildung 19: Exemplarische Aufnahmen der TH/a-Syn-Immunfluoreszenz-
doppelfarbung im Bereich der rechten, injizierten SN beider Ver-
suchsgruppen AAV1/2-EV (a)-(c) und AAV1/2-A53T-a-Syn (d)-(i)
10 Wochen nach Injektion. TH+ dopaminerge Neurone kommen
rot und humanes mutiertes A53T-a-Syn grin zur Darstellung. Im
Overlay (ol) zeigt sich eine potenzielle Kolokalisation. Abbildungen
(9)-(i) zeigen ein Neuron der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe in Ver-
gréBerung. Die dargestellten Bilder wurden bereits veroffentlicht in
(Ip etal. 2017b). Verwendungserlaubnis von Springer Nature erteilt
am 07.04.2020.
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3.3. Ubersicht liber Untersuchungsergebnisse der
kanadischen Kooperationspartner

Diese Dissertation ist im Rahmen eines Projektes in Kooperation mit dem To-
ronto Western Research Institut in Ontario, Kanada entstanden und die bisher
beschriebenen Ergebnisse der Doktorarbeit geben nur einen Teil der Resultate
des im Rahmen des Projektes entstandenen Papers wider. Im folgenden Abschnitt
wird daher eine orientierende Ubersicht tiber die Ergebnisse der durch die Ko-
operationspartner durchgefihrten Untersuchungen gegeben. Flr weiterfiihrende
Informationen vgl. (Ip etal.|2017Db):

In der stereologischen Abschéatzung mithilfe des optischen Fraktionierverfahrens
zeigte sich bei Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe eine signifikant niedri-
gere Anzahl TH+ dopaminerger Neurone in der ipsilateralen SN im Vergleich zur
Kontrollgruppe (AAV1/2-EV). Dies bestatigte die vorgenannten Ergebnisse bei
der relativen Anzahl dopaminerger Neurone in der SN (vgl. Abschnitt [3.2.1.1).
Dazu passend wies die Quantifizierung der Gesamtneuronenzahl (NeuN-positive
Neurone) in der SN ebenfalls eine signifikante Reduktion der Neurone in der
ipsilateralen SN von Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur
AAV1/2-EV-Gruppe auf.

Die DAT-Autoradiographie des Striatums ergab 10 Wochen nach AAV1/2-Injektion
in der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifi-
kante Reduktion der striatalen DAT-Bindung auf der ipsilateralen Seite in Relation
zur nicht-injizierten Seite. Dies spiegelt eine zu den Untersuchungsergebnis-
sen der optischen Dichte des Striatums vergleichbare Reduktion der striatalen
dopaminergen Fasern wider (vgl. Abschnitt[3.2.1.2).

Mit der HPLC-Untersuchung wurden die Spiegel des Neurotransmitters DA und
seiner Stoffwechselmetaboliten HVA (Homovanillinsédure) und DOPAC (3,4-Dihy-
droxyphenylessigsaure) im Striatum gemessen. 10 Wochen nach Injektion konnte
bei der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Gegensatz zur AAV1/2-EV-Gruppe sowohl
eine signifikante Reduktion der DA- als auch der DOPAC-Spiegel im ipsilateralen
Striatum in Relation zur kontralateralen Seite festgestellt werden. Gleichzeitig zeig-
te das in der Gruppe der AAV1/2-A53T-a-Syn-injizierten Tiere deutlich erhéhte
Verhaltnis von HVA zu DA einen in dieser Gruppe signifikant erhéhten DA-Umsatz
im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
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In den immunhistochemischen Untersuchungen wurde eine weit verbreitete a-
Syn-Expression und -Aggregation sichtbar. 10 Wochen nach AAV1/2-A53T-a-Syn-
Injektion konnten durch Immunfluoreszenzfarbungen sowohl humanes mutiertes
A53T-a-Syn-Protein in der ipsilateralen SN als auch im ipsilateralen Striatum ange-
farbt werden, was auf einen Transport dieses Proteins entlang des nigrostriatalen
Systems hinwies.

Durch einen in Kanada durchgefuhrten Vergleich von zuvor speziell immunhisto-
chemisch angefarbten humanen und murinen Gehirnproben konnten Ahnlichkeiten
in der Pathologie der Parkinson-Erkrankung zwischen beiden Spezies aufgezeigt
werden: Durch Anwendung histologischer Goldstandard-Methoden fir den Nach-
weis einer Lewy-Pathologie konnte bei Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe
in der ipsilateralen SN die Entwicklung einer Lewy-ahnlichen Pathologie (Nachweis
unléslicher a-Syn+ Aggregate und a-Syn+ Lewy-&hnlicher Neuriten, die morpho-
logisch LK und -Neuriten in der SN der menschlichen Parkinson-Gehirnproben
ahnelten) aufgezeigt werden. Diese Veranderungen zeigten sich weder in der
AAV1/2-EV-Gruppe noch in den menschlichen Kontrollproben ohne Parkinson-
Krankheit in der Vorgeschichte.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit/ dieses Projektes war die Ubertragung des auf AAV1/2-A53T-
a-Syn basierenden Parkinson-Modells von der Ratten- und Affenspezies auf
die Mausspezies zur Generierung und Charakterisierung eines neuen Maus-
modells des MP, das innerhalb eines praktikablen experimentellen Zeitrahmens
zu Verhaltensauffalligkeiten und histopathologischen Merkmalen fihrt, die dem
menschlichen Krankheitsbild &hneln.

Es konnte gezeigt werden, dass die einseitige Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn in
einer Dosis von 1,5 pl mit einer Konzentration von 5,16 x 102 gp/ml in die rechte
SN mit nachfolgender Uberexpression von humanem mutiertem A53T-a-Syn bei
den M&usen dieser Gruppe innerhalb von 10 Wochen zu signifikanten persistie-
renden motorischen Verhaltensauffalligkeiten, nigrostriataler Degeneration sowie
zur Entwicklung einer Lewy-ahnlichen Pathologie fihrte, was die klinischen und
histopathologischen Merkmale der menschlichen Erkrankung widerspiegelt.

Die signifikanten Verhaltensauffalligkeiten zeigten sich im Zylindertest in der 5.
und 9. Woche nach Injektion in Form einer Asymmetrie bei der Vorderpfoten-
benutzung. Das Ausmaf der Degeneration des nigrostriatalen Systems wurde
10 Wochen nach Injektion durch Immunfluoreszenzfarbungen, Quantifizierung
von Neuronen in der SN (dopaminerge Neurone durch TH-Farbung und Gesamt-
neuronenzahl durch NeuN-Farbung) sowie Untersuchung der dopaminergen In-
nervation des Striatums (Optische Dichte und DAT-Autoradiographie) bestimmit.
Mithilfe der HPLC-Untersuchungen wurde der DA-Stoffwechsel analysiert und
es wurden reduzierte striatale Neurotransmitterspiegel (DA und DOPAC) und ein
erhdhter DA-Umsatz festgestellt. Durch einen Vergleich von murinen und huma-
nen Gehirnpraparaten mit bekannter Parkinson-Erkrankung in der Vorgeschichte
konnten in den Schnitten der Maushirne mehrere Strukturen beobachtet werden,
die morphologisch LK und -Neuriten im menschlichen Parkinson-Gehirn dhnelten
(Ip etal. 2017b).
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4.2. Methoden und Ergebnisse
4.2.1. Verhaltensexperimente

Im Zylindertest konnten in der 5. und 9. Woche nach Injektion von 1,5 ul AAV1/2-
A53T-a-Syn in einer Konzentration von 5,16 x 102 gp/ml in die rechte SN mit nach-
folgender Uberexpression von humanem mutiertem A53T-a-Syn bei den Mausen
dieser Gruppe signifikante motorische Verhaltensauffalligkeiten in Form einer
Asymmetrie bei der Benutzung der Vorderpfoten mit Praferenz fir die rechte Seite
(ipsilateral zur Injektion) nachgewiesen werden. Dies gleicht den Beobachtungen
des Rattenvorgédngermodells, bei dem ebenfalls in einer zeit- und dosisabh&ngigen
Weise eine signifikante Asymmetrie bei der Vorderpfotenbenutzung im Zylinder-
test in der 3. und 6. Woche nach Injektion von 2 pl AAV1/2-A53T-a-Syn in einer
Konzentration von 1,7 x 10'2 gp/ml (1:3 Verdlinnung) auftrat (Koprich etal. 2011).
Zudem spiegelt es ein charakteristisches Merkmal des menschlichen MP wider:
den einseitigen Beginn und die persistierende (Seiten-)Asymmetrie im Krankheits-
verlauf (,UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria®
in u.a. (Gibb und Lees |1988; Deuschl etal. 2016)).

Weitere motorische Beeintrachtigungen der Mause kénnten sich bei der Rota-
Rod-Testung z.B. in Form einer kiirzeren Verweildauer auf der rotierenden Walze
(durch Gleichgewichtsverlust) oder im Open Field-Test im Sinne einer kiirzeren
zurlckgelegten Gesamtdistanz oder reduzierten Durchschnittsgeschwindigkeit
zeigen. Diese Auffalligkeiten wirden weitere motorische Kardinalsymptome des
MP - Bradykinese und posturale Instabilitat - widerspiegeln.

In dieser Arbeit konnten in den Ubrigen Verhaltenstests (RotaRod, Open Field,
Apomorphintest) jedoch keine signifikanten Verhaltensauffélligkeiten beobachtet
werden. Dies kann auf unterschiedliche Faktoren zurlckzufiihren sein: Zum einen
scheint die gewahlte Dosis/ Konzentration des Vektors eine Rolle bei dem Auftre-
ten/ der Auspragung motorischer Defizite zu spielen. In einem Folgeexperiment
mit einem hoheren Vektorvolumen von 2 ul konnten nicht nur im Zylindertest,
sondern auch in der RotaRod-Testung Verhaltensauffalligkeiten aufgezeigt werden
(Ip, unverodffentlichte Beobachtungen). Im analogen Rattenmodell konnte schon
mit einer halb so hohen Dosis eine deutliche Neurodegeneration mit motorischen
Defiziten beobachtet werden (Musacchio etal. 2017). Mause scheinen im Ver-
gleich zu anderen Spezies resistenter gegentber Umwelteinflissen (z.B. Toxine)
zu sein. Demzufolge sind wahrscheinlich héhere Dosierungen nétig, um einen
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vergleichbaren Krankheitseffekt durch Neurodegeneration hervorzurufen (L6éw und
Aebischer|2012; Dawson etal.|[2010; St Martin etal. 2007; Lauwers etal. 2003).

Zeitrahmen, Dauer und Haufigkeit der Durchfihrung der Verhaltensexperimen-
te stellen weitere potenzielle Faktoren dar, die die Auspragung der Ergebnisse
beeinflussen kénnen: Um in dem in dieser Doktorarbeit verwendeten Mausmo-
dell motorische Auffalligkeiten in den Verhaltenstests hervorzurufen, sind evitl.
neben der Dosisanpassung andere Versuchsbedingungen erforderlich (z.B. we-
niger haufige Durchfihrung und langere Analysezeitrdume). In anderen Studien
wurde die RotaRod-Testung beispielsweise nach einem initialen Training nur in
einer postoperativen Woche einmalig durchgefihrt. Ein potenziell bei wochentli-
cher Durchfihrung entstehender Trainingseffekt durch Gewdhnung und mdéglicher
Entwicklung von Kompensationsmechanismen durch die Mause wurde somit ver-
hindert. Den Mausen wurde zwischen jedem Durchgang eine 2-20-minttige Pause
gegeben, um Stress und Mudigkeit zu reduzieren (lancu et al. 2005, Monville et al.
2006; Oliveras-Salva etal. 2013). Ahnliches gilt fiir den Open Field-Test. In der
Studie von Oliveras-Salva etal. (2013) wurden die Mause vor Durchfliihrung zur
Gewdhnung zunachst 30 Minuten im Dunkeln vor die Open Field-Testarena ge-
stellt und ihr Verhalten anschlieBend tUber 10 Minuten gefilmt. Die Testung wurde
einmalig 15 Wochen nach Injektion durchgefihrt (Oliveras-Salva et al. 2013).

Bereits lancu etal. (2005) konstatierten, dass der Apomorphintest moglicherweise
nur bei Mausen mit nahezu vollstdndigem DA-Verlust valide Ergebnisse liefert, da
die Hochregulation von DA-Rezeptoren erst auftritt, wenn ca. 90% der DA-Affe-
renzen untergegangen sind und Apomorphin im Gegensatz zu Amphetamin eine
geringere Korrelation zu nigralem Neuronenverlust aufweist (lancu et al. 2005).
Dies stellt einen mdglichen Erklarungsansatz dar, warum in dieser Arbeit im Apo-
morphintest kein signifikantes Rotationsverhalten beobachtet werden konnte, da
das Ausmal der Neurodegeneration nur ca. 30% betrug (Ip etal. 2017b). Der
Amphetamintest ware in diesem Fall evtl. die sensitivere und somit geeignetere
Variante zur Testung des Rotationsverhaltens. Im Gegensatz dazu stehen die
Ergebnisse von Grealish etal. (2010), wo sich das Apomorphin-induzierte Rotati-
onsverhalten als einer der aussagekraftigsten Tests zur Bestimmung der Gré3e
der 6-OHDA-L&sion herausstellte (Grealish etal. 2010). Mit diesem Test konn-
te zwischen drei Subgruppen (schwere Lasion - 80-100% Denervation, mittlere
Lasion - 60-79%, milde Lasion - < 60%) unterschieden werden. In dieser Studie
wurde jedoch eine funfmal niedrigere Apomorphindosis im Vergleich zu lancu und
Kollegen verwendet (0,1 vs. 0,5 mg/kg KG), da in bislang unverdffentlichten Ergeb-
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nissen beobachtet werden konnte, dass wiederholte Injektionen von Apomorphin
in héheren Dosen (0,25 mg/kg KG) bei geschadigten Mausen abnormale, dyski-
netische und unfreiwillige Bewegungen hervorriefen. Die reduzierte Dosis reichte
immer noch aus, um ein starkes Rotationsverhalten hervorzurufen, eliminierte aber
moglicherweise Stdrfaktoren, wie z.B. das Uberdecken der Rotationsantwort durch
Induktion von Dyskinesien, welche bei héheren Dosierungen auftraten (Grealish
etal.[2010). Grealish und Kollegen empfehlen zusétzlich zur reduzierten Dosis ein
,Priming“ mit zwei Injektionen 4 und 2 Tage vor der eigentlichen Durchfihrung des
Apomorphintests (Grealish etal.|[2010). In dieser Doktorarbeit wurde eine noch
héhere Apomorphindosis gewahlt (1 mg/kg KG), was nach den Ausflihrungen
von Grealish etal. (2010) eine Erklarung fir das ausbleibende Rotationsverhalten
liefern kénnte. Ein potenziell weiterer Faktor stellt die Untersuchungsdauer dar: In
der vorliegenden Dissertation wurden die Mause nach Apomorphingabe lediglich
tber 5 Minuten gefilmt, wahrend bei lancu et al. (2005) oder Grealish etal. (2010)
das Rotationsverhalten Uber 40 Minuten pro Maus aufgezeichnet und analysiert
wurde (lancu et al. 2005 Grealish etal. 2010; Ip etal. 2017b).

Zudem existiert eine Vielzahl weiterer motorischer Verhaltenstests, wie beispiels-
weise der CatWalk XT (Noldus) zur Analyse des Gangbildes und Messung von u.a.
der Schrittlange, die in Folgeexperimenten zum Einsatz kommen kénnten (Zhou
etal. 2015 Glajch etal.2012).

4.2.2. Immunhistochemie

Die frhen Verhaltensauffalligkeiten 5 und 9 Wochen nach Injektion wurden histo-
logisch von nigrostriataler Degeneration und Akkumulation von humanen o-Syn-
Aggregaten in der SN begleitet. Mit den in dieser Arbeit und den im Rahmen der
in Kooperation mit dem Toronto Western Research Institut in Ontario, Kanada
durchgefihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die einseitige Injek-
tion von AAV1/2-A53T-a-Syn in die SN zu einer weit verbreiteten Uberexpression
von A53T-a-Syn in dopaminergen Neuronen der SN flhrte, die innerhalb von
10 Wochen zu Neurodegeneration, dopaminergem Faserverlust und Abnahme
dopaminerger Neurotransmitter im Striatum flhrte (Ip etal.[2017b).

Um das Ausmaf3 der Degeneration des nigrostriatalen Systems 10 Wochen nach
AAV1/2-Injektion in die rechte SN zu bestimmen, wurde in dieser Dissertation
einerseits die dopaminerge Innervation des Striatums durch Untersuchung der
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relativen optischen Dichte analysiert und andererseits die relative Anzahl der
dopaminergen Neurone in der SN durch Auszahlen der Zellen quantifiziert.

Bei Letzterem konnte beim Vergleich der beiden Versuchstiergruppen ein statis-
tisch signifikanter Untergang TH+ dopaminerger Neurone in der ipsilateralen SN
von ~22% in der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe
festgestellt werden. Diese Zahlung zeigte die richtige Tendenz an, die durch die
im Rahmen des Projektes flr das Paper von anderen Untersuchern durchge-
fihrte Goldstandard-Methode (stereologische Abschatzung mithilfe des optischen
Fraktionierverfahrens) bestatigt wurde. Dabei konnte ebenfalls eine signifikante
Degeneration dopaminerger Neurone in der SN von 33% bei den Mausen der
AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich zur EV-Kontrollgruppe nachgewiesen
werden (Ip etal.[2017D).

Diese Degeneration von Neuronen wurde von einem signifikanten nigrostria-
talen dopaminergen Faserverlust begleitet. In der Untersuchung der relativen
optischen Dichte konnte beim Vergleich der beiden Versuchstiergruppen bei der
AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe insgesamt eine signifikante Reduktion der optischen
Dichte der TH+ Fasern im ipsilateralen Striatum von ~20% und damit ein Faser-
untergang im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe festgestellt werden. Dies steht
im Einklang mit den Ergebnissen der DAT-Autoradiographie der kanadischen Ko-
operationspartner, in der ebenfalls eine vergleichbare Reduktion der striatalen
dopaminergen Fasern von ~29% in der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe gemessen wurde (Ip etal. 2017b). Diese Ergebnisse reflektie-
ren ein histopathologisches Merkmal der menschlichen Parkinson-Krankheit und
unterstreichen die ,face validity“ (= Fahigkeit eines Modells, die klinischen und
pathologischen Merkmale der menschlichen Krankheit zu reproduzieren (Koprich
etal.|2017)) des verwendeten Modells.

Beim Menschen geht die nigrostriatale Degeneration dem Auftreten motorischer
Symptome mit einem geschatzten Verlust von ~30% an Neuronen in der SN und ei-
nem noch héheren Verlust an striatalen Fasern voraus. Diese neuropathologischen
Veranderungen kénnen sich schon einige Jahre vor dem Auftreten offensichtlicher
motorischer Symptome zeigen (Cheng et al. 2010; Kordower etal.|[2013; Ip etal.
2017b; Koprich etal. 2017). Im Gegensatz dazu kénnen sich in Nagetiermodellen
des MP motorische Merkmale ohne das Auftreten einer signifikanten offensicht-
lichen nigrostriatalen Degeneration zeigen, was eventuell auf eine relativ starke
Synucleinopathiebelastung im ansonsten intakten nigrostriatalen dopaminergen
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System zurtickzufiihren sein kénnte (Koprich etal. 2011}, Ip etal. 2017b). Es gibt
verschiedene auf AAV-Uberexpression basierende Parkinson-Mausmodelle (vgl.
Abschnitt [1.9] fir weitere Ausflihrungen). Eines der Hauptprobleme der meisten
dieser bisher existierenden AAV-Mausmodelle - mit Uberexpression von mutiertem
oder nicht-mutiertem a-Syn - ist, dass sie bestenfalls eine begrenzte nigrostriatale
Degeneration hervorrufen (Ip etal. 2017b): Bei zwei AAV-Modellen, die entweder
mutiertes A53T-a-Syn (Serotyp nicht erwdhnt) oder humanes wt-a-Syn (AAV2)
Uberexprimierten, konnte beispielsweise selbst 7 und 12 Wochen nach der AAV-In-
jektion keine Degeneration von dopaminergen Neuronen in der SN nachgewiesen
werden (Dong etal.|[2002; Theodore etal. [2008). Auch in einer anderen Studie
flhrte die Expression von humanem wt-a-Syn durch AAV (Serotyp nicht erwahnt)
weder zu einem signifikanten dopaminergen Neuronenverlust in der SN nach 12
Wochen noch zu einem dopaminergen Faserverlust im Striatum nach 24 Wochen
(St Martin etal. 2007). Yasuda etal. (2009) konnten im Gegensatz dazu zwar
zeigen, dass AAV1-produziertes humanes wt-a-Syn 8 Wochen nach Injektion in
die SN bei den Mausen einen signifikanten Verlust an dopaminergen Neuronen in
der SN hervorrief, aber auch in dieser Studie konnte zu keinem Zeitpunkt (weder
4, 8 noch 13 Wochen nach Injektion) ein Defizit auf der Ebene des Striatums
(Reduktion der DA-Konzentration) nachgewiesen werden (Yasuda et al. [2009).

Diesen Beobachtungen stehen die Ergebnisse der Studie dieser Arbeit gegenlber,
in der 10 Wochen nach Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn bei Mausen dieser
Gruppe im Vergleich zur AAV1/2-EV-Gruppe die oben beschriebene nigrostria-
tale Degeneration detektierbar war. Erganzend zeigten die von den kanadischen
Kooperationspartnern durchgefiihrten HPLC-Untersuchungen 10 Wochen nach
Injektion bei diesen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Re-
duktion der striatalen Neurotransmitterspiegel von DA in Héhe von 38% und seines
Metaboliten DOPAC von 33% sowie einen signifikant erhéhten DA-Umsatz in Form
eines erhdhten Verhaltnisses von HVA zu DA von 60% (lp etal. 2017b).

Neuere Modelle, die Hybrid-Serotyp-Adeno-assoziierte Viren auf der Basis von
AAV2 verwenden, fUhrten - im Vergleich zu bisher existierenden Modellen - in
kirzeren Zeitrdumen zu einer teils gréBBeren und weniger variablen Degenera-
tion (vgl. Abschnitt . Ahnlich wie das in dieser Arbeit beschriebene Modell
riefen zwei auf AAV-a-Syn basierende Parkinson-Mausmodelle mit einer AAV2-
Komponente in relativ kurzer Zeit nach der AAV-Verabreichung einen deutlichen
Verlust von dopaminergen Neuronen in der SN hervor: In der ersten Studie fihrte
die AAV2/7-vermittelte Uberexpression von wt- und A53T-a-Syn in dosis-/ kon-
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zentrationsabhangiger Weise zu einem fortschreitenden Verlust dopaminerger
Neurone in der SN, der bereits 4 Wochen nach Injektion beobachtet werden konnte
(~57%) und nach 8 Wochen ein Maximum von 82% erreichte. Dies ging mit einer
Reduktion der TH-Immunreaktivitat im Striatum einher (Oliveras-Salvé etal. 2013).
Die AAV2/1-vermittelte Uberexpression von a-Syn verursachte in der zweiten
Studie bei Mausen dieser Gruppe im Vergleich zur AAV2/1-GFP-Kontrollgruppe
in zeitabhangiger Weise einen signifikanten fortschreitenden Verlust dopaminer-
ger Neurone in der SN (34% Reduktion 8 Wochen und 50% 12 Wochen nach
Injektion), der von einer Reduktion der striatalen dopaminergen TH+ Fasern und
DA-Konzentration auf der betroffenen Seite begleitet war (Song etal. 2015). Im
Unterschied zum AAV1/2-A53T-a-Syn-Modell entwickelten die Mause in beiden
Modellen (AAV2/7 und AAV2/1) erst 12 Wochen nach Injektion - d.h. erst nach-
dem die Degeneration einen gewissen Schwellenwert Gberschritten hatte (Verlust
dopaminerger Neurone > 50%) - signifikante motorische Verhaltensauffalligkeiten,
allerdings in einem Ausmalf3, das Uber dem liegt, was bei Parkinson-Patienten bei
der ersten Beobachtung motorischer Symptome zu erwarten wére (Oliveras-Salva
etal. 2013; Song etal.2015). Dies erinnert eher an die traditionellen auf Toxinen
basierenden Tiermodelle des MP (6-OHDA und MPTP), in denen die Erzeugung
spontaner motorischer Verhaltensdefizite ein solches Ausmaf an Degeneration
erforderte (vgl. ,Exkurs: Auf Toxinen basierende Tiermodelle des MP* in Abschnitt
1.4.2).

Mit im Rahmen des Projektes durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbungen konnte
10 Wochen nach Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn in Mittelhirnschnitten dieser
M&use eine weit verbreitete Expression von humanem mutiertem A53T-a-Syn-
Protein (grtin) sowohl in der ipsilateralen SN als auch im ipsilateralen Striatum
nachgewiesen werden, was auf einen Transport dieses Proteins entlang des
nigrostriatalen Systems hinweist (Ip etal. 2017b). Mit der im Rahmen dieser Dok-
torarbeit durchgefihrten TH/a-Syn-Immunfluoreszenzdoppelfarbung konnte zum
selben Zeitpunkt in der SN von mit AAV1/2-A53T-a-Syn behandelten Mausen eine
erfolgreiche Transfektion dopaminerger Neurone mit humanem mutiertem A53T-
o-Syn und Produktion des A53T-a-Syn-Transgens durch dopaminerge Neurone
dargestellt werden (Ip etal.|2017b). Dartber hinaus konnten in BildvergréBerungen
dieser doppelgefarbten dopaminergen Neurone in der SN Aggregate des huma-
nen mutierten A53T-a-Syn-Proteins im Zytoplasma dieser Neurone festgestellt
werden. Wie zu erwarten wurde 10 Wochen nach Injektion von AAV1/2-EV bei den
Mausen dieser Gruppe keine Expression von humanem A53T-a-Syn beobachtet

(vgl. Abschnitt und [3.3).
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Diese Ergebnisse (Uberexpression von A53T-a-Syn in dopaminergen Neuronen
der SN, Transport dieses Proteins von der SN zum Striatum und damit Nachweis
der Fahigkeit des Proteins entlang des nigrostriatalen Systems transportiert zu
werden) stehen im Einklang mit den Ergebnissen des Rattenvorgangermodells
des MP, das durch Injektion des gleichen AAV1/2-Vektors in die SN erzeugt wurde.
Wie beim zugehdrigen Rattenmodell konnte demnach gezeigt werden, dass auch
bei Mausen das AAV1/2-Konstrukt hinsichtlich der Transfektion dopaminerger
Neurone der SN und seines Transports entlang des nigrostriatalen Systems sehr
effektiv war (Koprich etal. 2010).

In den AAV-a-Syn-Modellen des MP gibt es eine hohe ,construct validity” (= Fa-
higkeit eines Modells, das zu messen, was es messen soll (Koprich etal.|[2017)):
Sie erzeugen Degeneration und Dysfunktion basierend auf den molekularen Kern-
merkmalen der klinischen Erkrankung - Toxizitat assoziiert mit Akkumulation von
pathologischem a-Syn (Ip etal.2017b). Die oben beschriebenen Aggregate von
humanem mutiertem A53T-a-Syn-Protein im Zytoplasma dopaminerger Neuro-
ne der SN wurden durch die kanadischen Kooperationspartner naher analysiert:
Es wurden histologische Goldstandard-Methoden (immunhistochemische Far-
bung mit spezifischen AK gegen in LK enthaltenes humanes a-Syn (LB509)
nach Proteinase-K-Verdauung) zum definitiven Nachweis von pathologischem
a-Syn oder LK/-Neuriten in der SN und anderen Strukturen (z.B. Amygdala,
Locus coeruleus) angewandt (Beach etal. 2008; Neumann etal. [2004). Beim
Menschen unterstltzt ein positives Ergebnis in dieser Untersuchung die postmor-
tale Diagnose von MP (Ip etal. 2017b). Beim Vergleich von mit dieser Methode
gefarbten murinen und humanen Hirnschnitten zeigte sich in der vorliegenden
Studie Folgendes: In der SN von Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe konnte
auch nach Proteinase-K-Verdauung noch eine ausgepragte Akkumulation von
a-Syn in Strukturen, die sowohl Neuronen als auch Neuriten dhnelten, festge-
stellt werden. In den Gewebeschnitten des Patienten mit der nachgewiesenen
Parkinson-Erkrankung konnten ebenfalls zahlreiche a-Syn+ Einschliisse innerhalb
melanisierter Neurone und das Vorhandensein von a-Syn+ Neuriten in der SN
beobachtet werden. DarUber hinaus wurden a-Syn+ dystrophische Neuriten im
Striatum von Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe nachgewiesen. Weder die
altersentsprechende menschliche Kontrollprobe noch die murinen Kontrollproben
der AAV1/2-EV-Gruppe zeigten nachweisbare Konzentrationen von a-Syn auf,
was wahrscheinlich auf dem Abbau von physiologischem a-Syn durch Proteina-
se-K-Verdauung beruht (Ip etal. 2017b).
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In dem auf AAV1/2-A53T-a-Syn basierenden Parkinson-Mausmodell dieser Arbeit
konnte demnach gezeigt werden, dass sich in der SN Proteinase-K-resistente
unldsliche a-Syn+ Strukturen entwickeln, die morphologische Ahnlichkeiten zur
Lewy-Pathologie aufweisen, die beim Menschen beobachtet wird. Dies unter-
streicht die histopathologische Ahnlichkeit der Aggregate in diesem Modell zu
denen des menschlichen MP (Ip etal. 2017b). Auch wenn in anderen Parkinson-
Mausmodellen ebenfalls intrazytoplasmatische a-Syn+ Aggregate nachgewiesen
werden konnten, wurde deren histologische Unldslichkeit und explizite morpholo-
gische Ahnlichkeit zur Lewy-Pathologie beim menschlichen MP nicht aufgezeigt
(Oliveras-Salva etal.2013]; Song etal.[2015).

In Studien konnte gezeigt werden, dass ein hoher Prozentsatz des in LK ak-
kumulierten a-Syn am Serinrest an Position 129 (Ser-129) phosphoryliert ist.
Diese Phosphorylierung gilt als typischer Marker fiir a-Synucleinopathien und
férdert die Fibrillenbildung (Aggregation) (Fujiwara etal. 2002; Neumann etal.
2002; Anderson etal. 2006; Lue etal. 2012; Oliveras-Salva etal. 2013). In einem
transgenen Mausmodell fiir a-Synucleinopathie konnte zudem beobachtet werden,
dass eine Fehlfaltung und Hyperphosphorylierung von a-Syn zu einer Dysfunk-
tion der betroffenen Gehirnregionen mit fortschreitender Verschlechterung der
Bewegungsablaufe fihren kann (Neumann etal. |[2002).

Die kanadischen Kooperationspartner untersuchten daher auch im AAV1/2-A53T-
o-Syn-Mausmodell die Phosphorylierung von a-Syn am Serinrest an Position
129 durch immunhistochemische Farbungen (mit spezifischen AK gegen in LK
enthaltenes phosphoryliertes a-Syn (81 A) nach Proteinase-K-Verdauung). In der
SN von Mausen der AAV1/2-A53T-a-Syn-Gruppe fanden sich in der ipsilatera-
len Hemisphare mehrere pSer129-a-Syn+ Zellen, die pSer129-a-Syn+ Zellen
im Gehirn von Parkinson-Patienten dhnelten. Zudem konnten pSer129-a-Syn+
Lewy-&ahnliche Neuriten sowohl in der SN von M&usen der AAV1/2-A53T-a-Syn-
Gruppe als auch in menschlichem Gewebe von Parkinson-Patienten beobachtet
werden (Ip etal. 2017b). Dies hebt erneut die Authentizitat pathologischer a-Syn-
Aggregate und deren Ahnlichkeit zum Menschen in diesem Modell hervor.

Die Neuheit des AAV1/2-A53T-a-Syn-Parkinson-Mausmodells ist demzufolge das
Auftreten von Strukturen, die morphologisch und histopathologisch LK und -Neu-
riten im menschlichen Gehirn von Parkinson-Erkrankten ahneln (lp etal. 2017b)
und zeigt damit die mégliche Ubertragbarkeit des Modells auf den Menschen auf.
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4.2.3. Limitationen/ Einschrankungen

Die Tatsache, dass die SN in 16,3% der Falle verfehlt wurde, verdeutlicht, dass
das Modell ein hohes Maf3 an Expertise erfordert, um AAV1/2 durch intrazerebrale
Injektion in die SN der M&use verabreichen zu kénnen (Ip etal. |[2017Db).

Jedes Projekt ist zeitlich und umfénglich limitiert, sodass auch in dieser Studie eine
Fokussierung auf zentrale Kernmerkmale des MP zur Generierung und Charakte-
risierung des neuen Modells erforderlich waren und verschiedene weitere Aspekte
keine Bericksichtigung finden konnten. Diese kdnnten jedoch Gegenstand von
Folgeprojekten werden:

In den bisherigen auf viralen Vektoren basierenden a-Synucleinopathie-Modellen
und auch im Modell dieser Dissertation ist die Degeneration auf Wege beschrankt,
die vom Ort der Injektion (SN) ausgehen (d.h. typischerweise auf das nigrostriatale
System, von dem angenommen wird, dass die meisten motorischen Symptome
davon ausgehen). Dabei liegt eine unvollstandige ,face validity” vor, da zwar
motorische, aber keine nicht-motorischen Symptome des MP reproduziert werden.
Dazu kénnte die Applikation von viralen Vektoren in Bereiche au3erhalb der SN/
des nigrostriatalen Systems erforderlich sein (Koprich etal. 2017).

Des Weiteren wurde die Reversibilitat von Verhaltensdefiziten durch klinisch de-
finierte Behandlungen (z.B. L-Dopa, Ropinirol) nicht untersucht und damit die
pradiktive Validitat des Modells noch nicht bestimmt (lp etal. 2017b).

In Bezug auf das Untersuchungskollektiv ist anzumerken, dass in dieser Studie nur
mannliche Mause untersucht wurden. Der in der Einleitung erwahnte Einflussfaktor
,aeschlecht* auf die Haufigkeit der Erkrankung kénnte in einer Folgestudie durch
die Verwendung von mannlichen und weiblichen C57BL/6-wt-M&usen berlck-
sichtigt werden, um eine potenzielle Beeinflussung der Ergebnisse durch einen
Geschlechterunterschied sicher ausschlie3en zu kénnen.

Eine weitere Einschrankung dieser Studie ist das Fehlen einer Kontrollgruppe, die
ein Kontrollprotein exprimiert. Im AAV1/2-A53T-a-Syn-Rattenvorgangermodell des
MP wurde gezeigt, dass ein hoher Titer von AAV1/2-GFP eine Neurodegeneration
hervorrufen kann. Im Vergleich zu den mit AAV1/2-A53T-a-Syn behandelten Rat-
ten war diese allerdings deutlich weniger ausgepragt und es wurde zudem auch
kein Verlust der striatalen TH-Immunreaktivitat bei mit AAV1/2-GFP behandelten
Ratten beobachtet, was darauf hindeutet, dass die Toxizitat von AAV1/2-GFP nicht
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fur alle durch A53T-a-Syn verursachten Schaden verantwortlich war. Dennoch
kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch im AAV1/2-A53T-a-Syn-Maus-
modell der Untergang dopaminerger Neurone zumindest teilweise unabhangig
vom pathologischen A53T-a-Syn ist (Koprich etal. 2010; Ip etal. 2017b). In einem
Folgeprojekt sollte daher eine Kontrollgruppe implementiert werden, um einen
eventuell durch generelle Proteintberladung hervorgerufenen Schaden auszu-
schliefBen und zu zeigen, dass die hervorgerufenen Veranderungen ausschlief3lich
auf a-Syn zurtickzufihren sind.

Auch wenn im Rahmen dieses Projektes durch die kanadischen Kooperationspart-
ner z.B. a-Syn (LB509)+ dystrophische Neuriten im Striatum von mit AAV1/2-A53T-
o-Syn behandelten Mausen nachgewiesen wurden, wurde z.B. der Nachweis von
pathologischen, unldslichen a-Syn-Ablagerungen in Prasynapsen - wie bei A53T-
o-Syn transgenen Mausen und der menschlichen LK-Erkrankung beobachtet
(Tanji etal. 2010) - nicht thematisiert und kénnte Gegenstand eines Folgeprojektes
werden (Ip etal.[2017D).

4.3. Schlussfolgerung/ Bedeutung/ Ausblick

Entsprechend der eingangs aufgezeigten Zielsetzung dieser Arbeit ist es in Koope-
ration mit den kanadischen Kollegen erfolgreich gelungen das auf AAV1/2-A53T-a-
Syn basierende Parkinson-Modell von der Ratten- und Affenspezies auf die Maus
zu Ubertragen und ein neues Mausmodell, das auf einer durch AAV1/2 vermit-
telten Uberexpression von humanem mutiertem A53T-a-Syn in der SN basiert,
zu generieren und charakterisieren. Dieses neue AAV1/2-A53T-a-Syn-Parkinson-
Mausmodell erflllt mehrere Anforderungen, die an ein virales vektorvermitteltes
Parkinson-Modell gestellt werden:

 anhaltende Produktion des Transgens in dopaminergen Neuronen

 Transport von AAV1/2-produziertem pathologischem a-Syn zum Striatum

» Degeneration des nigrostriatalen Systems

« histopathologische Ahnlichkeiten zum menschlichen MP (Lewy-&hnliche
Pathologie)

 Verhaltensauffalligkeiten

« relativ kurzer Zeitrahmen zur Erzeugung von Verhaltensauffalligkeiten und
postmortalen Endpunkten (innerhalb von 2 Monaten)
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Es ist nach derzeitigem Kenntnisstand eines der wenigen Parkinson-Mausmodelle,
das all diese Kriterien auf diese Weise erflllt, und bietet nun die Méglichkeit weiter
analysiert und auf transgene und knockout-Mause Ubertragen zu werden, um mo-
lekulare Mechanismen der Parkinson-Krankheit zu entschlisseln und praklinische
Tests von krankheitsmodifizierenden Therapien durchzufihren.
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5. Zusammenfassung

Auch wenn die Atiologie/ Pathophysiologie von MP bis heute nicht vollstandig
geklart ist, scheint a-Syn als Hauptbestandteil der LK eine zentrale Rolle zu
spielen.

Bei Ratten und Affen fiihrte eine AAV1/2-vermittelte Uberexpression von A53T-
a-Syn zu einer Degeneration dopaminerger Neurone in der SN, einem striatalen
dopaminergen Defizit sowie Verhaltensauffalligkeiten. In Anbetracht bestimmter
Vorteile der Mausspezies (Mdglichkeit der Genmanipulation), war es das Ziel
dieser Doktorarbeit - die im Rahmen eines Projektes mit dem Toronto Western
Research Institut in Ontario, Kanada entstanden ist - dieses auf AAV1/2-A53T-a-
Syn basierende Parkinson-Modell auf Mause zu Ubertragen.

Dazu wurde AAV1/2-A53T-a-Syn oder leerer AAV1/2-Vektor in einer Dosis von
1,5 ul mit einer Konzentration von 5,16 x 10'? gp/ml stereotaktisch einseitig in die
rechte SN von C57BL/6-wt-Mausen injiziert. Uber einen Zeitraum von 11 Wochen
(2 Wochen pra- und 9 Wochen postoperativ) wurden verschiedene Verhaltens-
experimente (RotaRod, Open Field, Apomorphin- und Zylindertest) durchgefiihrt
und die beiden Versuchstiergruppen miteinander verglichen. Zu den post-mor-
tem-Untersuchungen gehdérten verschiedene immunhistochemische Farbungen,
eine DAT-Autoradiographie und HPLC-Untersuchungen.

Es konnte gezeigt werden, dass die einseitige Injektion von AAV1/2-A53T-a-Syn
in die SN bei Mausen dieser Gruppe eine weit verbreitete Uberexpression von
A53T-a-Syn in dopaminergen Neuronen der SN induzierte, die innerhalb von 10
Wochen zu Degeneration des nigrostriatalen Systems (Untergang dopaminerger
Neurone der SN, dopaminerger Faserverlust und Reduktion striataler Neuro-
transmitterspiegel sowie erhéhter DA-Umsatz im Striatum), Auftreten friiher und
persistierender motorischer Verhaltensauffalligkeiten (Asymmetrie bei der Benut-
zung der Vorderpfoten mit Praferenz flr die rechte Seite im Zylindertest in der 5.
und 9. postoperativen Woche) und Entwicklung einer Lewy-ahnlichen Pathologie
(Akkumulation von humanen a-Syn+ Aggregaten in der SN und Vorhandensein
von Strukturen, die morphologisch LK und -Neuriten im menschlichen Gehirn
Parkinson-Erkrankter &hnelten) flhrte.

Durch die Generierung und Charakterisierung dieses neuen Parkinson-Maus-
modells, das klinische und histopathologische Merkmale der menschlichen Er-
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krankung widerspiegelt, besteht nun die Mdglichkeit es weiterzuentwickeln und
z.B. auf transgene und knockout-Mause zu Ubertragen, um u.a. molekulare Me-
chanismen der Parkinson-Krankheit zu entschliisseln und praklinische Tests von
krankheitsmodifizierenden Therapien durchzufihren.
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A. Anhang

Im Folgenden sind technische Arbeitsmaterialien, verwendete Chemikalien, Anti-
kérper und hergestellte Lésungen alphabetisch aufgelistet. Standardlabormaterial
wurde ohne weitere Angaben aufgefihrt.

A.1. Arbeitsmaterialien (Gerate/ Software/ Gebrauchsmaterial)

Aluminiumfolie

Box (39,5 x 39,5 cm, Héhe 35 cm)
- fir Open Field und Apomorphintest

Werkstatt der Neurologie, Wirzburg, Deutschland

Brain Matrix Slicer Maus

Zivic Instruments, Pittsburgh, Pennsylvania, USA

Brauniilen® (= periphere Venenkatheter)

Chirurgiestift, steril

Deckglaser (24 x 55 bzw. 60 mm)

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland

Eppendorf® Tubes/ GefaBe/ Réhrchen

Farbekassetten mit Deckel

Filteraufsatze (blau - 0,2 um) - fiir Spritzen

Glasflaschen, -geféaB3e, -schalen, -zylinder

Hochgeschwindigkeitsbohrer
(fUr stereotaktische Chirurgie bei Mausen)

Stoelting Europe, Dublin, Irland bzw. Stoelting Co.,
Wood Dale, lllinois, USA

Injektionsnadeln (= Kanllen)

Kammer (fir CO2)

Kanilen (= Hohl-/ Injektionsnadeln)

Kryomolds/ Peel-A-Way® Einweg-Einbettformen

Polysciences, Inc., Warrington, Pennsylvania, USA

Kryostat CM3050 S
(mit Zubehér: Klinge, Glaseinsatz (70 mm), Pilz etc.)

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Kiichenrolle

(Wasch-)Klivetten

Mikroinjektionsspritze (Hamilton® 75N 5 pl)

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Mikroinjektor (genauer: Stereotaktisches Mikroinjektor
-Robotersystem, Maus)

Stoelting Europe, Dublin, Irland bzw. Stoelting Co.,
Wood Dale, lllinois, USA

Mikroskope:

Axiophot (Axiophot 2)
Lichtmikroskop (Olympus-BH-2)
weitere (Durchlicht-)Mikroskope

Operationsmikroskop

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
z.B. Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Objekttrager (Super Frost® Plus OT)

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland

Objekttragerboxen/ -mappen

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

OP-Besteck (Klemmen, Nadelhalter, Pinzetten, Sche-
ren, Skalpelle, etc.)

PAP-Pen (genauer: Liquid Blocker Super PAP-Pen -
Liquid-Repellent Slide Marker Pen)

Science Services GmbH, Miinchen, Deutschland

Parafilm

Paravent




Peleusball

pH-Elekirode/ pH-Meter-Sonde

Pinsel

Pinzetten

Pipetten (Glas-, Standardlabor-, Einmal-/ einfache)

z.B. Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland oder Eppen-
dorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Pipettenspitzen/ -aufsatze

Rasierer

Rihrfisch/ -stdbchen, magnetisch

Rihrgerat/ -platte, elekirisch/ heizbarer Magnetriihrer

z.B. A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Schalen
Software:
EthoVision XT 8.5 Noldus, Wageningen, Niederlande
Excel Microsoft, Redmond, Washington, USA
Imaged National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA
StereoDrive Neurostar, Tubingen, Deutschland
TSE RotaRod V4.0.1 TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland
Spiegel

(Einmal-)Spritzen, verschiedene GréBBen

(Metall-)Stab - fur Eindecken der OT

stereotaktisches System bzw. stereotaktischer Rahmen
mit Mausaufsatz/ -adapter

Stoelting Europe, Dublin, Irland bzw. Stoelting Co.,
Wood Dale, lllinois, USA

Styroporboxen

TSE RotaRod 3375-4B (Gerat)

TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Vicryl 4-0 (Nahtmaterial)

Ethicon, Bridgewater, New Jersey und Cincinnati, Ohio,
USA

Videokameras mit Halterung/ Stativ:

Panasonic WV-CP500 SD5
- fir Open Field und Apomorphintest

Sony HDR-CX570E - fiir Zylindertest

Panasonic Industry Europe GmbH, Ottobrunn, Deutsch-
land

Sony Corporation, Tokio, Japan

Vortex-Gerét/ -Mischer/ -Schuittler

z.B. A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Waage

z.B. Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Warmematte/ Maus-Heizkissen mit rektaler Thermoson-
de

Stoelting Europe, Dublin, Irland bzw. Stoelting Co.,
Wood Dale, lllinois, USA

Wérme-/ Heizplatte

z.B. A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Wattestédbchen

Zellstoff

Zentrifuge

z.B. A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Zylinder:
Mess-, Glas-

transparenter Plexiglas-Zylinder (Durchmes-
ser 24 cm, Héhe 35,5 cm flr Apomorphintest),
(Durchmesser 12 cm, H6he 30 cm flr Zylinder-
test)

Werkstatt der Neurologie, Wirzburg, Deutschland




A.2. Verwendete Chemikalien

Aceton

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Apomorphin
(genauer: R-(-)-Apomorphin Hydrochlorid Hemihydrat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Aqua dest. (= dH20)

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Aquatex®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ascorbinsaure (= Vitamin C)

Avidin/Biotin-Reagenz (Standard Ultra-Sensitive ABC
Staining Kit - Artikelnummer: 32050)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Azur(blau) 11/B

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe
(Wirkstoff: Dexpanthenol)

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

BSA (Artikelnummer: A4503)
(Stammisg.: 10% BSA/PBS - Herstellung siehe Anhang
|ﬂ|; Gebrauchslsg.: 5% BSA/PBS, 1% BSA/PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carprofen (Handelsname: u.a. RimadyI®)

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland

CO-2

Cutasept®

Bode Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland

DAB-Tabletten (Artikelnummer: 4170)

Kem-En-Tec Diagnostics/ Nordic A/S, Taastrup, Dane-
mark

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan - DABCO®
- Herstellung siehe Anhang|ﬂ|

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DAPI (Artikelnummer: D8417)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

dH2O (= Aqua dest.)

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Essigséure

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Formol/ Formaldehyd(l6sung) 4%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Glycerin (= Glycerol)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

H202 30%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

HCI (1 M/ 0,1 M)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Heparin (genauer: Heparin-Natrium 25 000 I.E./ 5 ml
Injektionslésung i.v./ s.c.)

ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Injektionslésungen/ Vektoren:
AAV1/2-A53T-a-Syn

Herstellung vgl. (Koprich etal.|2010)

AAV1/2-EV
Isopentan (= (2-)Methylbutan) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
KCI Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ketamin (Handelsname: u.a. Ketavet®) Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland
KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Methylenblau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

NaCl-Lsg. 0,9% (Kochsalzlésung)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

NaQHPO4‘2HQO

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaOH (5 M/ 1 M/ 0,1 M)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NGS (Artikelnummer: X0907)
(Gebrauchslsg.: 10% NGS/ 2% BSA/PBS, 2%
NGS/PBS)

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

PBS - Herstellung siehe AnhangM
(Stammisg.: 10 x PBS, Gebrauchslsg.: 1 x PBS)




PFA Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
D(+)-Saccharose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Stickstoff

Tissue-Tek® O.C.T.™Compound

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Nie-
derlande

Trockeneis (= festes CO2)

Vitro-Clud®

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland

Xylazin (Handelsname: u.a. Rompun®)

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

A.3. Antikorper

USA

Spezifitat Spezies- Wirts- Firma Artikel- Lagerung Verdiinnung
Reaktivitat | spezies nummer
Priméar-AK

rabbit anti- mouse/ rabbit abcam, Ab112 -20°C 1:1000
mouse TH rat Cambridge, in 1%

UK BSA/PBS

bzw. 2%
NGS/PBS

mouse anti- human/ mouse Invitrogen 328100 -20°C 1:500
human o-Syn | mouse (Thermo Fisher Scientific), in 2%

Waltham, Massachusetts, NGS/PBS

USA

Sekundar-AK

biotinylierter rabbit goat Vector Laboratories, Inc., BA-1000 4°C 1:100
anti-rabbit Burlingame, Kalifornien, in 1%
IgG (H+L) USA BSA/PBS
goat anti- rabbit goat Jackson ImmunoRese- 111-165-144 | -20°C, licht- | 1:300
rabbit IgG arch Laboratories, Inc., geschitzt in 2%
(H+L) - Cy3 West Grove, Pennsylva- NGS/PBS
(rot) nia,

USA
goat anti- mouse goat Jackson ImmunoRese- 115-225-146 | -20°C, licht- | 1:300
mouse IgG arch Laboratories, Inc., geschitzt in 2%
(H+L) - Cy2 West Grove, Pennsylva- NGS/PBS
(grain) nia,

A.4. Hergestellte Losungen

Anasthetikum - Ketamin-Xylazin-Gemisch:

10% Ketavet® - 100 g/l Ketamin (100 mg/ml)

2% Rompun® - 20 g/l Xylazin
0,9% NaCl - 9 g/l NaCl

Lésung: 0,6 ml Ketamin, 0,15 ml Xylazin, 4,25 ml NaCl

Dosierung: 100 mg Ketamin + 5 mg Xylazin pro kg KG

Analgetikum:

Carprofen (Handelsname: u.a. RimadyI®) 1:100 in NaCl 0,9%




Apomorphin-Injektionslésung:
5 mg Apomorphin
50 ml NaCl 0,9%

10 mg Ascorbinséure (Vitamin C als Antioxidans)

Azurmethylenblaulésung:
far 100 ml:
1 g Azur(blau) 11/B
1 g Methylenblau
40 g Saccharose
— 1-9 Tropfen 4% Formol zugeben
— mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen

— pH-Wert auf 9 einstellen

10% BSA/PBS:
10 g BSAin 100 ml 1 x PBS lésen

DABCO®:
25% 1 x PBS
75% Glycerin/ -ol
25 mg/ml 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
bei 4°C lichtgeschitzt lagern

1%- ige Essigsaure in dH20:
fir 500 ml: 495 ml dH2O + 5 ml Essigsaure

10 x PBS (= 10-fach konzentriertes PBS):
far 1 Liter:
80 g NaCl
14,2 g NagHPO4-2H,0O
2 g KCl
2 g KH2PO4
— mit Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen

— pH-Wert auf 6,8 einstellen

1 x PBS (= 1-fach konzentriertes PBS):
far 1 Liter: 100 ml 10 x PBS mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

— beim Verdlinnen auf 1 x PBS verandert sich der pH-Wert auf 7,4

Perfusionslésung - PBS mit Heparin:

150 ml 1 x PBS + ~0,5 ml Heparin (Antikoagulans zur Hemmung einer vorzeitigen Blutgerinnung)

4%-ige PFA-L6sung in PBS (= 4% PFA/PBS):
fr 100 ml: 4 g PFA in 100 ml 1 x PBS I6sen
— auf ca. 60-70°C erwérmen
— 1 Tropfen NaOH (5 M) zugeben
— rihren bis Lésung klar ist
— auf Eis in einer Styroporbox stellen und auf Raumtemperatur abkihlen lassen
— pH-Einstellung auf 7,4 (durch Zugeben von HCI (0,1 M/ 1 M) oder NaOH (0,1 M/ 1 M))

30%-ige Saccharoseldésung in PBS:
flir 100 ml: 30 g Saccharose ad 100 ml 1 x PBS
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