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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Parkinson-Erkrankung stellt nach der Alzheimer-Erkrankung die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung dar. Neben der am haufigsten auftretenden sporadischen
Form handelt es sich bei 10-15% der Falle um familiare Formen. Bislang konnten sechs
Gene identifiziert werden, die mit der Parkinson-Erkrankung assoziiert sind. Sporadische
und familidgre Falle teilen neuropathologische Charakteristika wie den weitgehend
selektiven Verlust dopaminerger Neurone der Substantia nigra, so dass die Untersuchung
Parkinson-assoziierter Gene helfen kann, Einblicke in die Pathomechanismen der
Erkrankung zu erhalten. Fir die Mehrzahl der autosomal-rezessiv vererbbaren Form der
Erkrankung sind Mutationen im Parkin-Gen verantwortlich.

Vorhergehende Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Parkin
in der Lage ist, neuronale Zellen vor moderatem toxischem Stress zu schiitzen. Starker
zelluldrer Stress flihrte jedoch ebenso wie pathogene Mutationen zur Missfaltung,
Aggregation und Inaktivierung von Parkin.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von Parkin im Modell-Organismus
Zebrafisch (Danio rerio) untersucht. Im ersten Teil der Arbeit wurde im Zebrafisch ein
Parkin-Ortholog identifiziert und in Zellkultur-Modellen charakterisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass neben der Aminosduresequenz auch spezifische biochemische und
funktionelle Eigenschaften von Parkin zwischen Mensch und Zebrafisch hoch konserviert
sind. Dazu zdhlen die Anfalligkeit fir Missfaltung, die Stress-induzierte transkriptionelle
Hochregulation sowie das protektive Potential gegenliber Stress-induziertem Zelltod. Im
zweiten Teil wurde die Funktion von Parkin in vivo analysiert. Durch Injektion eines
Antisense-Oligonukleotids wurde ein transienter Knockdown von Parkin im Zebrafisch
erreicht, der zu keinen duRerlich erkennbaren morphologischen Verdanderungen fihrte.
Bei Untersuchung der mitochondrialen Dynamik und der dopaminergen Neurone war
kein signifikanter Unteschied im Vergleich zu Kontroll-Zebrafischembryonen feststellbar.
Allerdings zeigten Parkin-Knockdown-Embryonen unter Hitzeschock-induziertem
proteotoxischem Stress eine erhohte Vulnerabilitat in Form von vermehrtem Zelltod. Um
das neuroprotektive Potential von Parkin in vivo zu evaluieren wurden Parkin-transgene

Zebrafische generiert. Diese waren unter proteotoxischem Stress weniger anfallig flr
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Zelltod als ihre nicht-transgenen Geschwister und bestatigten damit die protektive
Funktion von Parkin in einem bisher nicht untersuchten Vertebraten-Modell.

Der dritte Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, welche Rolle Parkin in der
mitochondrialen Dynamik humaner Zellen spielt. Es konnte gezeigt werden, dass ein
transienter siRNA-induzierter Knockdown von Parkin zur Fragmentierung des tubuldren
mitochondrialen Netzwerks fiihrt. Dieser Prozess ging einher mit einem verminderten
zellularen ATP-Gehalt. Ein ahnlicher mitochondrialer Phanotyp konnte in Parkin-
defizienten Drosophila-Zellen beobachtet werden. Sowohl in humanen als auch in
Drosophila-Zellen konnte eine Apoptose-bedingte Fragmentierung ausgeschlossen
werden. Diese Ergebnisse geben Einblicke in die physiologische Funktion von Parkin und
einen moglichen pathogenen Mechanismus, der durch Funktionsverlust von Parkin

induziert wird.



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Parkinson-Erkrankung

Die Parkinson-Erkrankung stellt die haufigste motorische und zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimer-Erkrankung dar. Nach Schatzungen
gibt es weltweit circa finf Millionen Betroffene, davon je eine Million in Europa und den
USA. Aufgrund steigender Lebenserwartung wird in den kommenden Jahrzehnten mit
einer zunehmenden Pravalenz der Parkinson-Erkrankung gerechnet. Pathophysiologisch
ist die Erkrankung durch den progressiven Verlust dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra pars compacta (SNpc) und den daraus resultierenden Dopaminmangel
im Striatum gekennzeichnet. Die Kardinalsymptome kdnnen bislang lediglich kurzzeitig
symptomatisch - nicht jedoch kurativ — behandelt werden. Fir zukiinftige
Therapieansatze ist es von groRer Bedeutung, tiefere Einblicke in die weitgehend
ungeklarten Ursachen der Parkinson-Erkrankung zu erhalten. Dabei kann die
Untersuchung monogener familidrer Formen helfen, pathologische Mechanismen

aufzudecken und somit den Weg zum Verstandnis der Erkrankung zu ebnen.

1.1.1 Geschichte

Die Erkrankung erhielt ihren Namen in Anlehnung an den englischen Arzt James
Parkinson, der die klinischen Symptome 1817 erstmals beschrieb. In seiner ,Abhandlung
Uber die Schittellahmung” (An essay on the shaking palsy) bezeichnete er das
Krankheitsbild, dass sich durch Tremor, Akinese und Unsicherheit in der Haltung und beim
Gehen dulerte, als Paralysis Agitans. Der franzdsische Neurologe Jean-Martin Charcot
schilderte 1884 weitere Symptome wie Rigor und Hypomimie und benannte das Leiden
nach seinem Entdecker als Parkinson-Erkrankung. Erst 1919 wurden pathologische
Veranderungen in der Substantia nigra durch den russischen Arzt Konstantin Tretiakoff
beschrieben und mit der Parkinson-Erkrankung in Verbindung gebracht. Ende der
flunfziger beziehungsweise Anfang der sechziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurde der
biochemische Hintergrund der Krankheit entschliisselt. Nachdem der schwedische
Pharmakologe Arvid Carlsson den Neurotransmitter Dopamin entdeckt hatte, konnten
kurz darauf Ehringer und Hornykiewicz zeigen, dass bei Parkinson-Patienten der
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Dopamingehalt in den Basalganglien vermindert ist. Diese Erkenntnisse erdffneten den
Weg fiir die symptomatische Therapie. 1961 berichteten Birkmayer und Hornykiewicz
erstmals von der Behandlung von Parkinson-Patienten mit intravenésem L-Dopa (L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin), der Vorstufe des fehlenden Dopamins. 1973 wurde L-Dopa unter
dem Handelsnamen Madopar® von Hoffman — La Roche auf den Markt gebracht. Bis
heute ist die Dopamin-Substitution die wirksamste Therapie der motorischen Stérungen.
Obwohl  Kombinationstherapien und weitere Antiparkinson-Medikamente die
Lebenserwartung und —qualitat der Betroffenen grundlegend positiv verdandert haben,

gibt es bislang keine Moglichkeit, die Degeneration dopaminerger Neurone aufzuhalten.

Ein weiterer Meilenstein in der Parkinson-Forschung war die Entdeckung von monogenen
familidgren Formen der Erkrankung. Mittlerweile wurden 13 Genloci identifiziert, die mit
der Parkinson-Erkrankung in Verbindung gebracht werden. Fiir sechs Gene wurde bislang
gezeigt, dass sie mit der Erkrankung assoziiert sind. Diese kdnnen dazu beitragen, die
Pathomechanismen der sporadischen Parkinson-Erkrankung besser zu verstehen, da
beide Formen gemeinsame neuropathologische und klinische Charakteristika aufweisen,

wie etwa den Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra.

1.1.2 Neuropathologische Charakteristika

Charakteristisch fiir die Parkinson-Erkrankung sind der weitgehend selektive Verlust
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta und der Verlust
nigrostriataler Nervenbahnen, die zum Striatum fihren (Abb. 1). Die Degeneration der
Nervenendigungen fiihrt zu den Symptomen der Erkankung. Im Gegensatz dazu sind die
dopaminergen Neurone des ventralen tegmentalen Areals (VTA), das sich in
unmittelbarer Nahe der Substantia nigra befindet, weniger betroffen (Uhl et al., 1985).
Degeneration findet man weiterhin in noradrenergen (Locus coeruleus), serotonergen
(Raphe-Kerne) und cholinergen (Nucleus basalis Meynert, dorsaler Vaguskern) Systemen
sowie im zerebralen Cortex, im Riechkolben und im autonomen Nervensystem (Dauer
und Przedborski, 2003). Die hdufig beobachtete Demenz im Spatstadium der Erkrankung
lasst sich auf degenerative Prozesse im Hippocampus zurickfiihren. Pathologisch-
anatomisches Zeichen des Zelluntergangs ist die Depigmentierung der Substantia nigra,

die post mortem in den Gehirnen von Parkinson-Patienten beobachtet werden kann: Mit
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den dopaminergen Neuronen verschwindet das in ihnen enthaltene Pigment
Neuromelanin, das aus oxidativen Abbauprodukten von Dopamin entsteht und dem die

Substantia nigra ihren Namen verdankt (Marsden, 1983).

Normal Parkinson-Erkrankung

Caudate

Putamen
B

Abb. 1 Schematische Darstellung der nigrostriatalen Projektion

Kontroll-Hirn mit normaler nigrostriataler Projektion (durchgehende rote Linie) und Gehirn eines Parkinson-
Patienten mit degenerierten nigrostriatalen Projektionen (gestrichelte rote Linie). Im rechten unteren Bild
ist die Depigmentierung der Substantia nigra pars compacta (SNpc) durch den Verlust dopaminerger
Neurone zu sehen. Abbildung modifiziert nach (Dauer und Przedborski, 2003).

Ein zweites pathologisches Merkmal stellen so genannte Lewy-Kérperchen und
Lewy-Neuriten dar. Letztere sind dystrophische Neurite, die in den zurlickbleibenden
intakten Neuronen der Substantia nigra gefunden wurden (Dickson et al., 1991). Bei den
Lewy-Korperchen handelt es sich um eosinophile, zytoplasmatische, proteinhaltige
Einschlisse, die in degenerierenden Neuronen der Substantia nigra, des Locus coeruleus,
des dorsalen Vaguskerns und anderen Kerngebieten zu finden sind (Abb. 2). Diese
spharischen Aggregate setzen sich aus zahlreichen Proteinen zusammen wie z.B.
a-Synuclein, Ubiquitin, Hitzeschockproteinen und Parkin (Forno, 1996; Spillantini et al.,
1998; Spillantini et al., 1997), besitzen einen Durchmesser von etwa 15 um und einen
dichten Kern, der von einer blassen Halo umgeben ist (Pappolla, 1986). Lewy-Kérperchen
sind nicht spezifisch fir die Parkinson-Erkrankung und k&nnen auch in anderen
Erkrankungen wie der Lewy-Koérperchen-Demenz oder der Multisystematrophie
auftreten. Diese Krankheitsformen werden unter dem Begriff Synuceinopathien

zusammengefasst (Duda et al., 2000). Die Rolle von Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten

in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung wird kontrovers diskutiert.



Einleitung

Lewy-Koérperchen
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Abb. 2 Histologische Darstellung eines Lewy-Kérperchens
Immunhistochemische Farbung eines Lewy-Korperchens in einem dopaminergen Neuron der Substantia
nigra pars compacta. Links: Immunfarbung von a-Synuclein, rechts: Immunfarbung von Ubiquitin.
Abbildung modifiziert nach (Dauer und Przedborski, 2003).

1.1.3 Symptome

Wahrend die Parkinson-Erkrankung durchschnittlich in einem Alter von 55 Jahren auftritt,
erhoht sich die Pravalenz mit zunehmendem Lebensalter. Bei den lber 60-Jahrigen sind
1-2% der Bevélkerung betroffen, bei den liber 80-Jahrigen steigt der Anteil auf circa 4%
(de Lau und Breteler, 2006). Zum Zeitpunkt des Auftretens der ersten Symptome sind
bereits circa 60% der dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta
degeneriert und der striatale Dopamingehalt ist um circa 80% reduziert (Hornykiewicz,
1982). Die ersten Symptome dulRern sich meist als unilaterale, unspezifische Beschwerden
wie Schulter- oder Nackenschmerzen, neuralgische Extremitatenschmerzen oder
Schwachegefihl in Armen oder Beinen. Die zahlreichen Symptome lassen sich in drei
Gruppen unterteilen. Zu den motorischen Symptomen zdhlen die sogenannten
Kardinalsymptome Rigor, Ruhetremor und Brady- beziehungsweise Akinese. Weiterhin
treten Beeintrachtigung der Halte- und Stellreflexe sowie Hypomimie und Mikrographie
auf (Lang und Lozano, 1998a, b) (Abb. 3). Uberhohte Talgproduktion (Salbengesicht),
gestorte  Warme- und  SchweiRregulation,  erniedrigter  Blutdruck  sowie
Funktionsstorungen von Blase und Darm sind Ausdruck vegetativer Storungen. Psychische
Stérungen treten in Form depressiver Verstimmungen und verlangsamter Denkablaufe zu
Tage. Letztere konnen sich im Spatstadium bis zur Demenz entwickeln. Typisch fir
Betroffene ist der kleinschrittige Gang, die vorniibergebeugte Haltung, die fehlende
Mitbewegung der Arme beim Gehen sowie die mimische Starre (Abb. 3). Alle
Bewegungen werden verzogert gestartet und kénnen nur schwer abgebremst werden

(Aarsland et al., 1996; Cummings, 1992).
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Gesichtsstarre

Winkelstellung

ar Arme
de e Kopf und Rumpf

vorniber gebeugt
© Tremor

Knie gebeugt

Abb. 3 Typische Haltung und Beschwerden von Parkinson-Patienten
http://i.onmeda.de/parkinson.gif

1.1.4 Diagnose

Da kein Parkinson-spezifischer biologischer Marker existiert, kommt es haufig und
insbesondere im Frihstadium zu Fehldiagnosen. Die Bestatigung der Parkinson-Diagnose
ist erst post mortem moglich. Die falsch-positive und falsch-negative Diagnosehaufigkeit
ist sehr hoch (Litvan et al., 1996; Rajput et al., 1991), da sie basierend auf den typischen
Symptomen erfolgt. Primar wird untersucht, ob eine Akinese und mindestens ein
weiteres der anderen drei Hauptsymptome (Rigor, Tremor, posturale Instabilitat)
vorliegen. Ein Grund fir die Schwierigkeiten bei der Parkinson-Diagnose ist die Variabilitat
und geringe Manifestation der Symptome im Friihstadium. Insbesondere die Tatsache,
dass die Kardinalsymptome nicht unbedingt vorhanden sind und Symptome auch
Ausdruck anderer Storungen des Bewegungsapparats sein kénnen, erschweren den
Befund. Zur differentialdiagnostischen Abklarung konnen verschiedene bildgebende
Verfahren eingesetzt werden wie die Positronenemissionstomographie (PET) (Abb. 4) und
die Single-Photon-Emissionscomputertomographie (SPECT). Dabei werden
Radiodiagnostika injiziert. [*®F]-Fluor-L-Dopa wird gemeinsam mit endogenem L-Dopamin
nach Decarboxylierung in prasynaptischen Vesikeln gespeichert und mit [123I]—B—CIT
(DaTSCAN™) wird die Dichte von Dopamintransporter-Proteinen im Striatum
nachgewiesen. Mit sowohl PET als auch SPECT kénnen fir die Parkinson-Erkrankung
charakteristische Veranderungen bereits im praklinischen Stadium erkannt werden. Die

Ursachen des Dopaminmangels kdnnen mit diesen Techniken jedoch nicht geklart
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werden. Jede Lasion des nigralen Systems kann eine Abschwachung der PET-

beziehungsweise SPECT-Signale verursachen.

Abb. 4 [18F]-Fluor-L-Dopa Positronenemissionstomographie (PET) Aufnahmen

Links ist ein gesundes Kontrollhirn abgebildet, rechts die Aufnahme eines Parkinson-Patienten. Die
krankheitsbedingte, reduzierte striatale Aufnahme von [18F]-Flu0r-L-Dopa ist asymmetrisch und betrifft vor
allem das posteriore Putamen. Abbildung aus (Olanow et al., 2009).

Als weitere Methode zur Bestadtigung eines Parkinson-Verdachtsfalls wird in neuerer Zeit
die transkranielle Ultraschalluntersuchung verwendet. Bei 90% der Parkinson-Patienten
konnte als wesentlicher Befund eine leichte bis deutliche Hyperechogenitat der
Substantia nigra nachgewiesen werden (Becker et al., 1995; Hagenah et al., 2006).
Allerdings wiesen auch 9% der gesunden Probanden dieses Merkmal auf. Als zusatzliches
Instrument zur Frith-und Differentialdiagnose wird der Sniffin Stick-Test eingesetzt (Daum
et al., 2000), da bei 80% bis 90% der Parkinson-Patienten Stérungen des Riechvermogens
vorliegen, die bereits vor Beginn der motorischen Beschwerden auftreten (Haehner et al.,
2009). Trotz vieler neuer Anséatze sind ein asymmetrisches Parkinson-Syndrom (Tremor
oder Rigor) und das Ansprechen auf Levodopa nach wie vor die wichtigsten
Unterscheidungsmerkmale, die auf eine Parkinson-Erkrankung hindeuten. Um das
Ausmal der krankheitsbedingten Einschrankungen festzustellen und den Verlauf der
Erkrankung zu beurteilen, wird die Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)
verwendet. Sie ist unterteilt in die Bereiche kognitive Funktionen, Verhalten und
Stimmung, Aktivitaiten des taglichen Lebens, motorische Leistungsfahigkeit und

Komplikationen der Behandlung.
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1.1.5 Behandlung

Die mittlere Uberlebenszeit nach Krankheitsbeginn betrigt ohne adiquate Behandlung
rund zehn Jahre. Da bis heute keine kurative Therapie zur Verfligung steht, erfolgt die
Behandlung rein symptomatisch. Therapeutisch wird versucht, den Mangel an Dopamin
und das entstehende Ungleichgewicht der Neurotransmitter auszugleichen. Die Dopamin-
Vorstufe Levodopa, die als Aminosdaure mit Hilfe eines aktiven Transporters durch die
Blut-Hirn-Schranke transportiert wird und in dopaminergen Neuronen durch das Enzym
Dopa-Decarboxylase decarboxyliert wird, stellt das wirksamste und wichtigste Parkinson-
Medikament dar. Da Levodopa zu 95% in der Korperperipherie zu Dopamin decarboxyliert
wird, wird es zusammen mit Inhibitoren der aromatischen L-Aminosaure-Decarboxylase
(Benserazid oder Carbidopa) verabreicht, die dieses Enzym auRerhalb des
Zentralnervensystems blockieren. Somit kénnen Dosierung und Nebenwirkungen
reduziert werden. Um die Verfligbarkeit von Levodopa im Gehirn weiter zu erhéhen,
werden Hemmstoffe der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) eingesetzt. Diese
verhindern, dass Levodopa in der Peripherie zu dem therapeutisch inaktiven Metaboliten
3-0-Methyldopa umgesetzt wird, der mit Levodopa um den Transport ins Gehirn
konkurrieren wiirde. Die COMT-Inhibitoren Tolcapon und Entacapon werden in
Kombination mit Levodopa eingesetzt (Abb. 5). Da die Wirksamkeit von Levodopa oft
nach nur wenigen Jahren abnimmt und sich unter Langzeittherapie Dyskinesien
entwickeln, werden stattdessen im Frihstadium vermehrt Dopamin-Agonisten eingesetzt,
von denen derzeit neun verschiedene in Deutschland zur Parkinson-Therapie zugelassen
sind. Zum Abbau von Neurotransmittern im Zentralnervensystem tragen maligeblich die
in der duBeren Mitochondrienmembran lokalisierten Monoaminoxidasen (MAO) bei.
Welche der beiden Isoformen (MAO-A oder MAO-B) primar fir den Dopamin-
Metabolismus verantwortlich ist, wird kontrovers diskutiert (Olanow et al., 2009). Die
Isoform MAO-B kommt in den Basalganglien haufiger vor als MAO-A. |hr Anteil an der
Monoaminoxidase-Aktivitat betragt 80% (Youdim und Riederer, 2004). In den
catecholaminergen Nervenendigungen findet man jedoch vornehmlich die Isoform MAO-
A (Olanow et al., 2009). Selektive Inhibitoren der MAO-B bewirken eine erhohte und

langere Verfugbarkeit von Dopamin in den striatalen Neuronen, indem sie den Abbau von
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Dopamin zu Dihydroxyphenylessigsaure verhindern. Zurzeit werden die Wirkstoffe

Selegilin und Rasagilin eingesetzt.

3MT ﬂ." HMPAL &h’ HVA

Selegilin,
Tolcapon q comT Rasagilin Tolcapon q COMT
i —/ ; MAO ALDH
Dopamin H H Dopamin T.— DOPAL =i DOPAC
I } Selegilin,
Carbidopa, 290X
irg Benserazid DDC Rasagilin
Lo T & L-DOPA
Tolcapon, Tolcant
el hEnla'_‘a[.mn e q COomMT
3OMD heripher ol L zentral

Abb. 5 Stoffwechsel- und Transportwege von L-DOPA und Angriffspunkte von Enzyminhibitoren in der
Parkinson-Therapie

ALDH: Aldehyd-Dehydrogenase, COMT: Catechol-O-Methyltransferase, DDC: L-DOPA-Decarboxylase,
DOPAC: 3, 4-Dihydroxyphenylacetaldehyd, HMPAL: 4-Hydroxy-3-methoxyphenylacetaldehyd, HVA:
Homovanillinsdure, MAO: Monoaminoxidase, 3-MT: 3-Methoxytyramin, 3-OMD: 3-O-Methyl-L-DOPA, T:
Aminosduretransporter. Abbildung aus (Gutschow und Meusel, 2006).

Das Antiparkinson-Potential von Amantadin und Memantin beruht auf der milden, nicht-
kompetitiven Blockierung des NMDA-Rezeptorts. Dadurch wird das Ungleichgewicht
zwischen dopaminerger Hemmung und glutamaterger Stimulation cholinerger Neurone
verbessert (Mutschler, 2001), was einen antiakinetischen und antidyskinetischen Effekt
mit sich bringt. Anticholinergika wie Biperiden, Metixen und Benzatropin werden
aufgrund ihres ungiinstigen Nebenwirkungsprofils und ihres maRigen Effekts (Tremor
spricht am ehesten auf diese Therapie an) seltener eingesetzt. Trotz zahlreicher
Verbesserungen der pharmakologischen Therapien in den vergangenen Jahren kann ein
signifikanter Prozentsatz der Parkinson-Patienten im Langzeitverlauf medikamentds nicht
zufriedenstellend behandelt werden. Zu den wichtigsten Therapiekonzepten der nicht-
medikamentdsen Verfahren zahlt die tiefe Hirnstimulation. Durch Implantation von
Mikroelektroden wird eine Hochfrequenzstimulation moglich, die zur Hemmung der

neuronalen Aktivitat im Zielgebiet fihrt und bei ausgepragter Akinese oder Dyskinesien

und schwerem Ruhetremor indiziert sein kann.
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1.1.6 Atiologie/Pathogenese

Die Ursachen des Parkinson-Syndroms sind sehr unterschiedlich und werden in drei
Kategorien eingeteilt. Am weitaus haufigsten ist die idiopathische oder sporadische, die
80-90% der Erkrankungen darstellt und deren Atiologie unbekannt ist. Bei 10-15% der
Erkrankungen handelt es sich um familidre Formen mit autosomal dominanter oder
rezessiver Vererbung. Die (brigen Féille werden als symptomatischer (sekundarer)
Parkinsonismus bezeichnet, der sowohl medikamentds-indiziert (als unerwiinschte
Arzneimittelwirkung) auftreten kann als auch als Folge von Arteriosklerose der
HirngefdaRe, Enzephalitiden, Traumen, Vergiftungen oder Tumoren. Parkinson-Syndrome
kommen weiterhin im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen vor wie z.B.
Multisystematrophie, progressive supranukledre Blickparese oder Lewy-Korperchen-
Erkrankung. Da die Ursachen der sporadischen Erkrankung noch immer unklar sind,

werden verschiedene Pathomechanismen diskutiert.

Parkinson-Erkrankung
idiopathische/ erbliche/ atypischer sekundarer
sporadische familidre Parkinsonismus Parkinsonismus
Form Form
autosomal- autosomal- - MSA - Entziindungen
dominant: rezessiv: -DLB - Toxine
-PSP - Traumen

- a-Synuclein - Parkin
- LRRK2 - PINK1

- DJ-1

- ATP13A2

Abb. 6 Atiologie der Parkinson-Erkrankung
MSA: Multiple Systematrophie, DLB: Demenz mit Lewy-Koérperchen; PSP: progressive supranukleare
Blickparese
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1.1.6.1 Proteinaggregation und proteasomale Dysfunktion

Obwohl die Atiologie neurodegenerativer Erkrankungen unterschiedlich ist, teilen sie ein
pathologisches Merkmal: die Ablagerungen von aberranten Protein-Konformeren.
Vielerlei Ansdtze haben die Rolle der Protein-Fehlfaltung in der Pathogenese bestatigt,
doch es wird kontrovers diskutiert, ob Aggregate oder l6sliche Oligomere, die Vorstufe
von Aggregaten, die toxische Spezies darstellen (Haass und Selkoe, 2007). Nach neuerer
Forschung wird vermutet, dass Aggregate als Teil eines protektiven Mechanismus
entstehen, da toxische Oligomere inaktiviert werden (Ciechanover und Brundin, 2003).
Nichtsdestotrotz stellen diese Ablagerungen auch ein dynamisches Reservoir dar, das die
toxische Spezies freisetzen kann. Im Verlauf der Parkinson-Erkrankung treten
Proteinaggregate in Form von zytosolischen Lewy-Kdérperchen auf.

Der gestorte Abbau von Proteinen ist eine mogliche Ursache fiir das Auftreten von
Aggregaten. Kurzlebige, fehllokalisierte, fehlgefaltete, mutierte oder schadhafte Proteine
werden normalerweise durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) abgebaut (Sherman
und Goldberg, 2001). Dabei handelt es sich um einen regulierten mehrstufigen Prozess,
der von spezifischen Enzymen katalysiert wird (Ciechanover und Brundin, 2003). Ubiquitin
wird vor seiner Verknlipfung mit dem Zielprotein zundchst an ein E1-Ubiquitin-
aktivierendes Enzym gebunden und dann auf ein E2-Ubiquitin-konjugierendes Enzym
Ubertragen. E3-Ubiquitin-Ligasen sind verantwortlich fiir die Substratspezifitdt der
Ubiquitinierungsreaktion. Durch Poly-Ubiquitinierung, bei der die einzelnen Ubiquitin-
Einheiten Gber Lysin-48 verknipft sind, kann ein Substrat fiir den proteasomalen Abbau
markiert werden (DeMartino und Slaughter, 1999; Hershko und Ciechanover, 1998;
Hershko et al., 2000). Das Proteasom ist ein Multiproteinkomplex, der aus zwei
Subkomplexen  besteht. Der 20S-Kernkomplex tragt im Inneren seiner
Hohlzylinderstruktur die proteolytisch aktiven Zentren. An beiden Enden finden sich
zusatzlich zwei regulatorische 19S-Komplexe. Diese sind verantwortlich fur die Erkennung
und Bindung von Substratproteinen, deren Entfaltung und den Transport der
Polypeptidketten zu den proteolytischen Zentren des 20S-Kerns (Wolf und Hilt, 2004).
Proteine werden zu Peptiden, die aus etwa vier bis neun Aminosduren bestehen,
abgebaut, anschliefRend von zytosolischen Peptidasen in einzelne Aminosaduren zerlegt

und fir Proteinsynthesen zur Verfligung gestellt (Baumeister et al., 1998) Die Ubiquitin-
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Ketten werden durch Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolasen in Monomere gespalten
und stehen zur Wiederverwertung zu Verfligung (Healy et al., 2004). Ob
Beeintrachtigungen des UPS eine pathogene Rolle bei der Parkinson-Erkrankung spielen,
ist nicht vollstandig geklart. Ratten zeigten nach proteasomaler Inhibierung zwar einen
Verlust dopaminerger Neurone und motorische Symptome(McNaught et al., 2004), aber
diese Symptomatik konnte in nachfolgenden Studien nicht reproduziert werden
(Kordower et al., 2006; Manning-Bog et al., 2006).

Die Protein-Homoostase ist ein hoch komplexes Netzwerk, das intrazellular fir das
Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese, Faltung, Translokation und Abbau sorgt.
Aggregation von Proteinen stellt fiir die Zelle einen proteotoxischen Stress dar, der die
Protein-HomoOostase gefahrdet. Molekulare Chaperone und induzierbare Stressantwort-
Kaskaden sind Modulatoren dieses Systems, die auf die Akkumulation missgefalteter
Proteine reagieren. Seit Anfang der sechziger Jahre ist die Hitzeschock-Antwort als
ubiquitarer und hoch konservierter protektiver Mechanismus bekannt, der die Zellen vor
einer Vielfalt schadigender Einflliisse schiitzt. Allgemein wird die Hitzeschock-Antwort
durch intrazellulare Akkumulation nicht-nativ gefalteter Polypeptide ausgeldst. Die
Aktivierung von Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren (HSF) wurde erstmals nach
temporarer Temperaturerhéhung beobachtet und war somit namensgebend. HSF binden
nach Translokation in den Nukleus an Promotorregionen mit Hitzeschock-Elementen und
induzieren die Transkription von Hitzeschock-Proteinen (Hsp) (Jolly und Morimoto, 2000).
Hitzeschock-Proteine fungieren als molekulare Chaperone, die an ungefaltete
Polypeptidsegmente binden und die Aggregation von Proteinen verhindern (Hartl, 1996).
Im Falle von chronischem proteotoxischem Stress kann es zu einer Stérung der Protein-
Homoostase, dadurch bedingten Zelltod und zu neurodegenerativen Erkrankungen

kommen (Morimoto, 2008).
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1.1.6.2 Mitochondriale Dysfunktion

Mitochondrien, die jeher als ,Kraftwerke” der Zellen beschrieben werden, spielen nicht
nur eine besondere Rolle im Energiemetabolismus sondern sind auch essentiell fur die
Calcium-Homoostase, Signaltransduktionswege und  Apoptose. Mitochondriale
Dysfunktion kann daher zu Zellschadigung fiihren und wird mit Alterungsprozessen und
neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht. In der inneren
Mitochondrienmembran sind die Enzyme der Atmungskette lokalisiert und sorgen Uber
die Synthese von ATP fiir die Deckung des zellularen Energiebedarfs. Die Atmungskette
besteht aus funf Komplexen und nutzt Reduktionsdquivalente, die aus dem Citratzyklus,
der Glykolyse und dem Abbau von Fettsduren stammen, um einen Protonengradienten
aufzubauen, dessen Energie zur ATP-Synthese verwendet wird (Abb. 7). Die
Reduktionsdquivalente werden in Form von NADH {ber Komplex | (NADH: Ubichinon-
Oxidoreduktase) oder in Form von FADH, Uber Komplex Il (Succinat: Ubichinon-
Oxidoreduktase) in die Atmungskette eingespeist, (ber Ubichinon (Coenzym Q) zum
Komplex Il (Ubihydrochinon: Cytochrom ¢ — Oxidoreduktase) und weiter tiber Cytochrom
¢ zum Komplex IV (Cytochrom c: O, — Oxidoreduktase) transportiert, wo sie Sauerstoff
(O2) zu Wasser reduzieren. Der Transport der Elektronen entlang der Atmungskette
produziert Energie, die genutzt wird, um Protonen durch die Komplexe I, Il und IV von
der Matrix in den Intermembranraum der Mitochondrien zu pumpen. Dieser
elektrochemische Protonengradient wird von Komplex V (F.F;-ATPase) genutzt, um ATP

zu synthetisieren.
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Abb. 7 Mitochondriale Atmungskette

Das Elektronentransportsystem der inneren Mitochondrienmembran (IMM) besteht aus vier
Enzymkomplexen und transportiert Elektronen lber hintereinander geschaltete Redox-Reaktionen, was an
den Transfer von Protonen durch die IMM gekoppelt ist. Durch Rickfluss dieser Protonen durch den
Protonenkanal von Komplex V wird in der Matrix aus ADP ATP generiert. Abbildung modifiziert nach (Abou-
Sleiman et al., 2006).

Hinweise darauf, dass die Parkinson-Erkrankung mit einer mitochondrialen Dysfunktion in
Zusammenhang steht und dabei dem mitochondrialen Komplex | eine besondere
Bedeutung zukommt, erhielt man erstmals Ende der siebziger Jahre. Mit dem Neurotoxin
MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin) verunreinigte Drogen |6sten bei den
Anwendern eine Parkinson-dhnliche Symptomatik und den Verlust dopaminerger
Neurone in der Substantia nigra aus (Davis et al., 1979; Langston et al., 1983; Langston et
al., 1999). Der Effekt auf dopaminerge Neurone konnte anschlieBend auch in Affen (Burns
et al., 1983) und Mausen (Heikkila et al., 1984) beobachet werden. Auf der Suche nach
dem Pathomechanismus fand man heraus, dass das lipophile MPTP die Blut-Hirn-
Schranke Uberwindet und durch die Monoaminoxidase B (MAO-B) in Gliazellen zum
Pyrimidinium-Metaboliten MPDP* oxidiert wird (Markey et al., 1984). Dieser wird
vermutlich durch spontane Oxidation zu MPP" (1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin) umgesetzt und
durch den Dopamin-Transporter in dopaminerge Neurone aufgenommen (Javitch et al.,
1985). Innerhalb der Neurone wird MPP* in die Mitochondrien aufgenommen und
inhibiert Komplex | (Nicklas et al., 1985). Dies fuhrt zu einer Abnahme der ATP-Produktion
(Chan et al., 1991; Fabre et al., 1999). Fir isolierte Mitochondrien, die mit den Komplex I-

Inhibitoren MPTP beziehungsweise MPP* oder Rotenon behandelt wurden, konnte

gezeigt werden, dass proportional zur Komplex I-Inhibition die Produktion reaktiver
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Sauerstoffspezies (reactive oxygen species ROS) ansteigt (Perier et al., 2005). Ebenso
konnte beobachtet werden, dass der Komplex | der Elektronentransportkette in
Parkinson-Patienten oxidativ geschadigt ist — bedingt durch die unmittelbare Nahe zum
schadigenden Agens (Keeney et al., 2006), wodurch es wiederum zur Erhéhung der ROS-
Produktion kommt. Diese positive Riickkopplung fiihrt zu einem Teufelskreis. Dass dieser
Mechanismus auch bei der sporadischen Parkinson-Erkrankung eine Rolle spielt, konnte
vor 20 Jahren erstmals gezeigt werden, als von einer eingeschrankten Komplex I-Aktivitat
in der Substantia nigra von Patienten berichtet wurde (Schapira et al., 1989). Dieser
Befund beschrankte sich jedoch nicht nur auf das Gehirn, so dass in der Folgezeit weitere
betroffene Gewebe wie Blutplattchen (Krige et al., 1992; Parker et al., 1989) und
Lymphozyten (Barroso et al., 1993; Yoshino et al., 1992) beschrieben wurden. Nicht nur
flr sporadischen Formen der Parkinson-Erkrankung sondern auch fiir Patienten mit
Parkin-Mutationen konnte eine eingeschrankte Komplex [-Aktivitdt gezeigt werden
(Muftuoglu et al., 2004). Basierend auf diesen Tatsachen werden Komplex I-Inhibitoren
wie MPP* und das natiirliche Insektizid Rotenon mittlerweile weitldufig im Zellkultur- und
Tiermodell eingesetzt, um die Erkrankung zu simulieren. Damit bekraftigen sie
epidemiologische Studien, die ein erhdhtes Erkrankungsrisiko mit Belastungen durch
Pestizide assoziieren (Gorell et al., 1998).

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass mitochondriale Dysfunktion ein frihes
Ereignis im Neurodegenerationsprozess darstellt. Das hohe Energiebediirfnis neuronaler
Zellen erfordert funktionelle Mitochondrien, die sich durch dynamische Fusion und
Teilung den zelluldren Anspriichen anpassen und beziglich GroBe und Form hochst
variabel sind. Die Verteilung erfolgt Gber aktiven Transport entlang des Zytoskeletts und
ist abhangig von Aktin und den Mikrotubuli (Hollenbeck und Saxton, 2005; Morris und
Hollenbeck, 1995). Auf diese Weise werden Mitochondrien in Gegenden mit hohem
Leistungsbedarf wie pra- und postsynaptische Regionen oder wachsende dendritische

Fortsatze rekrutiert (Li et al., 2004).
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Abb. 8 Mitochondriale Dynamik

Fusionsprozess (links): zwei Mitochondrien werden durch die Interaktion der coiled-coil Domanen
gegeniiberliegender Mitofusine aufeinander zu bewegt. Die Mitofusine sind in der duleren mitochondrialen
Membran (OMM) verankert, ihre GTPase-Domidnen ragen ins Zytosol. OPA1l ist in der inneren
mitochondrialen Membran verankert (IMM) und spielt eine Rolle bei der Fusion der inneren Membranen.
Teilungsprozesse (rechts): FIS1 ist in der duReren Membran verankert. Drpl lagert sich ringformig an di
duBere mitochondriale Membran. Durch Einschniirung kommt es zur Teilung. Abbildung modifiziert nach
(Knott et al., 2008; Youle und Karbowski, 2005).

Die Hauptkomponenten der mitochondrialen Fusions- und Teilungsmaschinerie sind
evolutionar konserviert und weitreichend im Hefe-Modell untersucht. In Saugetieren sind
die ubiquitdr vorhandenen Mitofusine MFN1 und MFN2 fiir die Fusion der duReren
Membran zustdandig. Dabei handelt es sich um Dynamin-verwandte GTPasen, die
U-formig in der duBeren Membran vorliegen. Aus dieser Membran ragen die N- und
C-terminalen Domanen heraus ins Zytosol (Rojo et al., 2002). Mitofusine benachbarter
Mitochondrien bilden mit ihren hydrophoben C-terminalen Regionen homo- oder hetero-
oligomere Komplexe und leiten den Fusionsprozess ein (Chen et al., 2003; Detmer und
Chan, 2007; Koshiba et al., 2004; Meeusen et al., 2004). An der Fusion der inneren
Membran ist die GTPase OPA1 (optic atrophy type 1) beteiligt, die im Intermembranraum
lokalisiert ist (Cipolat et al., 2004). Teilung der Mitochondrien erfordert die Rekrutierung
des Dynamin-verwandten Proteins Drpl (dynamin-related protein 1) aus dem Zytosol zu
bereits an Mitochondrien vorliegendem Drpl, das teilweise Markierungen flr spatere
Teilungsprozesse darstellt (Smirnova et al., 2001). Die Zusammenlagerungen zu
oligomeren Komplexen, die sich nach Modellvorstellung ringférmig anordnen, fihren
dann durch Einschniirung zur Teilung (Ingerman et al., 2005; Smirnova et al., 2001). Die

Mechanismen, die der Aktivierung und Rekrutierung von zytosolischem Drpl zugrunde

liegen, sind noch nicht vollstandig geklart. Es ist bekannt, dass FIS1 (mitochondrial fission
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1 protein), ein integrales Protein der dufReren Mitochondrienmebran, benétigt wird (Lee
et al.,, 2004). Weiterhin werden post-translationale Modifizierungen diskutiert, die die
Funktion von Drpl regulieren. Dazu gehoren Ubiquitinierung (Karbowski et al., 2007;
Yonashiro et al., 2006), Phosphorylierung (Taguchi et al., 2007) und Sumoylierung (Harder
et al., 2004).

Unter basalen Bedingungen ist die Haufigkeit von Fusions- und Teilungsprozessen
ausgeglichen. Dieses Gleichgewicht ist erforderlich, um in der Zelle eine Population
funktioneller Mitochondrien zu gewahrleisten. Wird das Gleichgewicht gestért, kann es zu
dramatischen Veranderungen der mitochondrialen Morphologie kommen. Verstarkte
Fusion fuhrt zur Bildung eines ausgepragten Netzwerks, wahrend verstdarkte Teilung die
Organellen klein und sphérisch werden ldsst. Die mitochondriale Fusion, bei der es zur
Verschmelzung der Doppelmembran kommt, dient zur Vereinigung und Vermischung
mitochondrialer Bestandteile. Da die mitochondriale DNA, die essentielle Untereinheiten
der Komplexe |, Il und IV der Atmungskette codiert, den produzierten radikalen
Sauerstoffspezies (ROS) direkt ausgesetzt ist, treten verstirkt ROS-bedingte Mutationen
auf, die wahrend des Alterungsprozesses akkumulieren und moglicherweise zu
pathologischen Zustanden fiihren (Balaban et al., 2005). Die Fusion von Mitochondrien
wirkt einer Manifestation respiratorischer Defizite entgegen, indem mitochondriale DNA,
die Mutationen enthélt, komplementiert werden kann (Nakada et al., 2001; Sato et al.,
2006a). Teilungsprozesse sind essentiell, da sich Mitochondrien durch Wachstum und
Teilung verbreiten und Uber diesen Mechanismus bei der Zelldivision weitergegeben
werden. Es konnte gezeigt werden, dass mitochondriale Teilung wichtig ist fir
Entwicklung und Zelldifferenzierung (Labrousse et al., 1999) und fiir die Bildung von
Synapsen und dendritischen Dornen Neuronen (Li et al., 2004). Weiterhin kann
mitochondriale Fragmentierung im Lauf des Apoptose-Prozesses beobachtet werden, wo
sie der Freisetzung von Cytochrom c und der Caspase-Aktivierung vorausgeht. Weiterhin
sind verstarkte Teilungsprozesse, die als Fragmentierung sichtbar werden, Bestandteil der
Apoptose-Kaskade und gehen der Freisetzung von Cytochrom c und der Caspase-
Aktivierung voraus (Youle und Karbowski, 2005).

Einschrankungen in der mitochondrialen Dynamik sind jlngst als mogliche Ursache
neurodegenerativer Erkrankungen ins Blickfeld gerlickt. Heterozygote Mutationen in

OPA1 fiihren zu autosomal dominanter optischer Atrophie (Alexander et al., 2000;
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Delettre et al., 2000), wahrend sich homozygote Mutationen im Maus-Modell als
intrauterin letal erwiesen haben; (Alavi et al.,, 2007; Davies et al., 2007). SiRNA-
vermittelter Knockdown von OPA1 fiihrt zu mitochondrialer Fragmentierung (Chen et al.,
2005; Cipolat et al., 2004) und Veranderungen der Cristae-Struktur (Griparic, 2004;
Olichon, 2003). Uber 40 Mutationen in MFN2 konnten bisher mit der Erkrankung Charcot-
Marie-Tooth 2A assoziiert werden, bei der die Axone langer sensorischer und motorischer
Neurone degenerieren. AuRerdem konnte mitochondriale Aggregation gefolgt von
eingeschranktem Transport in Neuronen beobachtet werden (Baloh et al., 2007;
Brockmann et al., 2008; Zuchner et al., 2004). Zellen, denen sowohl MFN1 als auch MFN2
fehlt, verlieren ihre tubuldren Mitochondrien (Chen et al., 2005) und im Maus-Modell ist
der Verlust von MFN1 oder MFN2 embryonal letal (Chen et al., 2005). Die Inhibierung von
Drp1l flhrt zu erhohter Lange und Konnektivitat der tubuldren Mitochondrien (Lee et al.,
2004) und zu friher embryonaler Letalitdt in Caenorhabditis elegans (Labrousse et al.,
1999). Evidenzen filir einen Zusammenhang zwischen gestérter mitochondrialer Dynamik
und der Parkinson-Erkrankung stammen nicht nur aus Toxin-basierten Tiermodellen
(Barsoum et al., 2006; Benard et al.,, 2007) sondern auch aus RNA-Interferenz-
Experimenten in humanen Zellen. Nach Knockdown von PINK1 zeigte sich eine verdanderte
mitochondriale Morphologie in Form von Fragmentierung und disorganisierten Cristae
(Exner et al., 2007).

Essentiell fir den Fusionsprozess ist das Membranpotential, das durch die Atmungskette
aufrechterhalten wird. lonophore, die dieses elektrochemische Potential zerstoren,
verhindern die Fusion und l6sen dadurch Fragmentierung der Mitochondrien aus (Legros
et al.,, 2002). Mitochondrien mit hohem Membranpotential wandern hauptsachlich in
anterograder Richtung, was darauf hinweist, dass aktive Mitochondrien in distale
Regionen mit hohem Energiebedirfnis rekrutiert werden (Miller und Sheetz, 2004). Im
Gegensatz dazu werden Mitochondrien mit niedrigem Membranpotential vornehmlich
retrograd transportiert und kehren ins Soma zurlick; vermutlich um dort abgebaut oder
repariert zu werden. Flr depolarisierte Mitochondrien ist es unwahrscheinlicher wieder
Teil eines Fusionsprozesses zu werden (Twig et al.,, 2008). In Cybrid-Zellen, die
Mitochondrien von sporadischen Parkinson-Patienten enthalten (Trimmer et al., 2000),
sowie in Fibroblasten von Patienten mit Parkin-Mutation konnte ein verringertes

Membranpotential nachgewiesen werden (Mortiboys et al., 2008).
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1.1.6.3 Oxidativer Stress

Als oxidativen Stress bezeichnet man eine Stoffwechsellage, bei der reaktive
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, ROS) in einer Menge gebildet werden,
die das physiologische AusmaR Uberschreitet. ROS sind fiir den Organismus schadliche
Formen des Sauerstoffs, die bei verschiedenen Erkrankungen sowie beim
Alterungsprozess eine wesentliche pathophysiologische Rolle spielen. Zu den ROS
gehoren zum einen freie Radikale wie das Superoxid-Anion O, , das hochreaktive
Hydroxyl-Radikal OH’, das Peroxylradikal ROO" und zum anderen stabile molekulare
Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H,0,). ROS kénnen funktionelle Molekiile attackieren
und dabei inaktivieren. Oxidativer Stress war der erste pathogene Faktor, der als Ausldser
fir den Untergang dopaminerger Neurone in Betracht gezogen und in der Substantia
nigra von sporadischen Parkinson-Patienten anhand geschadigter Lipide, Proteine oder
DNA nachgewiesen werden konnte (Jenner, 2003). Um die zelluldre Homoostase zu
erhalten, stehen den ROS-produzierenden Vorgangen antioxidative Mechanismen
gegeniber. Das Enzym Superoxiddismutase [hauptsachlich zytosolische Kupfer/Zink-
Superoxid-Dismutase (Cu/ZnSOD; SOD1) oder mitochondriale Mangan-Superoxid-
Dismutase (MnSOD; SOD2)] katalysiert die Umsetzung von Superoxidanionen zu
Wasserstoffperoxid, das wiederum durch Katalase und Glutathion-Peroxidase zu Wasser
umgewandelt wird. Radikalspezies kdnnen durch Glutathion nicht-enzymatisch reduziert
werden. Das Gleichgewicht zwischen ROS-Produktion und antioxidativen Effekten
bestimmt den Grad des oxidativen Stresses. Im Organismus entstehen reaktive
Sauerstoffspezies hauptsachlich in den Mitochondrien als Nebenprodukt der oxidativen
Phosphorylierung. Circa 2% des umgesetzten Sauerstoffs werden durch Ubertragung von
entweichenden Elektronen zu Superoxid-Anionen (Beal, 2003); dieser Vorgang findet
hauptsachlich an Komplex | und Il statt. Das mitochondriale Matrixprotein
Mangansuperoxid-Dismutase (MnSOD/SOD2) kann Superoxidanionen zu dem stabileren
Wasserstoffperoxid (H,0,) umsetzen, das aus Mitochondrien herausdiffundieren und
durch Katalase weiter detoxifiziert werden kann (Lin und Beal, 2006). Eine Erklarung fir
die Tatsache, dass praferentiell dopaminerge Neurone degenerieren, kdnnte der
Metabolismus von Dopamin sein, der oxidativen Stress erzeugt. Der Abbau von Dopamin

geschieht Uber die Monoaminoxidase (MAO) zu 3, 4-Dihydroxyphenylessigsdure oder
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Uber die Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) zu 3-Methoxytyramin. Aus diesen
Metaboliten entstehen im weiteren Verlauf Homovanillinsdure und das reaktive H,O,
(Maker et al., 1981). Darlber hinaus fihrt die Autooxidation von Dopamin zu toxischen
Chinonen und Semichinonen, die mit Cystein-Gruppen reagieren kénnen und dadurch
Proteine schadigen (Stokes et al., 1999). Kovalent modifiziertes und somit inaktiviertes
Parkin konnte in den Gehirnen von Parkinson-Patienten nachgewiesen werden (LaVoie et
al., 2005). Ein weiterer wichtiger Faktor, der oxidativen Stress verursacht, ist das erhdhte
Vorkommen von Eisen in der Substantia nigra von Parkinson-Patienten (Good et al., 1992;
Hirsch und Faucheux, 1998; Sofic et al., 1988). Durch die Reaktion von H,0, mit Fe**
entstehen neben Fe*" und Hydoxylionen auch Hydroxylradikale (Fenton-Reaktion).
Weitherhin kommt erschwerend hinzu, dass antioxidative Mechanismen beeintrachtigt
sind. In der Substantia nigra von Parkinson-Patienten konnte ein Mangel an dem
zelluldren Antioxidans Glutathion festgestellt werden (Martin und Teismann, 2009; Sian
et al., 1994) sowie reduzierte Aktivititen der Katalase (Ambani et al., 1975) und
Glutathion-Peroxidase (Kish et al., 1985).

Neben oxidativem Stress zeigen neuropathologische Untersuchungen von Parkinson-
Patienten auch Hinweise auf nitrosativen Stress. Superoxid-Anionen kdnnen mit
Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit (ONOQ’) reagieren (Lipton et al., 1993), das nicht
nur Proteine an ihren Cystein-Resten nitrosyliert sondern auch direkt genotoxisch wirkt,
indem es Einzel- und Doppelstrangbriiche in der DNA verursacht (Martin und Liu, 2002).
In vulnerablen Neuronen konnten erhohte Mengen des S-nitrosylierten Chaperons
Protein-Disulfid-lsomerase nachgewiesen werden, was mit einer verringerten
neuroprotektiven Aktivitdt einherging (Uehara et al.,, 2006). Weiterhin wurde S-

nitrosyliertes Parkin gefunden, das ebenfalls weniger protektiv war (Chung et al., 2004).
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Abb. 9 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies umfassen freie Radikale mit hoch reaktivem ungepaarten Elektron (Superoxid
0>, Stickstoffmonoxid-Radikal NO’, Hydroxyl-Radikal OH"), Wasserstoffperoxid (H,0,) oder Peroxynitrit
(ONOOQ). Enzyme, die die ROS detoxifizieren, sind in rot abgebildet. Abbildung modifziert nach (Bogaerts et
al., 2008).

1.1.6.4 Exzitotoxizitat

Der Begriff Exzitotoxizitdt ist ein Kunstwort und setzt sich zusammen aus Exzitation
(Erregung) und Toxizitdit und wurde vor knapp 25 Jahren erstmals verwendet. Er
beschreibt die Fdhigkeit von Glutamat und strukturell verwandten exzitatorischen
Aminosauren Neurone zu schadigen (Olney, 1986). Die Klasse der Glutamatrezeptoren
kann in zwei Gruppen unterteilt werden. Die Gruppe der metabotropen Rezeptoren ist G-
Protein-gekoppelt, die Gruppe der ionotropen Rezeptoren besteht aus
ligandengesteuerten lonenkandlen. Zu letzteren gehdren AMPA-Rezeptoren, NMDA-
Rezeptoren und Kainat-Rezeptoren (Abb. 10). Sie unterscheiden sich im Aufbau, der
Sequenz ihrer Untereinheiten sowie ihren spezifischen Bindungs-, Aktivierungs- und
Leitungseigenschaften. Alle drei sind hochaffin fir Glutamat und haben unterschiedliche
Praferenzen fiir andere Glutamat-Agonisten wie die namensgebenden Substanzen AMPA
(a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), NMDA (N-methyl-D-aspartic

acid) und Kainat.
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Abb. 10 Klassifizierung der Aminosaurerezeptoren

Dopaminerge Neurone der Substantia nigra zeichnen sich durch eine hohe Anzahl an
Glutamatrezeptoren aus und werden innerviert vom Nucleus subthalamicus und dem
Cortex (Yacoubian und Standaert, 2009). Unter physiologischen Bedingungen herrscht im
Striatum ein Gleichgewicht zwischen aktivierenden (NMDA-Rezeptoren) und hemmenden
(Dopamin-D2-Rezeptoren) Neurotransmittern. Im Verlauf der Parkinson-Erkrankung
kommt es durch den Verlust von Dopamin zu einer verminderten Inhibierung und somit
zu einer relativen glutamatergen Uberreaktivitit, die zu verstirktem Na'-Einstrom und
zur Offnung spannungsabhingiger Ca®*-Kanile fiihrt. Weiterhin kann Ca®* direkt durch
NMDA- und AMPA-Rezeptoren einflieBen. Die dramatische Erhéhung der intrazelluldren
Ca’*-Konzentration fiihrt zur Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden und somit zur
Aktivierung verschiedener Proteasen, Lipasen und anderer zytotoxischer Enzyme.
Gleichzeitig kommt es zu einem passiven ClI-Einstrom und damit zu einer Steigerung des
osmotischen Drucks, der die Zelllyse verursachen kann. Durch mitochondriale Schadigung
sinkt der ATP-Spiegel und letztendlich tritt der Zelltod ein. Die Degeneration
dopaminerger Neurone aufgrund von Exzitotoxizitdat konnte experimentell in vitro und in
vivo nachgewiesen werden (Kikuchi und Kim, 1993; Miranda et al., 1997). Mitochondrien
scheinen beim exzitotoxischen Zelltod eine zentrale Rolle zu spielen (Stout et al., 1998).
Die groBen Mengen an freigesetztem Ca** werden von Mitochondrien aufgenommen, um
die zelluldre Ca®*-Konzentration abzupuffern. Dies fihrt zu mitochondrialer Dysfunktion
und damit einhergehender gestorter ATP-Produktion.

Mitochondriale Dysfunktion kann Neurone derart sensibilisieren, dass Exzitotoxizitdt auch

unter normalen Konzentrationen von Glutamat ausgeldst wird. Diesem als sekundare
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oder indirekte Exzitotoxizitdt bezeichneten Mechanismus liegt eine verminderte ATP-
Produktion zugrunde. ATP wird in Neuronen bendtigt, um das Ruhepotential der
Zellmembran iiber Na*/K'-ATPasen einzustellen. Ebenso wird die Ca**-Homdostase iiber
Ca’"-ATPasen aufrecht erhalten, indem diese intrazelluldres Ca** aus der Zelle heraus oder
in zelluldare Speicher (ER) transportieren. Unter ATP-Mangel kann es zu einer
unkontrollierten Membrandepolarisation kommen. Sofern diese ausreichend ist, um die
spannungsabhangige I\/Ig2+—BIockierung der NMDA-Rezeptoren zu l6sen, kdnnen bereits
physiologische Glutatmatkonzentrationen zur Uberstimulation der NMDA-Rezeptoren
fihren (Novelli et al., 1988). Es konnte gezeigt werden, dass Neurodegeneration durch
das mitochondriale Toxin MPTP unter anderem Uber Glutamatrezeptoren vermittelt wird.
Der Einsatz eines selektiven NMDA-Antagonisten schiitzte Ratten vor dem Verlust
neuronaler Zellen der Substantia nigra durch MPP" (Turski et al., 1991).

Zur Behandlung von Parkinson-Patienten wird der NMDA-Antagonist Amantadin, der die
durch die Erkrankung gesteigerte Aktivitat des Nucleus subthalamicus hemmt (Rodriguez
et al., 1998) und damit zu einer besseren Beweglichkeit der Patienten fiihrt. Die Inhibition
von NMDA-Rezeptoren wird als neuroprotektiver Ansatz diskutiert (Hallett und Standaert,
2004). Zurzeit stehen selektive NMDA-Rezeptoren im Focus der Entwicklung. Deren
Wirksamkeit ist jedoch umstritten (Nash et al., 2004; Wessell et al., 2004). Studien zur
neuroprotektiven Wirkung von AMPA-Antagonisten lieferten bis jetzt ebenfalls keine
Erfolgsmeldungen, aber die Bedeutung von Exzitotoxizitdt fiir die Pathogenese der
Parkinson-Erkrankung wird verdeutlicht durch die Tatsache, dass ionotrope
Glutamatrezeptoren als potentielle Zielstrukturen fir zukiinftige Therapien eingestuft

werden (Schapira et al., 2006).
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1.1.7 Familiare Formen

Seit 1997 konnten sechs Gene identifiziert werden, bei denen Mutationen zu seltenen
erblichen Formen der Parkinson-Erkrankung fiihren. Diese kdnnen einen wertvollen
Beitrag zur Untersuchung der Pathomechanismen leisten, da sie die neuropathologischen
und klinischen Charakteristika der sporadischen Erkrankung teilen und die Etablierung
von Tier- und Zellkulturmodellen erméglichen. Bei den familiaren Formen der Parkinson-
Erkrankung werden autosomal-dominante und autosomal-rezessive Erbgadnge
unterschieden. Mutationen in den Genen a-synuclein und LRRK2 unterliegen einem
autosomal-dominanten Erbgang, Mutationen in Parkin, PINK1, DJ-1 und ATP13A2 einem

autosomal-rezessiven.

1.1.7.1 a-Synuclein (PARK1 und PARK4)

a-Synuclein ist ein nativ ungefaltetes Protein, das aus 140 Aminosauren besteht und im
gesamten Gehirn exprimiert wird. Das entsprechende Gen war 1997 das erste, das einer
familidgren Form der Parkinson-Erkrankung zugeordnet werden konnte (Polymeropoulos
et al., 1996). Mittlerweile wurden drei Missense-Mutationen in Familien mit autosomal-
dominanter Parkinson-Erkrankung gefunden: A53T (Polymeropoulos et al., 1997), A30P
(Kruger et al.,, 1998) und E46K (Zarranz et al., 2004). Weiterhin wurden genomische
Duplikationen (Chartier-Harlin et al., 2004) und Triplikationen (Singleton et al., 2003) als
ursachlich beschrieben. In Neuronen ist a-Synuclein im Zytoplasma zu finden, wo es
hauptsachlich prasynaptisch in der Nachbarschaft von Vesikeln angereichert wird
(Maroteaux et al.,, 1988). Aufgrund dieser Lokalisierung wird eine Rolle bei der
Neurotransmitterfreisetzung oder synaptischen Plastizitdt vermutet (Abeliovich et al.,
2000; Sidhu et al.,, 2004). o-Synuclein ist ein Hauptbestandteil der Lewy-Korperchen
(Spillantini et al., 1997) und fiir die pathogenen Mutationen konnte eine erhdohte Tendenz

zur Fibrillenbildung gezeigt werden (Greenbaum et al., 2005).

1.1.7.2 LRRK2 (PARKS)

Die Leucine-Rich Repeat kinase 2 (LRRK2), die auch Dardarin genannt wird, wurde 2002 als
Parkinson-assoziiertes Gen identifiziert (Funayama et al., 2002; Paisan-Ruiz et al., 2004;

Zimprich et al.,, 2004) und codiert ein 2527 Aminosauren groBes Protein. LRRK2
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Mutationen sind die haufigste Ursache fir dominante familiare Formen der Parkinson-
Erkrankungen (Klein und Schlossmacher, 2007; Mizuno et al., 2008), die sich erst im Alter
von 50 bis 60 Jahren manifestieren. Es wurden circa 20 putativ pathogene Mutationen
gefunden (Lu und Tan, 2008). Die am weitesten verbreitete Mutation G2019S |6st durch
Verstarkung der Kinaseaktivitat einen toxischen Mechanismus aus (Brice, 2005; West et
al., 2007). Wahrend die klinischen Symptome der sporadischen Erkankung dhneln, zeigten
neuropathologische Untersuchungen eine groBe Bandbreite unterschiedlicher Merkmale
(Santpere und Ferrer, 2009). Im menschlichen Gehirn ist LRRK2 in verschiedenen

Regionen lokalisiert, die mit der Parkinson-Pathologie assoziiert sind (Higashi et al., 2007).

1.1.7.3 Parkin (PARK2)

Mutationen im Parkin-Gen wurden 1998 als Ursache fiir eine rezessive Form der
Parkinson-Erkrankung identifiziert (Kitada et al., 1998). Bis heute wurden zahlreiche
Mutationen beschrieben, die fiir den Gberwiegenden Teil der familidaren Falle mit sehr

friher Manifestation verantwortlich sind.

1.1.7.4 PINK1 (PARK6)

Die 2004 identifizierte PTEN (phosphatase and tensin)-induced kinase 1 (PINK1) ist mit der
zweithdufigsten rezessiv-vererbten familidaren Form der Parkinson-Erkrankung assoziiert
(Valente et al., 2004). Die Haufigkeit innerhalb der Falle mit friiher Manifestation wird auf
1-8% geschatzt (Klein und Schlossmacher, 2007). Bislang wurden circa 20 pathogene
Mutationen beschrieben. Das ubiquitdar exprimierte PINK1-Protein besteht aus 581
Aminosauren und enthalt eine mitochondriale Signalsequenz am N-Terminus (Beilina et
al., 2005; Silvestri et al., 2005; Valente et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass PINK1 in der
Lage ist, Neurone gegen zelluldren Stress zu schiitzen (Valente et al., 2004). Krankheits-
assoziierte Mutationen verhindern, dass PINK1 basale und induzierte neuronale Apoptose
hemmen kann (Petit et al., 2005). Im Zellkultur- und im Drosophila-Modell wurde
deutlich, dass PINK1 eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Integritdt und der dynamischen Prozesse hat (Clark et al., 2006; Exner et
al., 2007; Park et al., 2006; Poole et al., 2008).

Der klinische Phanotyp dhnelt der sporadischen Erkrankung, es gibt jedoch auch Falle mit

atypischer Symptomatik.
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1.1.7.5 DJ-1 (PARK?)

DJ-1 codiert ein 189 Aminosduren groBes, ubiquitdr exprimiertes, zytosolisches Protein
(Bandopadhyay et al., 2004). Bei den beiden wichtigsten pathologischen Mutationen
handelt es sich um eine Deletion von Exon 1-5 (Dekker et al.,, 2003) und die
Punktmutation L166P (Bonifati et al., 2003), die beide zum Funktionsverlust von DJ-1
fihren. L166P blockiert die Dimerisierung von DJ-1, die fir die Funktionalitdt notwendig
ist, und fhrt zu schnellem proteasomalem Abbau (Miller et al., 2003; Moore et al., 2003).
DJ-1 ist ein redox- sensitives Protein, das Zellen vor oxidativem Stress schiitzen kann,
indem es selbst an Position C106 oxidiert wird (Canet-Aviles et al., 2004; Mitsumoto et al.,
2001). DJ-1-Knockout-Mduse zeigten zwar keine phdnotypischen Verdanderungen oder
Auffalligkeiten, reagierten jedoch im Vergleich zu Kontroll-Mdusen mit einem gréf3eren
Verlust dopaminerger Neurone auf das Neurotoxin MPTP (Kim et al., 2005). Auch im
Drosophila-Modell zeigte sich, dass der Verlust von DJ-1 zu vermehrter Degeneration
dopaminerger Neurone unter Behandlung mit Komplex I-Inhibitoren oder
Wasserstoffperoxid fiihrt (Menzies et al., 2005; Meulener et al., 2005; Park et al., 2005).
Patienten mit DJ-1- Mutationen dhneln phdnotypisch Patienten mit Parkin- oder PINK1-
Mutationen - einschlieBlich der frihen Manifestation im Alter zwischen 27 und 42 Jahren.
Weiterhin konnte durch GbermaRige Oxidation geschadigtes DJ-1 in den Gehirnen von
Patienten mit sporadischer Parkinson-Erkrankung nachgewiesen werden (Choi et al.,

2006).

1.1.7.6 ATP13A2 (PARK9)

ATP13A2 wurde als ursachliches Gen fir die als Kufor-Rakeb-Erkrankung bekannte Form
der Parkinson-Erkrankung identifiziert. ATP13A2 codiert eine ATPase, die in Lysosomen
lokalisiert ist. Es wird angenommen, dass sie eine Rolle im Proteinabbau spielt, der tber
Autophagie und den lysosomalen Weg lauft (Lesage et al., 2009). Pathogenen Mutanten
akkumulieren im endoplasmatischen Retikulum (Ramirez et al., 2006), was vermutlich zu
lysosomaler Dysfunktion und nachfolgender Neurodegeneration fiihrt. Betroffene zeigen
nicht nur die typischen Symptome einer Parkinson-Erkrankung, sondern leiden zusatzlich
noch an einer Blickparese und zunehmender eingeschrankter geistiger Leistungsfahigkeit

(Di Fonzo et al., 2007).
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1.2 Parkin-assoziierte autosomal-rezessive Parkinson Erkrankung

Mutationen im Parkin-Gen wurden erstmals in einer japanischen Familie entdeckt und
sind verantwortlich fur die Mehrzahl der autosomal-rezessiv vererbten Falle der
Parkinson-Erkrankung weltweit (Jain et al.,, 2005; Kitada et al., 1998). Bei Patienten
wurden entweder homozygote oder compound heterozygote Mutationen im Parkin-Gen
gefunden. Klinisch duBern sich die bekannten Parkinson-Symptome mit relativ langsamer
Krankheits-Progression und friiher Manifestation, die typischerweise vor dem 40.
Lebensjahr liegt (Klein et al., 2000). Die Erkrankten sprechen gut auf Levodopa an und
Demenzen entwickeln sich nur selten (Lohmann et al., 2003)). Es wird kontrovers
diskutiert, ob heterozygote Mutationen die Erkrankung auslosen kénnen oder einen
Risikofaktor fiir eine spate Manifestation darstellen. Studien mit bildgebenden Verfahren
konnten zeigen, dass die Aufnahme von Fluor-Dopa in die Basalganglien bei Tragern
heterozygoter Mutationen vermindert ist (Hilker et al.,, 2001; Khan et al.,, 2002).
Neuropathologische Untersuchungen von Patienten mit homozygoten Mutationen
zeigten einen weitgehend selektiven Verlust dopaminerger Neurone der Substantia nigra
und des Locus coeruleus (Hayashi et al., 2000; Ishikawa und Takahashi, 1998; Mori et al.,
1998). Nachdem urspriinglich beschrieben wurde, dass keine Lewy-Kdrperchen vorliegen
(Mori et al., 1998; Takahashi et al., 1994), zeigen neuere Untersuchungen Patienten mit
Lewy-Pathologie (Farrer et al., 2001; Pramstaller et al., 2005) und neurofibrillaren
Blindeln (van de Warrenburg et al., 2001). Da bisher nur sehr wenige Gehirne autopsiert
wurden, gilt es abzuwarten, was zukinftige Analysen zeigen. Weiterhin konnte Parkin in
den Lewy-Korperchen von sporadischen Parkinson-Patienten nachgewiesen werden, was
die Vermutung stitzt, dass funktionelles Parkin Voraussetzung fiir die Bildung von Lewy-
Koérperchen ist (Schlossmacher et al., 2002). Die bisherigen Kenntnisse verdeutlichen, dass
die neuropathologischen Verdanderungen von zusatzlichen genetischen oder duleren

Einflissen abhédngig sind.
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1.2.1 Molekulargenetik und Zellbiologie von Parkin

Das Parkin-Gen ist auf Chromosom 6g25.2-q27 lokalisiert und stellt mit einer Lénge von
1,3 Mb eines der groflten Gene des humanen Genoms dar. Es besteht aus 12 Exons, die
ein Protein von 465 Aminosduren mit einer Molekilmasse von 52 kDa codieren (Kitada et
al., 1998). Der Promotor ist 204 Bp lang (Asakawa et al.,, 2001; West et al., 2001) und
kontrolliert parallel die Genexpression des Parkin co-regulierten Gens (PACRG), das auf
dem gegeniiberliegenden Strang in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung lokalisiert
ist (West et al., 2003). In einer Familie mit heterozygoter Exon 3-Deletion konnte gezeigt
werden, dass eine zusatzliche Deletion im Promotor zum kompletten Verlust der Parkin-
Expression und zu einer friihen Manifestation der Erkrankung fiihren kann (Lesage et al.,
2007).

Parkin liegt nicht nur im Menschen und Wirbeltieren wie Ratten und Ma&usen vor,
sondern auch in wirbellosen Tieren wie Caenorhabditis elegans oder Drosophila
melanogaster. Die Aminosauresequenz — besonders im Bereich der funktionellen
Domanen - ist stark konserviert, so dass die Parkin-Orthologe der genannten Nager liber

80% Homologie zu humanem Parkin zeigen.

}

U biguitin like domain { UBLY)

D. melanogaster MIELLQFGCETLTHYLEIYVETHTGETLTVNLEPQWDIENVEE LV APQLCLQPDDLE 11 FAGKELSDATT IEQCDLEQQS VLEATRLEP - == == == BV 92
A. gambiae MLAIFSFGKEKLSNY LSVYVETNTGNTLAVDLEP HMDI KDVEEMYV APRLGLEPQE LK 11 FAGRELSDTTT ISECDLGQQS ITHVVESRP Tl -~ -AITTPQ 97
R. norvegieus  --------------JMIVFVRFRS5YGF PVEVDSDTSI FOLEEVVARRQGV PADQ LEVI FAGKE LQNHLT VQHCDLEQQS IVHIVQ- RPQRESHETHASG B85
M. musculus === == mm e e - - - MTVFVRF NS 5Y GF PVEVDS DT 51 LOLEEVVARRQGV PADQ LRVI FAGKE LENHLTVQNCDLEQQS IVHIV- RPFRRSHETHASG 85
H. sapiens === == == = == - MTVFVEF NS SHGF PVEVDS DT ST FQLEEVV AKRQGV BADQ LEVI FAGKE LRNDWI VQNCDLDQQS IVHIV)- REWREGQEMNATS 85
Unigue parkin domain (UFD)
D. melanogaster QRQK--IQSATLEEE-EPSLSDEASKPLNETLLDLQLESEE -RLNITDEERVE -~ -~ ARRHF FVEC 5- QCDE LCNGFLEVRCALCKGGAFTVHRD FECWD]| 183
A. gambiae ERQAK PALNAT ISEE PSPEEQ)QHNE PLSE TMSE LTVLDE- ~RNCDQ ST T GR~~ - TEAHF FVYC §- QCEEVC TCKLEVRCGICGS GAFTVHED PTCWD| 190
R. norvegieus GDEPQSTPEGS IWEPRSLTRVDLSSHILPADSVGLAVILDTDSKSDS EAARGPAAKP TY BSFFVYCKGPCHEVQPGELEY QCGTCRQATLTILAQGPSCWD| 185
M. musculus GDEPQSTSEGS IWESRSLTRVD LS SHTL PVDSVGLAVILDTDSERDS EAARGP - VEP TY HSF F1 YCKG PCHEVQ PGELEV QCGTCEQAT LT LAQGPSCWD| 184
H. sapiens GODPRHEAASGCERERQ SLTRVD LS S5 VL PGDSVE LAVILHTDSREDS PPAG SPAGRS TYNSE YV YCRGPCQRVQ PSKLEV QO STCRQATLTLTQG PSCWD| 185
Unigue parkin domain (U PL) RINGI1
D. melanogaster|DVLESRRIPGHCESLEVACVDNAAGD PPFAEF FFKCAEH VEGGERDF AAPLNL IKNNFENVEFLAC TDVSDT VLVE PCASQHVTC IDCFRHYCRSRLGER| 283
A. gambise DVLERER ITGHCENYEVPCVENDEGE PEFTEF YFKC SEH 55 GGEKDF AR FL SLIK THHENT EF T ACTD TSET TLVF BCVAGHVSC LD CFRQYCVTRLIER| 200
R. norvegieus |DVLIPNRMSGECQSPDCPGTR-=====-=-= AEF FFKCGAHPT $- DEDT SVALNL ITHHERSTEET AC TDVRENEVLVF QCNEREVICLD CFELYCVTRLNDR| 275
M. musculus DVLIPNRMSGECQSPDCPGTR- == == === AEFFFRCGAHPT S-DEDT SVALNLITSHRRSIPEIACTDVRSFVLVFQCHEREVICLD CFELYCVIRLNDE| 274
H. sapiens DVLIPNRMEGECQSPHCPGTS- == —=—= - AEFFFRCGAHPTS- DEET FVALHL IATHERNITEI TCTDVRSPVLVEQCHSREVICLD CFELYCVIRLNDR] 275
Inbetween RING domain (1 BR)
D. melanogaster |QFMPHPDFGYTLPCPAGCEHSFIEEI HHFKLLTREEYDR YQRFATEE YVLQAGGY LC PO PGCGMGLLVEPDC REVI CQNG - - -~CGY VFCRNCLOQGY HIG| 379
A. gambiae O FVEHPTGEYTLQCPAGCN SF IEDVHH FR LLNKEQ YER YO RFATEE FVLENGGV LC PO PGCAMGLIVDPECRR IQOQNG - - - ~-CEYVFCRSCIOQGYHTG| 386
R. norvegieus |QFVHDAQLGYSLPCVAGCINSLIKELHHFRILGEEQYHRYOQYGARE CVLQMEGY LCPRPGCGAGL LPEQGQREVT CEGENGLECGFVFCRDCEEAY HEG| 375
M. musculus O FVHDAQLE YSLPCVAGCIN SL IKEL HHFR ILGEEQYTR YO O¥ GARE CVLQMEGV LC PREGCGAGL LPEQGQREVT CECENGLECCFVFCRICEEAYREG| 374
H. sapiens QFVHD BQLC YS LECVACCIPN S1L IKEL HHFR ILGEEQ YNR YO QY GAEE CV LQMEGV LC PREGCGAGL LPEPDQREVT CECCNGLOCCF AFCRECEEAYEEG] 378
RING2

D. melanogaster PECTGASATNSCEYTVD PHRAAE ARWD EA SHVTT KV STEHCPKC BT PTERDG CCMEMVC TRACCGFEWC WO TEWTEDC MCARWF G- 468

A. gambiae ET PTPS TPGREQS YA 1D PLEASE ARWD EA TK TAT KV TTKECP QC RTAT ERDG CCMEMVC TRSCOGFEWC WV CQ TPWT EDCHARHWE G- 475

R. norvegieus SMFE -ASGATSQAYRVD QRAAEQ ARWE EA SKETI KK TTERCERC NV PT ERNG GCMEMEC PO PQCK LEWC WHOG CEWNFAC MEDEWEDV 464

M. musculus SL1E-PSGATSQAYRVDERAAEQ ARWE EA SKETT KK TTEHCERC NV PT EKNG GCMEMEC PO POCK LEWC WHOGCEWNFAC MEDEWFDV 463

H. sapiens AVFE-ASGTTTQAYRVD ERAREQARWE AR SKETT KK TTKECPRC HV EVEKNG GCMEMEC PO PQCRLEWC WNCGCEWNENCHGDHWEDY 4 64

Abb. 11 Sequenzvergleich von Parkin verschiedener Spezies

Vergleich der Parkin-Sequenzen von Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae, Rattus novegicus, Mus
musculus und Homo sapiens. Sternchen markieren konservierte Aminosauren. RING: really interesting new
gene. Abbildung aus (Haywood und Staveley, 2004).
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Parkin wird im Menschen ubiquitar exprimiert und kann verstarkt in Gehirn, Herz,
Skelettmuskeln und Testes nachgewiesen werden. Innerhalb des Gehirns schwankt der
Expressionsgrad zwischen verschiedenen Regionen und ist in der Substantia nigra pars
compacta bemerkenswerterweise relativ schwach (Kitada et al., 1998). Auf subzellularer
Ebene liegt Parkin hauptsdchlich im Zytoplasma vor (Shimura et al., 1999). Es wurden
jedoch auch Assoziationen mit dem Trans-Golgi-Netzwerk (Kubo et al.,, 2001),
synaptischen Vesikeln (Fallon et al., 2002; Kubo et al., 2001), Aktin- und Tubulin-
Filamenten (Fallon et al., 2002; Ren et al., 2003) und Mitochondrien (Darios et al., 2003b;
Kuroda et al., 2006; Stichel et al., 2000) beschrieben.

Parkin ist aus verschiedenen Domdnen aufgebaut. Neben der Ubiquitin-like (UBL)-
Domane am N-Terminus findet man die Really Interesting New Gene (RING)-Box nahe am
C-Terminus. Diese besteht aus zwei RING-Motiven, die eine Cystein-reiche In-Between-
RING (IBR)-Domane umschlieRen. Die N-terminalen Aminosduren 1-76 sind zu 62% dem
humanen Ubiquitin homolog (Kitada et al., 1998) und werden daher als UBL-Domane
bezeichnet. Die C-terminale RING-Box-Domane weist auf eine E3-Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat hin, die flr diese Struktur typisch ist (Joazeiro und Weissman, 2000). Durch
Interaktion mit Substraten und E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzymen wird somit der

Ubergang von Ubiquitin-Einheiten ermdglicht.

UBL RING1 IBR RING2
humanes
Parkin - A
1 76 238 293 314 377 418 449
Abb. 12 Schematische Darstellung des Parkin-Proteins

Parkin besteht aus 465 Aminosauren und weiste eine Molekilmasse von 52 kDa auf. Innerhalb des Proteins
findet man die N-terminale UBL-Domane und die nahe dem C-Terminus liegende RING-Box, bestehend aus
zwei RING-Motiven und der sich dazwischen befindenden IBR-Domane. UBL: ubiquitin-like, RING: really
interesting new gene, IBR: in-between RING.
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1.2.2 Pathogene Parkin-Mutationen

Bis zum heutigen Tag wurden (ber 100 verschiedene Mutationen im Parkin-Gen
beschrieben. Sie reichen von Deletionen Uber Insertionen und Multiplikationen bis zu
Punktmutationen (Lucking et al., 2000; Mata et al., 2004). Letztere flihren zu Nonsense-
Mutationen mit vorzeitigem Stopp-Codon oder Missense-Mutationen mit Austausch von
Aminosauren. Obwohl die Mutationen Uber die gesamte codierende Region des Parkin-
Gens verteilt vorliegen, ist ein vermehrtes Auftreten in den funktionellen Doméanen
feststellbar. Die Lokalisierung von Mutationen sowie die Identifizierung und
Charakterisierung von Aminosduren, die wesentliche Bedeutung fir die Funktionalitat von
Parkin haben, tragen dazu bei, die Rolle von Parkin in der Pathogenese der Parkinson-
Erkrankung zu analysieren. Mittlerweile konnte vielfach gezeigt werden, dass einige
Mutationen zu Fehlfaltung und Aggregation fiihren, was einen Funktionsverlust von
Parkin bedingt (Cookson et al., 2003; Gu et al., 2003; Hampe et al., 2006; Henn et al.,
2005; Schlehe et al., 2008; Sriram et al., 2005; Wang et al., 2005; Winklhofer et al., 2003;
Wong et al., 2007). Dartiber hinaus haben Mutationen in der RING-Box einen Einfluss auf
die Interaktion mit E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzymen und/oder die Substratbindung
und koénnen ferner die katalytische Aktivitdt von Parkin beeintrdachtigen (Chung et al.,

2001; Hershko et al., 2000; Imai et al., 2000; Shimura et al., 2001; Zhang et al., 2000).
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1.2.3 Physiologische Funktion

1.2.3.1 Parkin ist als E3-Ubiquitin-Ligase aktiv

Wie viele andere RING-Finger-enthaltende Proteine kann Parkin als E3-Ubiquitin-Ligase
fungieren (Shimura et al.,, 2000; Zhang et al., 2000). E3-Ligasen haben bedeutende
Funktion zelluldre Funktionen, da sie spezifische Zielproteine kovalent mit Ubiquitin
markieren (Glickman und Ciechanover, 2002). Das Schicksal der Substrate wird durch die
Art der Ubiquitin-Verknipfung und die Anzahl der angehdngten Ubiquitin-Einheiten
bestimmt. Sind bei einer Poly-Ubiquitinierung die Einheiten Uber Lysin-48 miteinander
verknUpft, wird das Zielprotein hauptsachlich dem Abbau durch das Proteasom zugefiihrt
(Hershko und Ciechanover, 1992). Dagegen ist die nicht-konventionelle Poly-
Ubiquitinierung Uber Lysin-63 fiir verschiedene zelluldare Funktionen zustandig, unter
anderem Endozytose, DNA-Reparatur und zellulare Signaltransduktion. Mono-
Ubiquitinierung, das Anhdngen eines einzelnen Ubiquitins, spielt eine Rolle in der
Endozytose, der Histonregulation und der DNA-Reparatur, wahrend mehrfache Mono-
Ubiquitinierungen ebenfalls bei endozytotischen Vorgangen beobachtet werden konnten

(Hicke, 2001).

Abb. 13 Das Ubiquitin-konjugierende System

Das C-terminale Glyzin des Ubiquitins muss aktiviert werden, bevor eine kovalente Bindung mit einem
Protein eingegangen werden kann. Cystein im Ubiquitin-aktivierenden Enzym E1 bindet unter Ausbildung
einer Thioester-Bindung an den C-Terminus von Ubiquitin. Das aktivierte Ubiquitin wird an Cystein im
Ubiquitin-konjugierenden Enzym E2 weitergegeben. AnschlieBend bildet sich eine Isopeptid-Bindung
zwischen dem C-terminalen Glyzin des Ubiquitins und der e-Amino-Gruppe eines Lysin-Rests innerhalb des
Substrats. Abbildung modifiziert nach (Hochstrasser, 2009).
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In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass Parkin mit den humanen E2-Ubiquitin-
konjugierenden Enzymen UbcH7 und UbcH8 (Imai et al., 2000; Shimura et al., 2000; Zhang
et al., 2000) sowie Ubc6 und Ubc7 (Imai et al., 2001), die mit dem endoplasmatischen
Retikulum assoziiert sind, interagiert. Aufgund dessen wurde postuliert, dass der E2/E3-
Enzymkomplex die Ubiquitinierung tber Lysin-48 katalysiert und somit Zielproteine fir
den proteasomalen Abbau markiert. Da pathogene Parkin-Mutanten zu einem
Funktionsverlust flihren, entwickelte sich die Hypothese, dass die Akkumulation von
Parkin-Substraten zu Toxizitat und Zelltod fihrt. Um diese Substrate zu identifizieren,
wurden zahlreiche Yeast-Two-Hybrid- und Co-Immunprazipitationsstudien durchgefiihrt,
bei denen putative Parkin-Substrate identifiziert wurden. Zu den beschriebenen
Substraten gehoren:
e Proteine mit vesikularer oder synaptischer Funktion [CDCrel-1a (Zhang et al.,
2000); CDCrel-2a (Choi et al., 2003; Huynh et al., 2000); Synaptotagmin XI (Huynh,
2003); O-glykosyliertes a-Synuclein (Shimura et al., 2001), synphillin-1 (Chung et
al., 2001), Dopamintransporter (Jiang et al., 2004a)]
e Kontrollproteine des Zellzyklus [Cyclin E (Staropoli et al., 2003)]
e Proteine der Proteinbiosynthese [Aminoacyl-tRNA Synthetase-Untereinheit
p38/JTV-1 (Corti et al., 2003; Ko et al., 2005)]
e Transkriptionsfaktoren [FBP1 (Ko et al., 2006)]
e Proteine des Zytoskeletts [a/B-Tubulin (Ren et al., 2003)]
e Proteine des nukledren Exports [RanBP2 (Um et al., 2009)]
e Proteine der zelluldren Signaltransduktion [Pael-R (Imai et al., 2001)].
Die pathophysiologische Relevanz und Authentizitdt dieser Substrate bleibt vorerst
ungeklart. In neuropathologischen Untersuchungen der Gehirne von Patienten mit
Parkin-assoziierter Parkinson-Erkrankung waren zwar leichte Akkumulation von nicht-
ubiquitiniertem O-glykosyliertem o-Synuclein, Pael-R, Cyclin-E, CDCrel-1a und CDCrel-2a
zu beobachten, aber nur fiir FBP1 und p38/JTV-1 konnte auch bei Parkin-Knockout-
Mausen eine mogliche Akkumulation nachgewiesen werden (Choi et al., 2003; Imai et al.,
2001; Ko et al., 2006; Ko et al., 2005; Staropoli et al., 2003). Neuere Ergebnisse konnten
zeigen, dass Parkin nicht nur mit proteasomaler Degradation in Verbindung gebracht

wird, sondern auch davon unabhangige Ubiquitinierung vemittelt. So ist von dem
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heterodimeren E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzym UbcH13/Uevla, das in vitro als
Parkin-Interaktionspartner identifiziert wurde (Doss-Pepe et al., 2005; Matsuda et al.,
2006), aus friheren Studien bekannt, dass es die Anheftung von Ubiquitin Gber Lysin-63
katalysiert (McKenna et al., 2001). Ein direkter Hinweis auf die Parkin-katalysierte
Ubiquitinierung Giber Lysin-63 ergab sich aus der Untersuchung von Synphilin-1 (Lim et al.,
2005). Weiterhin wurden Parkin-vermittelte Monoubiquitinierungen beobachtet.
Wahrend fur PICK1 ein Zusammenhang mit neuronaler Exzitoxizitat hergestellt wurde
(Fallon et al., 2002), konnte im Falle von Eps-15 eine verzogerte Internalisierung des EGF-
Rezeptors und verstirkte PI3K/Akt-Signaltransduktion gezeigt werden, die das Uberleben
der Zellen reguliert (Fallon et al., 2006). Mehrfache Mono-Ubiquitinierungen wurden bei
p38/JTV-1 und Hsp70 beobachtet (Hampe et al., 2006; Moore et al.,, 2005). Unter
experimentellen Bedingungen kann Parkin somit alle Arten von Ubiquitinierung
katalysieren. Es bleibt die Frage, ob diese Aktivitdt physiologisch relevant ist und welche

regulierenden Mechanismen ihr zugrunde liegen.

1.2.4 Parkin besitzt neuroprotektives Potential

Parkin hat sich in vielen experimentellen Ansatzen als multifunktionelles neuroprotektives
Protein erwiesen, das Zellen vor den unterschiedlichsten Arten von toxischem Stress
bewahren kann. Parkin ist in der Lage vor Apoptose zu schiitzen, die induziert wird durch
mitochondriale Toxine [MPTP (Hyun, 2005; Paterna, 2007), 6-Hydroxydopamin
(Manfredsson et al., 2007; Vercammen et al., 2006), Rotenon (Casarejos et al., 2006;
Rosen et al., 2006)], Kainat (Staropoli et al., 2003), ER-Stress (Imai et al., 2000; Takahashi
et al., 2003), proteasomale Inhibierung (Mugqit et al., 2004; Petrucelli et al., 2002),
Ceramid (Darios et al., 2003b), Dopamin (Jiang et al., 2004b), Wasserstoffperoxid (Hyun et
al., 2005) oder Mangan (Higashi et al., 2004). Es kann weiterhin Zelltod verhindern, der als
Folge von Uberexpression putativer Parkinsubstrate und anderer Proteine auftritt: Pael-R
(Imai et al., 2001; Yang et al., 2003), p38/JTV-1 (Corti et al., 2003; Ko et al., 2006), o-
Synuclein (Lo Bianco et al., 2004; Petrucelli et al., 2002; Yang et al., 2003), LRRK2 G2019S-
Mutante (Ng et al., 2009), Tau-Mutante (Menendez et al., 2006), f-Amyloid (Burns et al.,
2009; Rosen et al., 2006), Ataxin-2 (Huynh et al., 2007), verlangertes Polyglutamin-Ataxin-
3-Fragment (Tsai et al., 2003). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Parkin eine

wesentliche Rolle fiir die neuronale Integritdt unter Stressbedingungen spielt. Der

34



Einleitung

Mechanismus, der dem neuroprotektiven Potential zugrunde liegt, ist eine zentrale Frage
auf diesem Forschungsgebiet. Zwei Studien konnten einen Zusammenhang zwischen
Neuroprotektion und nicht-degradativer/regulierender Ubiquitinierung herstellen. Der
nukledre Faktor kappa B (NF-kB) ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor und von zentraler
Bedeutung fiir die Immunantwort, die Zellproliferation und den Zelltod (Baeuerle und
Henkel, 1994; Barnes, 1997; Ghosh und Karin, 2002). Die Aktivierung der NF-kB-
Signaltransduktion ist essentiell fir die neuroprotektive Aktivitdt von Parkin und wird
durch die Ubiquitinierung von IKKy und TRAF2 erreicht (Henn et al., 2007). Dadurch
kommt es zur Aktivierung des IkBa-Kinase-Komplexes (IKK), der die Inhibitoren von NF-
kB (lkBa-Proteine) phosphoryliert und damit deren Ubiquitinierung und Abbau durch das
Proteasom einleitet. NF-kB—Molekiile werden somit von ihren Inhibitoren freigesetzt und
konnen aufgrund ihrer nun zugénglichen nukledren Signalsequenz in den Zellkern
gelangen, wo sie die Transkription von Zielgenen bewirken. Weiterhin kann Parkin den
PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg beeinflussen, der zahlreiche Auswirkungen auf die
Homoostase der Zelle hat und Proliferation, Stoffwechsel sowie Zelltod reguliert. Durch
Parkin-vermittelte Ubiquitinierung von Epsl5 kommt es zu verzogerter Internalisierung
und verlangsamtem Abbau des EGF-Rezeptors (Fallon et al., 2006). Das fihrt in Parkin-
defizienten Zellen zu verminderter Phosphorylierung von Akt und somit zu
eingeschrankter PI13K/Akt-Signaltransduktion, die fir den Verlust dopaminerger Neurone
in der Substantia nigra verantwortlich gemacht wird. Die Identifizierung weiterer
neuroprotektiver Signaltransduktionswege, die durch den funktionellen Verlust von
Parkin betroffen sind, ist eine weitere Voraussetzung, um die Rolle von Parkin in der
Pathogenese der Parkinson-Erkrankung aufzukladren. Die zentrale Bedeutung von Parkin
fur die Uberlebensfihigkeit der Neurone spiegelt sich auch in der Regulation der
Genexpression von Parkin. Unter Einfluss verschiedener Stressoren wird die Transkription
hochreguliert. Dies konnte fir ER-Stress (Imai et al., 2000; Koch et al., 2009; Ledesma et
al., 2002; Oda et al., 2008; Wang et al., 2007a), mitochondrialen Stress [Rotenon (Koch et
al., 2009); MPP* (Hyun et al., 2005; Yang et al., 2006b)], Exzitotoxizitat [Kainat (Henn et
al., 2007)], oxidativen Stress [Wasserstoffperoxid (Tan et al., 2005)] und Dopamin (Yang et
al., 2006a) gezeigt werden. Die Folgen von hochgradigem Stress, der zum
Funktionsverlust von Parkin fiihrt, konnten sowohl in Zellkultur als auch in Parkinson-
Patienten beobachtet werden. Zur Inaktivierung von Parkin kann es durch massiven
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oxidativen Stress kommen, der zur Missfaltung von Parkin fiihrt (Winklhofer et al., 2003),
oder durch Dopamin, das Parkin kovalent modifiziert. Letztgenannte Spezies wurde in der
Substantia nigra sporadischer Parkinson-Patienten gefunden (LaVoie et al., 2005), was
darauf hindeutet, dass reduzierte Aktivitdt von Parkin auch eine generelle Rolle in der
Pathogenese der sporadischen Parkinson-Erkrankung spielt. Diese Hypothese wird durch
die Beobachtung gestiitzt, dass S-nitrosyliertes Parkin in den Gehirnen sporadischer
Parkinson-Patienten gefunden wurde (Chung et al., 2004; Yao et al., 2004). Auch dieser
Inaktivierung liegt eine Fehlfaltung von Parkin zugrunde, die durch Modifizierung von

Cysteinen in der RING1-Domaéane durch NO-Radikale bedingt wird.

1.3 Tiermodelle

Obwohl viele Untersuchungen zur Pathogenese der Parkinson-Erkrankung im
Zellkulturmodell durchgefiihrt werden konnen und zahlreiche Erkenntnisse aus der post
mortem Analyse von Gehirnen gewonnen werden, liefern Tiermodelle einen
unschatzbaren Beitrag zur Erforschung dieser Erkrankung. Einblicke in den Verlauf und die
Stadien konnen wichtige Erkenntnisse fir die symptomatische Behandlung und
neuroprotektive Ansatze liefern.
Ein ideales Tiermodel sollte die folgenden Charakteristika mitbringen (Beal, 2001)
1. eine anatomische Struktur dopaminerger Neurone, die selektiv und mit
zunehmendem Alter degeneriert
2. neuropathologische und biochemische Detektierbarkeit des neuronalen Verlusts
3. motorischer Phdnotyp, der die Kardinalsymptome einschlieRt
Aus den bisher verwendeten Tiermodellen konnte bisher keines alle Charakteristika der

Erkrankung rekapitulieren.

1.3.1 Toxin-basierte Modelle

Mit Toxin-basierten Modellen versucht man, den selektiven Verlust dopaminerger
Neurone nachzuahmen und, basierend auf der Annahme, dass dem dopaminergen Zelltod
eine stereotype Kaskade zugrunde liegt, Ursachen zu finden und modulierend auf diese
Prozesse einzuwirken.

Die am weitesten verbreitete Substanz, die experimentell verwendet wird, ist MPTP. Bei

diesem Komplex | Inhibitor der mitochondrialen Atmungskette handelt es sich um das
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einzige Toxin, das eindeutig als Ausloser fiir eine Parkinson-Symptomatik identifiziert
wurde (Davis et al., 1979; Langston et al., 1983; Langston et al., 1999) und im Menschen
alle Kardinalsymptome der Erkrankung hervorruft. Die Symptomatik konnte sowohl bei
Menschen als auch im Affenmodell durch die Gabe von Levodopa verbessert werden.
Eine weitere Parallele zur sporadischen Parkinson-Erkrankung stellt die mit dem Alter
ansteigende Anfilligkeit gegeniiber MPTP dar, die in Mausen (lrwin et al.,, 1993),
Seidenaffen (Rose et al., 1993) und Rhesusaffen (Ovadia et al., 1995) beobachtet werden
konnte. Die neuropathologischen Befunde in Affen (Sirinathsinghji et al., 1992; Varastet
et al., 1994) und Mausen (Muthane et al., 1994; Seniuk et al., 1990) stimmten ebenfalls
mit den aus humanen Gehirnen gewonnenen Erkenntnissen Uberein: gréBerer Verlust
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta als im ventralen
tegmentalen Areal und innerhalb der Substantia nigra vornehmlich im ventralen und
lateralen Bereich. Bei systemischer Applikation Uber intraperitoneale oder subkutane
Injektion erwies sich MPTP im Ratten-Modell jedoch als unwirksam und auch die
Wirksamkeit im Mausmodell war von der verwendeten Linie abhangig (Sedelis et al.,
2000). Die intraventrikulare Injektion von MPP” fiihrte im Rattenmodell zum progressiven,
Dosis-abhdngigen Verlust striataler dopaminerger Neurone und zur Schadigung von
Mitochondrien in der Substantia nigra und wird deshalb als Modell fiir die Testung
neuroprotektiver Ansatze diskutiert (Yazdani et al, 2006). Fir Studien neuer
Behandlungsansatze und Wirkstoffe gilt das Affen-Modell als Goldstandard.

In verschiedenen Fischarten konnte gezeigt werden, dass MPTP einen Phanotyp
hervorruft, der den neuropathologischen Verdanderungen der Parkinson-Erkrankung
entspricht und durch eingeschrankte motorische Aktivitat gekennzeichnet ist [Goldfisch
(Carassius auratus) (Pollard et al., 1996), Reisfisch (Oryzias latipes) (Matsui et al., 2009)].
Bei adulten Zebrafischen traten Verhaltensveranderungen wie verminderte
lokomotorische Aktivitdt auf (Bretaud et al., 2004), wahrend Larven zusatzlich in ihrer
Entwicklung beeinflusst wurden und ihre dopaminergen Neurone eine hohere Anfalligkeit
gegeniber dem Toxin zeigten (Bretaud et al., 2004; Lam et al., 2005; McKinley et al.,
2005; Sallinen et al., 2009). Nach intramuskuldrer Injektion in adulte Zebrafische zeigte
sich eine Verminderung des Dopamingehalts im Gehirn, jedoch keine Verdnderung
Tyrosinhydroxylase-positiver Neurone bezlglich Verteilung, Morphologie oder

Tyrosinhydroxylase-Gehalt (Anichtchik et al., 2004).
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Als weiterer Inhibitor der Atmungskette wird Rotenon verwendet. Dabei handelt es sich
um ein natlrliches Insektizid, das aus der Tubawurzel (Derris eliptica) gewonnen werden
kann. Durch seine hohe Lipophilitat kann es problemlos biologische Membranen
passieren (Talpade et al., 2000), wird von allen Organen aufgenommen und fihrt zur
systemischen Inhibition von Komplex | (Schuler und Casida, 2001), indem es an gleicher
Stelle bindet wie MPP" (Dauer und Przedborski, 2003). In Ratten léste Rotenon nach
chronischer Applikation selektive Degeneration nigrostriataler dopaminerger Neurone,
Hypokinese und Steifheit aus und somit krankheitstypische biochemische und
pathologische Verdanderungen (Betarbet et al., 2000; Sherer et al., 2003). Allerdings ist
nicht bekannt, ob die Symptome auf Behandlung mit Levodopa ansprechen. In anderen
Studien trat jedoch auch nicht-selektiver neuronaler Zelltod auf (Hoglinger et al., 2003).
Im Gegensatz zur chronischen Applikation, die besonders den progressiven Verlauf der
Erkrankung nachahmen soll, wurde bei akuter Intoxikation ein selektiver Schaden im
Striatum und im Globus pallidus, nicht jedoch in der Substantia nigra festgestellt
(Ferrante et al., 1997). Die Schadigung anderer Regionen und die hohe Variabilitat,
bedingt durch die Instabilitat und kurze Halbwertszeit, limitieren den Einsatz von Rotenon
(Meredith et al., 2008). In Mausen loste die systemische Applikation von Rotenon zwar
Verhaltensverdanderungen aber keine neuropathologischen Schaden aus (Richter et al.,
2007), wahrend im Drosophila-Modell beide Aspekte beeintrachtigt waren. Fruchtfliegen,
die Uber das Futter chronisch subletale Mengen an Rotenon aufnahmen, zeigten sowohl
lokomotorische Ausfélle als auch selektiven Verlust dopaminerger Neurone (Coulom und
Birman, 2004). Rotenon kommt nicht nur als Insektizid zum Einsatz, sondern findet in
vielen Landern Anwendung als Fischgift. Bereits 1964 konnte gezeigt werden, dass
Rotenon die Atmungskette isolierter Mitochondrien aus den Gehirnen von Dorschen
(Gadus callarias) inhibiert (Oberg, 1964). Subletale Dosen fiihrten zu Einschrankungen des
Schwimmuverhaltens in Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) (Cheng und Farrell,
2007). Im Zebrafischmodell (Danio rerio) konnte in Abhangigikeit von der Konzentration
ein degenerativer Phanotyp und eine Tendenz zur Reduktion dopaminerger Neurone in

Larven festgestellt werden (Bretaud et al., 2004).
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1.3.2 Gen-basierte Modelle fiir Parkin

1.3.2.1 Maus (Mus musculus)

Sédugetier-Modelle wie die Maus haben aufgrund ihrer weitreichenden Homologie zum
menschlichen Genom und der Ahnlichkeit in Bezug auf Anatomie, Zellbiologie und
Physiologie eine herausragende Stellung unter den Krankheits-Modellen.
Parkin-Knockout-Mduse wurden durch Deletion verschiedener Exons des murinen Parkin-
Gens generiert: Exon 2, das der UBL-Domaéne entspricht (Perez und Palmiter, 2005; Sato
et al., 2006b), Exon 3, die haufigste Deletion bei Parkin-assoziierter Parkinson-Erkrankung
(Goldberg et al., 2003; Itier et al., 2003; Palacino et al., 2004)) oder Exon 7, das der RING1-
Domane entspricht (von Coelln et al., 2004a). Alle Deletionen fiihren zum Verlust des
Parkin-Proteins.

Ahnlich wie andere Mausmodelle, die auf dem Knockout von Parkinson-assoziierten
Genen beruhen, zeigten die Parkin-defizienten Maduse keinen signifikanten Phanotyp.
Insbesondere die neuropathologischen Charakteristika der Erkrankung, wie der Verlust
dopaminerger Neurone, konnten in keinem der Modelle nachgewiesen werden. Wahrend
in den Exon 2-Deletions-Mutanten kein Phanotyp sichtbar war und sie nicht von Wildtyp-
Mausen unterscheidbar waren (Perez und Palmiter, 2005), zeigten die anderen
verschiedene und wenig stark ausgepragte Phanotypen. Leichte Abnormalitdten in der
dopaminergen Neurotransmission und im Dopamin-Metabolismus konnten ebenso
beobachtet werden wie Verhaltensanderungen. Vermindertes exploratives Verhalten
wurde dabei mit Beeintrdchtigung der nigrostriatalen Region erklart, wobei keine
Degeneration in diesem Bereich sichtbar war (Fleming et al., 2005; Goldberg et al., 2003;
Itier et al., 2003; Kitada et al., 2009). Proteomische Analyse des ventralen Mittelhirns von
Parkin-Knockout-Mausen zeigte eine leichte Abnahme von Proteinen, die entweder eine
mitochondriale Funktion (Komplex | bis IV der Atmungskette) oder eine protektive
Funktion gegeniiber oxidativem Stress innehaben (Palacino et al., 2004). Diese Ergebnisse
wurden bestatigt durch die Beobachtung, dass Parkin-Knockout-Mause anfalliger sind
gegenlber Rotenon-induziertem Stress (Casarejos et al., 2006).

Auch die Parkin-/DJ-1/PINK1-Dreifach-Knockout-Maus zeigte keine Degeneration in der
Substantia nigra (Kitada et al., 2009).
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1.3.2.2 Fruchtfliege (Drosophila melanogaster)

Neben dem Maus-Modell wird in vielen Fallen die Fruchtfliege (Drosophila melanogaster)
als Modellsystem zur Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen verwendet (Mugit
und Feany, 2002). Im Gegensatz zum Maus-Modell fihrt der Verlust von Parkin in
Drosophila zu einem sehr ausgespragten Phanotyp: kirzere Lebenserwartung,
Unfruchtbarkeit der mannlichen Fliegen, abnormale Fligelhaltung und lokomotorische
Defekte als Folge apoptotischer Flugmuskel-Degeneration (Cha et al., 2005; Greene et al.,
2003; Pesah et al., 2004). Auf subzellularer Ebene konnten geschwollene Mitochondrien
mit unregelmalliger und aufgeloster Cristae-Struktur sowie Vakuolenbildung
nachgewiesen werden (Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004).

Auffillig an diesen phanotypischen Verdnderungen war die Ahnlichkeit zu PINK1-
defizienten Fliegen. In Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass der PINK1-
Knockout-Phinotyp durch Uberexpression von Parkin kompensiert werden kann, die
umgekehrte Kompensation jedoch nicht moglich ist (Clark et al., 2006; Park et al., 2006;
Yang et al., 2006b). Dies fiihrte zu der Annahme, dass Parkin unterhalb von PINK1 eine
Rolle im selben Signaltransduktionsweg spielt. Es folgten Studien zum Einfluss von Parkin
und PINK1 auf die mitochondriale Morphologie und Dynamik. Da dabei Uberexpression
von Drpl, das zur verstarkten Teilung der Mitochondrien fiihrt, den mitochondrialen
Phdnotyp Parkin-defizienter Fliegen ausgleichen konnte, wurde gefolgert, dass dieser
Signaltransduktionsweg die mitochondriale Teilung vorantreibt (Deng et al., 2008; Park et
al., 2009a; Poole et al., 2008).

Die Analysen dopaminerger Neurone in Parkin-defizienten Fliegen lieferten bisher
kontroverse Resultate und zeigten entweder keinen neuronalen Verlust (Greene et al.,
2003; Pesah et al., 2004), eingeschrankte Immunreaktivitdt dopaminerger Marker (Cha et

al., 2005) oder Degeneration in einem spezifischen Cluster (Whitworth et al., 2005).
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1.3.2.3 Zebrafisch (Danio rerio)

Der Zebrafisch (Danio rerio) hat sich in den vergangenen Jahren zum leistungsfahigen
Modellorganismus fir Vertebratengenetik entwickelt und wird fir die Erforschung von
Entwicklungs- und Krankheitsprozessen eingesetzt (Beis und Stainier, 2006; Dodd et al.,
2000). Seit den ersten Arbeiten in den spaten 60er Jahren konnten tausende Mutationen,
die in grundlegende Entwicklungsprozesse eingreifen, beschrieben werden (Lieschke und
Currie, 2007). Insbesondere die Moglichkeit, den Beginn und Verlauf pathologischer
Prozesse in vivo und in Echtzeit beobachten zu kdnnen, begriindet den zunehmenden
Einsatz des Zebrafisches als Wirbeltiermodell in der Grundlagenforschung humaner
Erkrankungen. Dabei schldgt dieser Organismus eine Briicke zwischen der Invertebraten-

Genetik und Vertebraten-spezifischer Fragestellungen.
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Abb. 14 Generationszyklus des Zebrafisches

Nach 24-stiindiger Entwicklung sind alle wesentlichen Organe ausgebildet und nach wenigen Tagen
zeichnen sich die Larven bereits durch komplexe Verhaltensweisen aus. Die Geschlechtsreife wird im Alter
von circa drei Monaten erreicht. Abbildung modifiziert nach (Wolpert, 1999).
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Adulte Zebrafische sind mit einer GroRe von 3-4 cm auch in groRer Anzahl problemlos in
spezialisierten Anlagen zu halten und zeichnen sich durch einen geringen Platzbedarf und
eine kurze Generationszeitzeit von circa drei Monaten aus. Ein Weibchen kann
wochentlich Gber 300 Nachkommen produzieren. Die geringe KorpergroBe und die
schnelle Entwicklung sowie die einfache genetische Manipulierbarkeit bieten viele
Vorteile gegeniber anderen Modellorganismen. Die Gastrulation ist zehn Stunden nach
Fertilisation abgeschlossen, der Herzschlag und die Blutzirkulation setzen bereits nach
einem Tag ein. Nach 72 Stunden ist die Embryogenese abgeschlossen und die meisten
inneren Organe wie Leber, Niere und Darm sind nach 96 Stunden voll entwickelt (Parng et
al.,, 2002). Besonders die optische Transparenz der Embryonen und Larven und die
aullerhalb des Mutterkorpers stattfindende Befruchtung der Eier und Entwicklung der
Embryonen ermdglichen Einblicke in friihe Entwicklungs- und Krankheitsprozesse sowie
deren Visualisierung in vivo. Im Vergleich zu Invertebraten, zu denen die
Modellorganismen Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans zahlen, sind
Entwicklung und Morphologie der Organe dem Menschen &hnlicher und
krankheitsrelevante Gene besser konserviert. Im Zebrafisch wird das Nervensystem
innerhalb von 24 Stunden ausgebildet und kann bereits nach wenigen Tagen komplexe
Verhaltensweisen wie Schwimmbewegungen, Flucht und Nahrungsaufnahme
koordinieren. Weiterhin ermdglicht dieser Modellorganismus groR angelegte chemische
Screens, bei denen unter Verbrauch kleiner Mengen Substanzen identifiziert und auf ihre
potentielle Eignung als zukiinftige Arzneimittel getestet werden kénnen (Peterson et al.,
2004; Stern et al, 2005). Ebenso werden vermehrt Zebrafische eingesetzt, um
Vorhersagen zu toxischen Nebenwirkungen und Arzneimittelsicherheit zu machen
(McGrath und Li, 2008). Die Aufnahme zu testender Substanzen erfolgt aus dem
umgebenden Medium Uber die Haut und die Kiemen und ab 72 Stunden nach Fertilisation
auch peroral. Da Zebrafischembryonen bis Tag 5 nach Fertilisation keine funktionelle Blut-
Hirn-Schranke besitzen (Flinn et al.,, 2008) koénnen wasserlosliche Substanzen
promblemlos bis ins zentrale Nervensystem gelangen. Dieser Umstand ermdoglicht nicht
nur die in vivo Suche nach neuroprotektiven Substanzen, sondern auch die Generierung

neurotoxischer Modellsysteme.
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1.3.2.3.1 Transgene Zebrafische

Die Entwicklung transgener Zebrafische, die menschliche Gene (iberexprimieren und
somit als Krankheitsmodelle fungieren, wurde in den letzten Jahren vorangetrieben.
Voraussetzung dafiir ist eine gentechnische Methode, die eine einfache und effiziente
Herstellung transgener Zebrafische gewahrleistet, die ausreichende Mengen des
krankheitsassoziierten Proteins exprimieren. Hierflr erwies sich das von Dominik Paquet
entwickelte System, das auf Gal4/UAS-basierter bidirektionaler Expression beruht, als
wegweisend fur zukinftige transgene Modelle (Paquet et al., 2009). Das Gal4/UAS-
System wird seit vielen Jahren zur Erzeugung transgener Drosophila-Modelle verwendet
(Duffy, 2002; Mugqit und Feany, 2002). Dabei macht man sich den aus der Hefe isolierten
transkriptionellen Aktivator Gal4 zu Nutze, um die Effizienz der Proteinexpression zu
steigern. Durch Fusion von Gald mit dem VP16-Transkriptionsaktivator des Herpes
simplex Virus 1 (Sadowski et al., 1988) wird die Expression noch weiter verstarkt. Diese
kann entweder ubiquitar oder gezielt Zelltyp-spezifisch sein und wird durch Verwendung
des Promotors gesteuert, der vor die Gal4-VP16-Sequenz kloniert wird. Dieses
sogenannte Treiber-Konstrukt fiihrt demnach zur Gewebe-spezifischen Expression des
Gal4-VP16-Fusionsproteins, das durch Bindung an die Expressionsaktivatorsequenz UAS
(upstream activating sequence) des sogenanten Responder-Konstrukts die Expression von
Genen, die neben der bidirektionalen UAS-Sequenz liegen, aktiviert (Brand und Perrimon,
1993; Duffy, 2002). Um die beiden Transgene effizient in das Zebrafischgenom
einzubauen, werden sie mit Tol2-Sequenzen flankiert und mit Tol2-Transposase-mRNA in
Zebrafischeier injiziert. Die Transposase erkennt die Tol2-Sequenzen und dies fihrt bei
circa jedem dritten bis flinftem Ei zum Einbau der DNA an einer oder mehreren zufalligen
Stellen im Genom (Kawakami, 2005). Da die injizierte Transposase mRNA in Fischeiern
nach kurzer Zeit abgebaut wird und dieses mobile genetische Element (Transposon), das
aus dem Medaka-Fisch stammt, in Wildtyp-Zebrafischen nicht vorkommt, wird eine

stabile Integration des Transgens erreicht.
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1.3.2.3.2 Knockdown/Knockout der Genfunktion in Zebrafischen

Um den Einfluss von einzelnen Genen im Zebrafisch zu untersuchen, gibt es verschiedene
Moglichkeiten, die Genfunktion zu regulieren.

Ein transienter Knockdown wird durch sogenannte Antisense-Methoden erzielt.
Antisense-Oligonukleotide werden mit Hilfe einer diinnen Glaskapillare in Zebrafischeier
injiziert. Da die Zellen zwischen dem 1- und 8-Zellstadium permeabel sind, kbnnen sich
die Antisense-Konstrukte nach Injektion in den Dotter durch Diffusion ubiquitar verteilen

(Bill et al., 2009).

A B gripNA DNA Morpholino

Base

i 0 :
Q 0 0
\ j
B
Q\l’( ase : 'i’
= ® =1 o=p=ng
Z o= |i’—0 I ™ Base
o) \ 0 Base 0 0
3 wog
¢ -
Base : C
N
<
O:P“O’
rd
rd
Q
Abb. 15 Transienter Knockdown der Genfunktion im Zebrafisch

(A) Die von rechts kommende Injektionsnadel durchsticht das Chorion und gibt die Phenolrot-markierte
Substanz in den Dotter ab. Abbildung aus (Bill et al., 2009). (B) Aufbau verschiedener Antisense-
Oligonukleotide im Vergleich zu DNA. Modifiziert nach www.zebrafisch.uni-konstanz.de/morpholino.pdf
und www.activemotif.com/documents/34.pdf

GemaR dem Prinzip der Watson-Crick-Basenpaarung konnen Antisense-Oligonukleotide
stabile Duplexe mit komplementarer DNA oder pra-mRNA ausbilden, die die Translation
beziehungsweise den Spleilvorgang inhibieren und somit die Synthese des Zielproteins
verhindern.

Zu diesem Zweck kommen gripNAs™ (Active motif) und Morpholinos (Gene Tools) zum
Einsatz. Bei gripNAs™ handelt es sich um synthetische Oligopeptid Nukleinsduren (PNAs),
die im Vergleich zu Oligonukleotiden nukleaseresistent sind. Bei PNAs ist das Nukleosid

mit einem N-(2-Aminoethyl)-Glyzin-Rickgrat anstatt mit Ribose beziehungsweise

Desoxyribose verbunden. Um die Wasserldslichkeit und die Aufnahme in die Zelle zu
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verbessern, wird ein Rilckgrat aus N-(2-Aminoethyl)-Glyzin abwechselnd mit N-(2-
Aminoethyl)-Phosphono-Glyzin verwendet (Efimov et al., 1999; Efimov et al., 1998). Die
Spezifitdat dieser gripNAs™ ist derart hoch, dass bereits zwei nicht Ubereinstimmende
Basen die Bildung eines stabilen gripNA™/RNA Duplexes verhindern.

Der Mechanismus von Morpholinos beruht auf dem gleichen Prinzip, wobei hier der
Ribose- beziehungsweise Desoxyribose-Ring durch einen Morpholin-Ring ausgetauscht
wird und Phosphorodiamidat-Verkniipfungen die anionische Phosphodiester-
Verknilipfung ersetzen (Nasevicius und Ekker, 2000; Summerton und Weller, 1997).

Da sich die effektive Konzentration der injizierten Substanzen (gripNA™ beziehungsweise
Morpholino) mit dem Wachstum des Embryonen nach jeder Zellteilung verdiinnt und sich
der inhibitorische Effekt nach einigen Tagen aufhebt, spricht man bei diesen Methoden
von einem transienten Knockdown.

Um die zeitliche Begrenzung zu umgehen und einen stabilen Knockout zu erzielen, der bis
zur adulten Phase Bestand hat, wurde in letzter Zeit die Forschung auf dem Gebiet der
Zinkfinger-Nukleasen forciert. Eine Zinkfinger-Nuklease besteht aus dem inaktiven
Monomer des DNA-schneidenden Enzyms Fok1, das an eine Kette von Zinkfinger-Motiven
gebunden ist. Dabei handelt es sich um drei oder vier aneinander gekoppelte
Proteindomanen, die jeweils an eine Erkennungssequenz von drei Nukleotiden der DNA
binden und somit hochspezifisch sind. Durch den Einsatz von zwei Zinkfinger-Nukleasen
wird die Spezifitdt derart erhoht, dass die Bindestelle beider Nukleasen im Genom
einmalig ist. Dadurch kdnnen sich die beiden Fokl-Monomere zum aktiven Dimer
verbinden und die DNA schneiden. Die durch den Doppelstrangbruch entstehenden,
kurzen einzelstrangigen Uberhinge werden durch nicht-homologes Endjoining repariert,
was zur Mutagenese durch Verlust von Nukleotiden und anschlielenden Fehlern im
Leseraster fliihren kann und letztendlich die Inaktivierung des Zielgens bedingt (Bibikova
et al., 2002; Doyon et al.,, 2008; Meng et al., 2008; Santiago et al., 2008). Es konnte
gezeigt werden, dass 30% bis 50% der injizierten Fische die induzierten Mutationen an
ihre Nachkommen vererben (Doyon et al., 2008; Meng et al., 2008).

Eine weitere Moglichkeit, um im Zebrafisch einen stabilen Knockout zu erzeugen, bietet
die TILLING-Methode (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) (McCallum et al.,
2000). Dabei werden aus einer Anzahl mutagenisierter Fische solche gesucht, die

Mutationen in einem gewiinschten Gen besitzen. Punktmutationen werden erzeugt,
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indem adulte mannliche Fische mit Ethylnitrose-Harnstoff (N-ethyl-N-nitrosourea, ENU)
behandelt werden. Nach Auskreuzung mit Wildtyp-Weibchen wird die genomische DNA
der F1-Generation einer genspezifischen PCR unterzogen. Durch Aufschmelzung und
Renaturierung der PCR-Fragmente kommt es im Falle einer heterozygoten Punktmutation
zur Bildung eines Doppelstrangs, der sich aus dem Wildtyp-und dem mutierten Allel
zusammensetzt. Der Verdau mit dem Restriktionsenzym Cel-1, das unspezifisch
Fehlpaarungen erkennt, fuhrt zu Spaltprodukten abweichender GroRe, die auf eine
vorliegende Mutation hinweisen. Die erzeugte Punktmutation kann anschlieBend durch
Sequenzierung identifiziert werden (Wienholds et al., 2003). Bei diesem Verfahren
werden zwar stabile Knockout-Zebrafische generiert, doch die Mutationen sind im
Gegensatz zum Zinkfinger-Nuklease-Verfahren zufillig und somit nicht beeinflussbar.
Weiterhin erfordert dieser Ansatz die Analyse groBer ENU-mutagenisierter Fischbestande

und Ubersteigt die Moglichkeiten eines normalen Routinelabors.

46



Einleitung

1.3.2.3.3 Das dopaminerge System im Zebrafisch

Das Zebrafisch-Gehirn ist anatomisch aufgeteilt in ein Vorder-, Mittel- und Hinterhirn und
enthalt das Diencephalon, das Telencephalon mit lediglich rudimentdarem Cortex und das
Cerebellum (Lieschke und Currie, 2007). Dopaminerge Zellen lassen sich (iber das
Vorliegen von Tyrosinhydroxylase, dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der
Dopamin-Synthese, identifizieren und konnten im Bulbus olfactorius, im ventralen
Telencephalon (Subpallium) sowie im Diencephalon nachgewiesen werden, wahrend
mesencephalische dopaminerge Neurone fehlen (Filippi et al., 2010; Rink und Wullimann,
2001). Versuche mit Neurotoxinen deuteten jedoch darauf hin, dass ein zum humanen
nigrostriatalen System homologes und funktionelles dopaminerges System im Zebrafisch
vorliegt. Dabei reprasentiert das Subpallium des Telencephalons das menschliche
Striatum, das von aufsteigenden dopaminergen Neuronen des hinteren Tuberkulums des

ventralen Diencephalons innerviert wird (Rink und Wullimann, 2001, 2002a).
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Abb. 16 Schematische laterale Ansicht eines adulten Zebrafischgehirns
Tyrosinhydroxylase-enthaltende Zellgruppen sind grau unterlegt abgebildet. Rot markiert ist das
diencephalische dopaminerge System, das als Aquivalent des humanen mesencephalischen dopaminergen
System diskutiert wird. Abbildung modifiziert nach (Rink und Wullimann, 2002b).

Die ersten 1-3 Neurone dieses Clusters kdnnen frihestens 18 bis 19 Stunden nach
Fertilisation detektiert werden, wahrend drei Tage nach Fertilisation (days post
fertilization, dpf) 20-30 Zellen nachweisbar sind (Holzschuh et al., 2001) und die raumliche
Verteilung abgeschlossen ist (Lam et al., 2005). Die Expression der Tyrosinhydroxylase
beginnt in anderen Hirnbereichen wie folgt: im Locus coeruleus 24 Stunden nach
Fertilistion (hours post fertilization, hpf), in der Medulla oblongata 36 hpf, im Bulbus
olfactorius 48 hpf, im Pretectum 60 hpf, und in der Retina 60 hpf. Nach 5 dpf sind die

meisten Cluster vorhanden, die spater im adulten Gehirn vorliegen (McKinley et al.,
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2005). Zwolf verschiedene Zellpopulationen wurden fir das adulte Diencephalon
beschrieben. Davon sind finf bereits nach 2 dpf detektierbar und weitere drei nach 5 dpf
(Rink und Wullimann, 2002b). Es gibt jedoch auch Publikationen, die bereits 3 dpf alle
adulten Zellpopulationen zeigen (Sallinen et al., 2009). Jede Population besteht aus einer
von drei moglichen Zelltypen: kleine runde Neurone, groRe birnenférmige Neurone mit
verzweigten Neuriten oder bipolare Neurone, die mit Liquor in Kontakt stehen und zwei
Neuriten ausbilden. Von den drei Populationen, die das hintere Tuberkulum bilden (das
dopaminerge System, das zum Subpallium projiziert) und bereits nach 2 dpf nachweisbar
sind, besteht ein Cluster aus kleinen runden Neuronen und eins aus grolien
birnenformigen. Diese Zellen gehdren zu den frihesten nachweisbaren dopaminergen
Neuronen des Diencephalons (Rink und Wullimann, 2002b). Es gibt keinen Hinweis auf
Migrationsprozesse Tyrosinhydroxylase-positiver Neurone: die Position und Morphologie
zum Zeitpunkt der friihesten Detektion stimmt mit den Ergebnissen im adulten

Zebrafischgehirn tiberein (Sallinen et al., 2009).
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Abb. 17 Schematische dorsale Ansicht Tyrosinhydroxylase-immunreaktiver Zellgruppen in zwei und

fiinf Tage alten Zebrafischen
Verschiedene diencephalische Zellpopulationen sind mit Strichen voneinander abgegrenzt. Abbildung
modifiziert nach (Rink und Wullimann, 2002b).

Die neuesten Entwicklungen aus den Jahren 2009 und 2010 konzentrieren sich auf das
Vorliegen zweier paraloger Gene, die fir Tyrosinhydroxylase codieren (Candy und Collet,
2005; Chen et al.,, 2009b; Filippi et al., 2010; Yamamoto et al., 2010). Im Kugelfisch
(Takifugu rubripes) und Barramundi (Lates calcarifer) wurden zuvor ebenfalls zwei nicht-
allelische Gene identifiziert, die fir Tyrosinhydroxylase codieren (Candy und Collet, 2005).

Sie resultieren vermutlich aus einer frithen entwicklungsgeschichtlichen Duplikation des
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gesamten Genoms und anschlieBendem Verlust eines Gens in hdheren Sdugetieren
(Yamamoto et al., 2010). Die Sequenzen des Tyrosinhydroxylase 1-Gens (thl) und
Tyrosinhydroxylase 2-Gens (th2) sind zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert -
ebenso wie die Ahnlichkeit zwischen thl und th2 (Yamamoto et al., 2010).
Expressionstudien in adulten Zebrafischen zeigten, dass in Gehirn und Augen thlI-mRNA
mengenmalig th2-mRNA Ubersteigt, wahrend th2-mRNA vermehrt peripher vorkommt
und in Leber, Niere, Herz und Kiemen die th1-mRNA-Menge ubertrifft. Beide Transkripte
konnten bereits nach 12 h nachgewiesen werden, wobei ab 2 dpf mehr th1-mRNA als th2-
mRNA vorliegt. Im Entwicklungsstadium konnte th1I-mRNA 1 dpf im Gehirn detektiert
werden, allerdings nur wenige th2-mRNA-exprimierende Zellen. Wahrend thl im
Telencephalon, Diencephalon, Bulbus olfactorius, Locus coeruleus und Kaudallappen
vorkommt, ist th2-mRNA-Expression nur fiir die praoptische und hypothalamische Region
belegt. Ein Teil der Zellen der praoptischen Region und des hinteren Teils des
paraventrikuldren Bereichs deuten auf die Expression beider Transkripte (Chen et al.,
2009b; Filippi et al., 2010). Interessanterweise wird im hinteren Tuberkulum des
Diencephalons jedoch nur th1-mRNA exprimiert (Chen et al., 2009b; Filippi et al., 2010;

Yamamoto et al., 2010).
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2 ERGEBNISSE

2.1 Teil 1: Biochemische Charakterisierung eines Parkin-Orthologs aus

dem Zebrafisch (Danio rerio)

Mutationen im Parkin-Gen flihren zu einem Funktionsverlust von Parkin und liegen einer
autosomal-rezessiv vererbbaren Form der Parkinson-Erkrankung zugrunde. Auf der Suche
nach Ursachen fiir diesen Funktionsverlust fand man heraus, dass das Parkin-Protein
anfallig ist fir Aggregation. Missgefaltete Konformationen verbunden mit verminderter
Loslichkeit wurden nicht nur fir C-terminale Deletionsmutanten (Winklhofer et al., 2003)
und Punktmutanten (Cookson et al.,, 2003; Gu et al., 2003) gezeigt, sondern auch fir
Wildtyp-Parkin, das massivem Stress ausgesetzt wurde (LaVoie et al., 2005; Wang et al.,
2005; Winklhofer et al., 2003). Neben oxidativem Stress, dem eine Schliisselfunktion bei
der Degeneration dopaminerger Neurone zugesprochen wird, wird vermutet, dass auch
Dopamin selbst eine Rolle in der Entstehung der Parkinson-Erkrankung spielt. Es konnte
gezeigt werden, dass Parkin durch ein Oxidationsprodukt von Dopamin kovalent
modifiziert und dadurch inaktiviert wird (LaVoie et al., 2005). Diese Spezies wurde sowohl
in Dopamin-behandelten Parkin-Gberexprimierenden Zellen als auch in Gehirnen von
Patienten nachgewiesen. Erste Hinweise auf die Funktion von Parkin lieferten Analysen
zur transkriptionellen Regulation. So konnte gezeigt werden, dass die Transkription von
endogenem Parkin durch Substanzen, die mitochondriale Dysfunktion, ER-Stress oder
Exzitotoxizitdt auslosen, induziert werden kann (Henn et al.,, 2007; Wang et al,
2007b)(Bouman et al., in revision). Da zellularer Stress eine Ursache fir Zelltod ist, wurde
Parkin hinsichtlich seines neuroprotektiven Potentials in verschiedenen Zellkultur-
Systemen und Tiermodellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass Uberexpression von
Parkin vor Apoptose schiitzte, die durch unterschiedliche Stressoren wie mitochondriale
Toxine (Casarejos et al., 2006; Hyun et al., 2005; Manfredsson et al., 2007; Paterna et al.,
2007; Rosen et al., 2006; Vercammen et al.,, 2006) oder Kainat-induzierte Exzitoxizitat
(Staropoli et al., 2003) ausgeldst wurde. Ausgehend von diesen Fakten stellte sich die
Frage, ob Parkin in anderen Spezies — in dieser Arbeit am Beispiel Zebrafisch untersucht -
ahnliche biochemische und funktionelle Eigenschaften besitzt.
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2.1.1 Identifizierung eines Parkin-Orthologs im Zebrafisch

Zu Beginn dieser Arbeit stand die Frage, ob es im Zebrafisch ein oder eventuell mehrere
Orthologe von humanem Parkin gibt. Die humane Proteinsequenz (NP_054642) wurde
mit dem BLAST-Algorithmus gegen die Zebrafisch Genomdatenbank ENSEMBL
abgeglichen. Dabei wurde ein Ortholog im Zebrafisch identifiziert
(ENSDARG00000021555, zgc112390). Dieses ist auf Chromosom 13 lokalisiert und besteht
ebenso wie humanes Parkin aus 12 Exons. Mit einer Lange von 458 Aminosduren ist
Zebrafisch-Parkin um sieben Aminosauren kiirzer als humanes Parkin (Abb. 18). Um den
Grad der Konservierung zwischen humanem Parkin und dem Zebrafisch-Ortholog zu
ermitteln, wurden die Proteinsequenzen mit Hilfe des Programms Boxshade verglichen,
das gleiche und dhnliche Aminosduren anzeigt. 61,7% der Aminosauren von Parkin sind
zwischen Fisch und Mensch konserviert, wobei sich dieser Prozentsatz auf 71,9% erhoht,
wenn auch dhnliche Aminosauren einbezogen werden. Bei gesonderter Betrachtung der
funktionellen Domanen wird deutlich, dass hier die Konservierung héher ist im Vergleich
zum Gesamtprotein. Im Falle der RING2-Domine betrigt die Ahnlichkeit nahezu 90%
(Abb. 18). Ebenfalls konserviert sind solche Aminosauren, bei denen Punktmutationen in
Parkinson-Patienten gefunden wurden. In humanem Parkin steht an Position 80 die
Aminosdure Methionin, die als alternative Translationsstartseite zu einer verkirzten
Parkin-Variante flihrt (Henn et al., 2005). Dieses trunkierte Protein, dem die Ubiquitin-
dhnliche Domane fehlt, konnte auch im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden
(Schlossmacher et al., 2002). Im Zebrafisch ist diese Position nicht konserviert. Anstelle
von Methionin findet man Serin. Aus dem cDNA Archiv des deutschen Zentrums fur
Genomforschung (RZPD) wurde ein Klon bezogen, der die codierende Sequenz von
Zebrafish-Parkin enthalt. Nach Verifizierung der Sequenz wurde diese in den pCMV Tag 2B
Vekor subkloniert. In diesem Vektor befindet sich die multiple cloning site C-terminal zu
einer Sequenz, die fiir ein FLAG-Epitop codiert. Aufgrund dessen kann Zebrafisch-Parkin
mit einer N-terminalen FLAG-Sequenz exprimiert werden (FLAG-zf-Parkin), die wiederum
von anti-FLAG-Antikorpern erkannt wird und somit eine Detektion unabhéangig von anti-
Parkin-Antikérpern erméglicht. Obwohl die Parkin-Sequenz wie erldutert hochkonserviert

ist, steht zurzeit kein Antikorper zur Verfliigung, der Zebrafisch-Parkin erkennt. Alle
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getesteten humanen anti-Parkin-Antikoper zeigten bei Anwendung im Western Blot nur
schwache oder keinerlei Kreuzreaktivitit mit Zebrafisch-Parkin. Nach Uberexpression in
humanen HEK293 Zellen konnte lediglich mit einem getesteten Antikorper (Cell Signaling
#4230) eine schwache Bande detektiert werden, wahrend endogenes Parkin in Lysaten
von Zebrafischembryonen auf Western Blot auch unter vorausgehender

Immunprazipitation mit verschiedenen Antikérpern nicht detektierbar war.
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Abb. 18 Das zu humanem Parkin orthologe Zebrafisch-Parkin ist hoch konserviert.

(A) Modulare Struktur von humanem und Zebrafisch-Parkin (UBL: ubiquitin-like domain, RING: really

interesting new gene, IBR: in-between RING, RBR: RING between RING fingers; AS: Aminosduren). (B)
Vergleich der Aminosduresequenz von humanem und Zebrafisch-Parkin. Gleiche Aminosauren sind schwarz,
adhnliche grau unterlegt. Die Positionen humaner pathogener Punktmutationen sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. (C) Vergleich der Sequenz-Ahnlichkeit beziehungsweise —Gleichheit der funktionellen

Domanen.
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2.1.2 Zebrafisch-Parkin ist anfallig fiir Fehlfaltung unter Stress

Ausgehend von der Tatsache, dass humanes Parkin durch Missfaltung und Aggregation
inaktiviert wird, stellte sich die Frage, ob sich Zebrafisch-Parkin unter Einfluss von
oxidativem Stress oder Dopamin dhnlich verhdlt. Um das Loslichkeitsverhalten von
Zebrafisch-Parkin zu untersuchen, wurden SH-SY5Y-Zellen (humane Neuroblastomzellen)
transient mit FLAG-zf-Parkin transfiziert und 24 Stunden spater fir 30 Minuten mit
verschiedenen Konzentrationen von Wasserstoffperoxid behandelt. Die Zellen wurden in
0,1% Triton X-100 lysiert und durch Zentrifugation in eine Detergenz-lésliche (Uberstand,
U) und Detergenz-unlsliche (Pellet, P) Fraktion aufgetrennt. Die Fraktionen wurden
mittels Western Blot analysiert. Wahrend zf-Parkin, das aus unbehandelten Zellen
stammte, ausschliefRlich in der Detergenz-16slichen Fraktion vorlag, fand man es bei den
H,0,-gestressten Zellen in der Detergenz-unloslichen Fraktion (Abb. 19 A). Es ist deutlich
erkennbar, dass diese Verschiebung zur Unloslichkeit konzentrationsabhangig ist: je
hoher der oxidative Stress, umso geringer die Menge an |6slichem Parkin und umso
groRer die Menge an unldslichem, aggregiertem Parkin.

Analog wurde der Einfluss von Dopamin auf die Konformation von zf-Parkin untersucht.
Hierzu wurden SH-SY5Y-Zellen transient mit FLAG-zf-Parkin transfiziert und 24 Stunden
spater mit verschiedenen Konzentrationen von Dopamin Uber einen Zeitraum von flinf
Stunden behandelt. Nach Ernte der Zellen schloss sich oben genannter Solubilitdtsassay
an. Die Western Blot Analyse zeigte, dass der Anteil von Parkin in der Detergenz-16slichen
Fraktion mit steigenden Konzentrationen von Dopamin sinkt (Abb. 19 B). Bei der
verwendeten Hochstkonzentration von 2 mM war kein 16sliches Parkin mehr erkennbar.
Gleichzeitig nahm der Anteil in der Detergenz-unldslichen Fraktion zu. Besonders im
oberen Bereich des SDS-Gels, in dem sich hohermolekulare Komplexe wiederfinden, trat
eine Bande mit zunehmender Dopamin-Konzentration verstarkt hervor, die in der
unbehandelten Probe nicht sichtbar war. Um die Aggregation von zf-Parkin unter Einfluss
von Dopamin weiter zu veranschaulichen, wurde eine Immunfluoreszenz-Analyse
durchgeflhrt. 24 Stunden nach transienter Transfektion wurden SH-SY5Y-Zellen fur finf
Stunden mit Dopamin (5 mM) behandelt. Nach Fixierung wurden die Zellen Gber Nacht
mit monoklonalem anti-FLAG-Antikdrper FLAG M2 (F3165) inkubiert. Durch Verwendung

eines Fluoreszenz-markierten Zweitantikdrpers konnte die Lokalisierung und Verteilung
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von FLAG-zf-Parkin anschlieend fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden. Dabei
wurde deutlich, dass sich zf-Parkin in unbehandelten Zellen relativ homogen Uber das
gesamte Zytosol verteilte, wahrend Dopamin-Behandlung zur Bildung zytosolischer

Aggregate verschiedener GrofRe fihrte (Abb. 19 C).

55



Ergebnisse

A Uberstand Pellet
- - 10 20 - - 10 20 H,0, [mM]
- + + + - + + + FLAG-zf-parkin
-FLAG
- - — w— U
50 kDa — .
— e —— a-GAPDH
B Uberstand Pellet
050751 2 050751 2  Dopamin [mM]
O T S T ¥ = b o ok ol o FLAG-zf-parkin
1 B
_=z=33 | -ARAR
= .| u-FLAG
i e - — iy
50 kDa — [N et
— — — e —-—— (.'-‘.-[i-Aktin

unbehandelt

Dopamin
5mM

Abb. 19 Zebrafisch-Parkin ist unter hohem zelluldren Stress anfillig fiir Missfaltung und
Aggregation.

(A) SH-SY5Y Zellen wurden transient mit FLAG-zf-Parkin transfiziert, einen Tag nach Transfektion mit
Wasserstoffperoxid (10 beziehungsweise 20 mM, 30 Minuten) behandelt und nach Zellernte einem
Solubilitdatsassay unterzogen. Nach Lyse in 0,1% Triton X-100 erfolgte die Auftrennung in eine Detergenz-
16sliche (Uberstand) und —unlésliche (Pellet) Fraktion durch Zentrifugation und die anschlieRende Analyse
mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-FLAG-Antikdrpers F3165. GAPDH, das nur in
der l6slichen Fraktion vorliegt, wurde als Ladekontrolle verwendet. (B) Behandlung der FLAG-zf-Parkin-
transfizierten SH-SY5Y Zellen mit Dopamin (0,5; 0,75; 1 beziehungsweise 2 mM; 5 Stunden). Beim
anschlieBenden Solubilitatsassay (siehe A) wurde -Aktin als Ladekontrolle verwendet. (C) SH-SY5Y Zellen
wurden auf Deckgldschen ausgesat, transient mit FLAG-zf-Parkin transfiziert und wie beschrieben mit
Dopamin (5 mM, 5 Stunden) behandelt. Die intrazelluldre Verteilung von Zebrafisch-Parkin wurde mittels
Immunfluoreszenz unter Verwendung des monoklonalen anti-FLAG-Antikorpers F3165 analysiert (grin).
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (blau).
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2.1.3 Die Transkription von Zebrafisch-Parkin ist durch Stress induzierbar

Nachdem eine friihere Studie unserer Arbeitsgruppe gezeigt hatte, dass die Transkription
von endogenem humanem Parkin durch verschiedene Stressoren induziert werden kann,
stellte sich die Frage, ob die zelluldre Stressantwort im Zebrafisch dhnlich ist. Um einen
moglichen Einfluss auf die Transkription von Zebrafisch-Parkin zu untersuchen, wurden
Zebrafisch Pac2-Zellen mit Rotenon, einem Hemmstoff von Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette, gestresst. Auf die einstiindige Behandlung folgte eine
sechsstiindige Inkubation in Medium. AnschlieRend wurde der Anteil von zf-Parkin-
spezifischer mRNA mittels semi-quantitativer real time PCR bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass die Transkription von zf-Parkin durch Rotenon induziert werden kann, da sich die

MRNA-Menge durch diese Behandlung mehr als verdoppelte (Abb. 20).
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Abb. 20 Endogenes Zebrafisch Parkin wird durch mitochondrialen Stress hochreguliert

Pac2 Zellen wurden mit Rotenon inkubiert (10 nm, 1 Stunde) und sechs Stunden nach der Behandlung
geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels semi-quantitativer real time PCR unter Verwendung
Zebrafisch Parkin-spezifischer Primer analysiert. Die RNA-Mengen wurden mit Hilfe des endogenen
Kontrollgens B-Aktin normalisiert. Abgebildet ist der prozentuale Anteil Parkin-spezifischer mRNA in

Rotenon-behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Quantifizierung beruht auf finf
unabhangigen Experimenten, ***, p < 0,001.
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2.1.4 Zebrafisch-Parkin ist neuroprotektiv

Da das neuroprotektive Potential von humanem Parkin in Gegenwart unterschiedlicher
Stressoren bislang in verschiedenen Zellkultur-Systemen und Tiermodellen gezeigt
werden konnte, wurde die Funktion von Zebrafisch-Parkin beim Stress-induzierten Zelltod
untersucht.

Ein Zelltod-Assay basierend auf indirekter Immunfluoreszenz wurde durchgefiihrt, indem
SH-SY5Y-Zellen transient mit humanem FLAG-Parkin (FLAG-hu-Parkin), FLAG-zf-Parkin
oder FLAG-Vektor transfiziert wurden. Um transfizierte Zellen von untransfizierten
unterscheiden zu koénnen, wurde EYFP (enhanced yellow fluorescent protein)
cotransfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurde die Halfte der Transfektionsansatze
fir drei Stunden mit dem Exzitotoxin Kainat (1 mM) behandelt, das durch
Uberstimulation ionotroper Glutamatrezeptoren Apoptose auslésen kann. Zur
Bestimmung apoptotischer Zellen wurde ein spezifischer Antikérper gegen aktivierte
Caspase-3 verwendet. Die mikroskopische Auszahlung der transfizierten (EYFP-positiven)
Zellen zeigte, dass Zebrafisch-Parkin ebenso wie humanes Parkin neuroprotektiv wirkt.
Der Anteil apoptotischer Zellen in der Vektor-transfizierten Kontrolle stieg unter
Stressbehandlung deutlich von 15% auf 25% an. Im Gegensatz dazu hatte die Inkubation
in Kainat nahezu keinen Einfluss auf die Viabilitdt Parkin-exprimierender Zellen. Die
Apoptoserate FLAG-hu-Parkin- und FLAG-zf-Parkin-transfizierter Zellen betrug im
unbehandelten sowie im gestressten Zustand zwischen 13% und 15% (Abb. 21). Ein
dhnliches Ergebnis wurde nach dreistiindiger Behandlung der Zellen mit dem
mitochondrialen Komplex | Inhibitor Rotenon (10 uM) erzielt (Daten nicht gezeigt). Zur
Expressionskontrolle wurden Zelllysate mittels Western Blot unter Verwendung des anti-

FLAG-Antikorpers analysiert.
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Abb. 21 Zebrafisch-Parkin besitzt neuroprotektives Potential

SH-SY5Y Zellen wurden mit EYFP (enhanced yellow fluorescenct protein) und FLAG-hu-Parkin, FLAG-zf-Parkin
oder FLAG-Vektor cotransfiziert. Einen Tag nach Transfektion wurden die Zellen mit Kainat (1 mM, 3
Stunden) inkubiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Apoptotische Zellen wurden mit
einem spezifischen Antikdrper gegen aktivierte Caspase-3 identifiziert und gezahlt. Abgebildet ist der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen unter mindestens 300 transfizierten Zellen. Die Quantifizierung
beruht auf Duplikaten von drei unabhéngigen Experimenten, ***, p < 0,001. Zur Expressionskontrolle wurde
ein Aliquot des Zelllysats mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-FLAG-Antikérpers
F3165 analysiert.

2.1.6 Zusammenfassung Teil 1

Auf der Suche nach Ursachen fiir die autosomal-rezessiv vererbbare Form der Parkinson-
Erkrankung, die durch Mutationen im Parkin-Gen bedingt ist, ist man in den letzten
Jahren sowohl der Funktion als auch den Griinden fiir den Funktionsverlust von Parkin auf
die Spur gekommen. Nachdem man bei der biochemischen Analyse von humanem Parkin
weitreichende Einblicke in Inaktivierung, Regulation und Funktion gewonnen hatte, blieb
fraglich, ob diese Ergebnisse einzig fiir die Spezies Mensch relevant sind oder ob die
zugrunde liegenden Eigenschaften und Mechanismen zwischen verschiedenen Spezies
konserviert sind. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein Ortholog von humanem
Parkin aus dem Zebrafisch identifiziert und biochemisch charakterisiert. In der zu Beginn
dieser Arbeit durchgefiihrten vergleichenden Analyse konnte gezeigt werden, dass sich
das hoch konservierte Zebrafisch-Parkin unter dem Einfluss zellularer Stressoren analog

zu humanem Parkin verhalt. Das neuroprotektive Potential von Zebrafisch-Parkin zeigt
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sich unter Stress — hier dargestellt am Beispiel von Exzitotoxizitat durch Kainat. Bei
Applikation moderater Dosen schiitzt Parkin die Zellen vor Apoptose. Um diesen Effekt zu
nutzen, wird die Transkription von endogenem Zebrafisch-Parkin unter Stress
hochreguliert. Unter hohem Stress — hier gezeigt am Beispiel von H,0, und Dopamin —
wird das Protein jedoch unléslich und aggregiert und ist somit ebenso anfallig fir

Fehlfaltung und Inaktivierung wie humanes Parkin.
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2.2 Teil 2: Untersuchung der physiologischen Funktion von Parkin im

Zebrafisch (Danio rerio)

Nach der Analyse essentieller biochemischer und funktioneller Protein-Eigenschaften im
Zellkultursystem, die zeigte, dass nicht nur die Sequenz von Parkin im Zebrafisch hoch
konserviert ist, sondern auch das neuroprotektive Potential und die Sensitivitat

gegenuber zelluldren Stressoren, schloss sich die in vivo Untersuchung im Zebrafisch an.

2.2.1 Expression von Parkin im Zebrafisch

Um herauszufinden, in welchen Entwicklungsstadien des Zebrafisches Parkin exprimiert
wird, wurden Zebrafischembryonen und -larven zu verschiedenen Zeitpunkten im Alter
zwischen 45 Minuten und vier Tagen gesammelt. Nach Isolierung von RNA und Synthese
von cDNA wurde eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefiihrt, die zeigte, dass
Parkin-mRNA in allen untersuchten Stadien vorhanden war (Abb. 23). Da die zygotische
Gentranskription im Zebrafisch erst nach der zehnten Zellteilung circa drei Stunden nach
Fertilisation einsetzt, handelt es sich bei den friihen Stadien um maternale RNA, die
bereits bei der Befruchtung in der Oozyte vorhanden ist (Kimmel, 1993; Kimmel et al.,
1995). Zur genaueren Analyse der Parkin-Transkription innerhalb der ersten Tage der
Entwicklung wurde eine semi-quantitative real time PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde
sichtbar, dass im Vergleich zu Tag 1 die Menge an Parkin-mRNA an Tag 2 und Tag 3 nur
unwesentlich zunahm und sich erstmals an Tag 4 verdoppelte. Ab Tag 5 erfolgte ein
deutlicher Anstieg und an Tag 7 hatte sich die Parkin mRNA im Vergleich zu Tag 1 50-fach
erhoht (Abb. 23).
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Abb. 23 Zebrafish-Parkin wird in allen Stadien der friihen Entwicklung exprimiert

(A, B) Gesamt-RNA wurde aus Zebrafischembryonen und -larven im Alter zwischen 45 Minuten und sieben
Tagen isoliert und in cDNA umgeschrieben. (A) Qualitative Analyse mittels PCR unter Verwendung Parkin-
spezifischer Primer. Abgebildet ist die gelelektorphoretische Auftrennung der PCR-Produkte (+:
Positivkontrolle mit Zebrafisch-Parkin-Plasmid-DNA als Matrize; - Negativkontrolle ohne Matrize). (B)
Analyse mittels semi-quantitativer real time PCR unter Verwendung Parkin-spezifischer Primer. Abgebildet
ist der relative Anteil Parkin-spezifischer mRNA verschieden alter Embryonen und Larven im Vergleich zu
einen Tag alten Embryonen.
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2.2.2 Inhibition der Genfunktion in vivo / Transienter Knockdown von

Parkin im Zebrafisch

Der Zebrafisch wird als Modellorganismus gezielt eingesetzt, um die Funktion von Genen
in der Entwicklung zu analysieren. Die Rolle von Parkin in friihen embryonalen und
Larvenstadien wurde untersucht, indem ein transienter Knockdown durchgefiihrt wurde.
Zur Verringerung der Parkin-Expression wurden Antisense-Oligonukleotide (gripNAs) im

Einzellstadium in den Dotter von Wildtyp-Zebrafischeiern injiziert.

2.2.2.1 Auswabhl der gripNAs

Bei der Auswahl der gripNAs stand eine spatere Verifizierbarkeit des angestrebten
Knockdowns im Vordergrund. Da kein Antikorper zur Verfigung steht, der Parkin im
Zebrafisch auf Proteinebene detektieren kann, war ein gripNA, der die Translation
inhibiert, von untergeordnetem Interesse. Den Vorzug erhielt ein gripNA, der durch
Bindung an einen Exon-Intron-Ubergang in der pri-mRNA einen korrekten SpleiRvorgang
inhibiert (gt-grip) (Draper et al., 2001). Infolgedessen ergeben sich drei mogliche
Szenarien fiir das SpleiBprodukt: 1) das Exon wird heraus gespleit und fehlt in der
maturierten RNA, 2) das Intron wird nicht heraus gespleit oder 3) durch Blockierung der
SpleiR-Donor-Stelle wird eine alternative SpleiBstelle in der ndheren Umgebung genutzt
(Abb. 24). Die gripNA-Sequenz wurde komplementar zur Donorspleilistelle von Exon 2
gewadhlt, da bei dessen Verlust eine Verschiebung im Leserahmen und infolgedessen ein
vorzeitiges Stoppcodon gewadhrleistet ware. Im Falle einer Retention von Intron 2 wiirde
ebenfalls ein vorzeitiges Stoppcodon in der Sequenz erscheinen. Die Translation eines
solchen SpleiBproduktes wiirde dadurch zu einem Protein flihren, das in seiner Sequenz
mafgeblich verandert oder verkiirzt ware und seine urspriingliche Funktion verlore. Als
Kontrolle wurde ein gripNA verwendet, der durch Austausch von drei Basen nicht an die
Parkin-Sequenz bindet (gt-MM-grip). Die Sequenzverifizierung der ausgewahlten
Bindestellen erfolgte, indem genomische DNA aus Fischen isoliert und die Zielbereiche
mittels PCR amplifiziert und anschlieend sequenziert wurden. Weiterhin erfolgte ein
Abgleich der Sequenzen mit dem BLAST Algorithmus gegen die Genomdatenbank
ENSEMBL, um sicher zu stellen, dass keine Ubereinstimmungen mit weiteren Stellen im

Zebrafischgenom vorliegen.
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Abb. 24 Knockdown von Parkin im Zebrafisch durch Inhibierung des SpleiBvorgangs.

Abbildung der ersten vier Exons (nummerierte Balken) und Introns (Striche) von Zebrafisch-Parkin. Der
Translationsstart (ATG) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Das Antisense-Oligonukleotid (gt-grip) blockiert
die Donorspleiistelle von Exon 2. Dadurch kann es beim Spleifen der pra-mRNA zu verschiedenen
Varianten kommen: Entfernung von Exon 2, Retention von Intron 2 oder Nutzung einer alternativen
Spleilstelle.

2.2.2.2 Verifizierung und Quantifizierung des Parkin-Knockdowns

Durch die Wahl eines gt-grips bestand die Mdglichkeit, die Effizienz des Knockdowns zu
Uberprifen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion wurde RNA aus gt-grip-
injizierten Embryonen und Kontroll-Embryonen isoliert und eine Reverse Transkriptase-
PCR (RT-PCR) durchgefiihrt. Die Amplifikationsprodukte wurden anschlieRend mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Wahrend bei neun Stunden alten Embryonen nur
sehr schwache Parkin-Banden zu sehen waren, zeigten sie sich ab Tag 1 deutlich. Es war
auffallig, dass die Amplifikationsprodukte aus Knockdown-Embryonen deutlich
schwiachere Bande hervorriefen als die Amplifikationsprodukte aus Wildtyp-Embryonen
(Abb. 25). Die Nutzung einer alternativen SpleiRseite konnte nach Sequenzierung der PCR-
Produkte ausgeschlossen werden. Da Exon 1 lediglich aus 7 Basenpaaren besteht, musste
zur Durchfiihrung der PCR ein Primer benutzt werden, der an eine Sequenz in Exon 2
bindet. Bei Herausspleifden von Exon 2 - infolge der Inhibierung durch den gt-grip - schlagt
demnach die Amplifikation fehl und wéare somit eine Erklarung fir die schwéacheren

Banden der gt-grip-injizierten Embryonen. Die Frage, ob der gt-grip das Herausspleif3en
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von Intron 2 verhindert, konnte mit dieser Methode ebenfalls nicht beantwortet werden,
da dieses Intron mit einer Lange von 67000 Basenpaaren eine Amplifikation mittels PCR

verhindert und somit ebenfalls zu einer abgeschwachten Bande fiihren kann.

9h Tag1 Tag2 Tag3
wt KD wt KD wt KD wt KD

500 bp — == B i e i v

Abb. 25 Verifizierung der Parkin-Knockdown-Effizienz

Gesamt-RNA wurde aus Zebrafischembryonen und -larven nach einem Zeitraum zwischen neun Stunden
und drei Tagen nach Injektion des Zf-Parkin-gt-grips beziehungsweise Kontroll-grips isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Qualitative Analyse mittels PCR unter Verwendung Parkin-spezifischer Primer. Abgebildet
ist die gelelektorphoretische Auftrennung der PCR-Produkte.

Um die Frage zu beantworten, ob die schwéacheren Banden tatsdchlich mit dem
inkorrekten SpleiRen von Exon 2 beziehungsweise Intron 2 in Zusammenhang stehen und
folglich einen Knockdown von Parkin bedeuten, wurde eine semi-quantitative real time
PCR unter Verwendung der TagMan™-Technologie durchgefiihrt. Dabei wurde die
TagMan™-Sonde komplementir zum Ubergang zwischen Exon 2 und Exon 3 synthetisiert,
so dass sie nur bei korrektem SpleiRen an diese Sequenz binden kann (Abb. 26 A). In
diesem Fall wird die TagMan™-Sonde, die mit einem Quencher und einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, wahrend der Amplifikation abgebaut, so dass die
steigende Reporter-Fluoreszenz gemessen werden kann. Im Gegensatz dazu kann die
Sonde bei Verlust von Exon 2 oder der Retention von Intron 2 nicht binden und folglich ist
im Laufe des Amplifikationsprozesses auch keine Reporter-Fluoreszenz detektierbar. Der
Anteil Parkin-spezifischer mRNA wurde mittels dieser Methode in Embryonen an Tag 1, 2
und 3 nach Injektion des gt-grips im Vergleich zu gleichaltrigen Kontroll-injizierten
Embryonen desselben Geleges ermittelt. Die Auswertung zeigte, dass einen Tag nach
Injektion in den Parkin-gt-grip-injizierten Embryonen nur noch circa 48% korrekt
gespleilliter Parkin-mRNA vorhanden war. Ein Wert, der sich an den beiden Folgetagen
noch auf bis zu circa 37% verringerte und demnach den angestrebten Knockdown
bestatigte (Abb. 26 B). Wie bereits erldutert, fihrt das fehlerhafte SpleiRen zu einem
vorzeitigen Stoppcodon und infolgedessen zu einem stark verkirzten Protein und dessen

Funktionsverlust. Durch die Retention von Intron 2 wiirde ein Protein mit einer Lange von
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65 Aminosduren entstehen (wobei acht Aminosduen aus der Intronsequenz
hervorgehen), das nicht einmal der Ldnge der N-terminalen Ubiquitin-dhnlichen Domane
entspricht. Eine noch weitreichendere Verkiirzung ist flir das Herausspleifen von Exon 2
zu erwarten. Die dadurch bedingte Verschiebung des Leserahmens wiirde zu einem

Protein mit einer Lange von lediglich vier Aminosauren fiihren.
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Abb. 26 Quantifizierung der Parkin-Knockdown-Effizienz

(A, B) Die Effizienz des Parkin-Knockdowns wurde mittels semi-quantitativer real time PCR basierend auf
der TagMan™ Technologie bestimmt. (A) Die Parkin-spezifische TagMan-Sonde bindet an den Ubergang
zwischen Exon 2 und Exon 3, die Parkin-spezifischen Primer sind als Pfeile dargestellt. (B) Der Parkin-gt-grip
wurde im Einzellstadium in Zebrafischeier injiziert. Aus den Embryonen wurde ein, zwei oder drei Tage nach
Injektion Gesamt-RNA isoliert und mittels semi-quantitativer real time PCR analysiert. Die RNA-Mengen
wurden auf das endogene Kontroll-Gen B-Aktin normalisiert. Abgebildet ist der Anteil Parkin-spezifischer

mRNA im Vergleich zu Kontroll-injizierten Embryonen. Die Quantifizierung beruht auf vier unabhangigen
Experimenten, ***, p <0,001.

2.2.2.2 Morphologie der Parkin-Knockdown-Zebrafischembryonen

Nach Bestatigung des Parkin-Knockdowns wurden die Fische auf morphologische
Auffalligkeiten untersucht. Innerhalb der ersten Tage konnten keine Verdanderungen in
den duBerlichen Merkmalen festgestellt werden. Zwei Tage alte Parkin-Knockdown-
Embryonen waren morphologisch nicht von ihren Kontroll-injizierten Geschwistern

unterscheidbar (Abb. 27). Dartber hinaus war weder in der Entwicklung noch im

66



Ergebnisse

Verhalten eine Abweichung sichtbar. Der Schliipfvorgang erfolgte parallel zu dem der
Kontroll-injizierten Embryonen und der Fluchtreflex bei Berihrung war ebenfalls

vergleichbar ausgepragt.

Kontrolle Parkin Knockdown

Abb. 27 Knockdown von Parkin fiihrt im Zebrafisch zu keinen offensichtlichen Veranderungen der
Morphologie

Lichtmikroskopische Aufnahme zwei Tage alter Parkin-Knockdown-Zebrafischembryonen und Kontroll-
injizierter Geschwister.

Um herauszufinden, ob eine groBere Menge des injizierten gt-grips eventuell die
Knockdown-Effizienz erhéht und somit moglicherweise einen Phanotyp hervorrufen kann,
wurde die injizierte Konzentration von 1 mM auf 3 mM erhoht. Mittels quantitativer rea/
time PCR wurde ein Anteil von circa 28% korrekt gespleiter Parkin mRNA ermittelt (Abb.
28). Der GroRteil des Geleges zeigte weiterhin keine phanotypischen Veranderungen.

Es fielen jedoch einzelne Embryonen auf, die in verschieden starker Auspragung eine
abknickende Korperachse mit stark verkiirztem Schwanz sowie Unterentwicklung im
Bereich Kopf und Augen mit massivem Zelltod im Gehirn zeigten (Abb. 28). Diese
Veranderungen, die zuvor bereits nach Injektion anderer gripNAs beobachtet wurden,
werden vermutlich durch toxische Effekte hervorgerufen und sind moglicherweise auf die

hohe Konzentration des injizierten gt-grips zuriickzufihren.
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Abb. 28 Hohe Konzentrationen des Parkin-gt-grips fiihren zu einem toxischen Phdnotyp

Unterschiedliche Konzentrationen des Parkin-gt-grips wurden im Einzellstadium in Zebrafischeier injiziert.
Ein Tag nach Injektion wurde aus den Embryonen Gesamt-RNA isoliert und mittels semi-quantitativer real
time PCR analysiert. Die RNA-Mengen wurden auf das endogene Kontrollgens B-Aktin normalisiert.
Abgebildet ist der Anteil Parkin-spezifischer mRNA im Vergleich zu kontrollinjizierten Embryonen. Im
rechten Teil sind lichtmikroskopische Aufnahmen ein Tag alter Embryonen zu sehen. Die Schwarzfarbung
des Gehirns nach Injektion hoher Konzentrationen weist auf Zelltod hin. (Aufnahmen stammen von einem
anderen Parkin-gt-grip mit dhnlichem toxischem Effekt).

2.2.2.3 Analyse dopaminerger Neurone

Nachdem keine &uBerlich sichtbaren Verdanderungen in der Morphologie erkennbar
waren, erfolgte die Analyse auf zelluldrer Ebene. Da ein Hauptmerkmal der Parkinson-
Erkrankung der weitgehend selektive Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia
nigra ist und es im Zwischenhirn des Zebrafischs ein Homolog zu dieser menschlichen
Mittelhirnregion gibt, galt es zu klaren, ob der Knockdown von Parkin einen Einfluss auf
die dopaminergen Neurone im Zebrafisch hat. Aufgrund der Tatsache, dass die rdumliche
Verteilung dieser Neurone 72 Stunden nach Fertilisation abgeschlossen ist (Holzschuh et
al., 2001; Lam et al., 2005; McKinley et al., 2005), wurden die folgenden Analysen mit drei

Tage alten Zebrafischlarven durchgefihrt.

2.2.2.3.1 In situ-Hybridisierung gegen Tyrosinhydroxylase

Um dopaminerge Neurone zu visualisieren, wurde Digoxigenin-markierte Gegenstrang-
RNA der Tyrosinhydroxylase (thl) synthetisiert. Diese Sonde konnte wahrend des
Hybridisierungsprozesses an die Tyrosinhydroxylase-mRNA in den dopaminergen Zellen
der zuvor fixierten Embryonen binden. Nach Inkubation mit einem Digoxigenin-

Antikorper, der mit alkalischer Phosphatase markiert vorliegt, und anschlielender
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enzymatischer Farbreaktion, wurden die dopaminergen Neurone sichtbar. Die
mikroskopische Analyse zeigte sowohl in der Kontroll-Gruppe als auch in der Parkin-
Knockdown-Gruppe grofRe interindividuelle Unterschiede (Abb. 29). Von Embryo zu
Embryo waren Schwankungen im Tyrosinhydroxylase-Muster erkennbar, so dass eine
Aussage Uber eine mogliche Beeintrachtigung dopaminerger Neurone anhand dieser

Methode nicht moglich war.

Tyrosinhydroxylase

Kontrolle

i #
Parkin Knockdown ‘M‘ .
'S ¥ g
'\. i
d3 ‘

Abb. 29 In situ-Hybridisierung mit Tyrosinhydroxylase
Dorsale Ansicht drei Tage alter Zebrafischlarven, deren dopaminerge Neurone mit einer Gegenstrang-RNA-
Sonde gegen Tyrosinhydroxylase angefarbt wurden.

2.2.2.3.2 Quantifizierung der Tyrosinhydroxylase-mRNA mittels semi-quantitativer real

time PCR

Aufgrund der mangelnden Aussagekraft der in situ-Hybridisierung wurde die semi-
quantitative real time PCR als weitere und zugleich sensitivere Methode zur Bestimmung
von Tyrosinhydroxylase-mRNA angewendet. Obwohl endogenes Parkin in drei Tage alten
Parkin-Knockdown-Embryonen um 60% reduziert war, blieb die durchschnittliche relative
Menge an Tyrosinhydroxylase-mRNA gleich -bezogen auf die Kontroll-injizierten
Embryonen (Abb. 30). Da der Durchschnittswert von einer hohen Standardabweichung
gepragt war, stellte sich die Frage, ob der Knockdown in den einzelnen Versuchen
unterschiedlich effizient war. Hierzu wurden die relativen Mengen von Parkin-mRNA mit
den entsprechenden relativen Mengen von Tyrosinhydroxylase-mRNA in flnf

unabhangigen Einzelversuchen verglichen (Abb. 30). Dabei wurde deutlich, dass ein
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starkerer Knockdown — charakterisiert durch geringere relative Mengen von Parkin-mRNA
- nicht zwangslaufig eine Verminderung der relativen Mengen von Tyrosinhydroxylase-
mRNA bedingten. Es gab keine Korrelation zwischen den mRNA-Mengen von Parkin und
Tyrosinhydroxylase, so dass man angesichts dieses Ergebnisses davon ausgehen kann,
dass der hier gezeigte Parkin-Knockdown im Zebrafisch nicht zum Verlust dopaminerger

Neurone fihrt.
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Abb. 30 Quantifizierung von Tyrosinhydroxylase-mRNA in Zebrafischembryonen

Aus Parkin-Knockdown-Larven und Kontroll-injizierten Geschwistern wurde drei Tage nach Injektion
Gesamt-RNA isoliert und mittels semi-quantitativer real time PCR unter Verwendung Zebrafisch-
Tyrosinhydroxylase-spezifischer Primer analysiert. Die RNA-Mengen wurde auf das endogene Kontrollgen -
Aktin normalisiert. Abgebildet ist der prozentuale Anteil Tyrosinhydroxylase-spezifischer mRNA in Parkin-
Knockdown-Larven im Vergleich zu Kontrollen. Die Quantifizierung beruht auf finf unabhangigen
Experimenten. In der rechten Tabelle sind die Ergebnisse der einzelnen Experimente aufgefiihrt und die
individuellen Tyrosinhydroxylase-mRNA-Mengen den Parkin-mRNA-Mengen gegenilibergestellt.

2.2.2.4 Analyse der Mitochondrien

Da sich neuronale Zellen durch einen hohen Energiebedarf auszeichnen und zu dessen
Deckung auf Mitochondrien angewiesen sind, wurde eine Dysfunktion dieser Organellen
in den letzten Jahren als friihes Ereignis in Neurodegenerationsprozessen beschrieben.
Voraussetzung fir die Funktionalitdt von Mitochondrien sind unter anderem koordinierte
Fusions- und Teilungsprozesse zur Erhaltung des dynamischen tubuldren Netzwerks.
Stoérungen  dieser  Prozesse  sowie  Verdnderungen des  mitochondrialen

Membranpotentials deuten auf eine mitochondriale Dysfunktion.
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2.2.2.4.1 Analyse der mitochondrialen Morphologie

Die Tatsache, dass der Verlust von Parkin infolge eines siRNA-induzierten Knockdowns die
Morphologie und dynamischen Prozesse von Mitochondrien verandert (Lutz et al., 2009)
siehe auch Teil 2.3), gab Anlass zu der Vermutung, dass dhnliche Abnormalitdten im
Parkin-Knockdown-Zebrafisch-Modell vorliegen kdnnten. Zu Beginn wurden verschiedene
Moglichkeiten getestet, um Mitochondrien in lebenden Zebrafischen mikroskopisch
sichtbar zu machen. Aus den Plasmiden pCS2+ mito-GFP und pCS2+ H2B-mRFP, die die
codierenden Sequenzen des green fluorescent protein (GFP) gekoppelt an eine
mitochondriale Signalsequenz beziehungsweise des Histonproteins H2B gekoppelt an das
monomeric red fluorescent protein (mRFP) enthalten, wurde zundchst mRNA synthetisiert
und anschlieBend im Einzellstadium in den Dotter von Wildtyp-Zebrafischeiern injiziert.
Alternativ zu diesem Ansatz, der Mitochondrien durch Expression eines fluoreszierenden
Proteins anfarbt, wurden Zebrafischeier in dem zellpermeablen Fluoreszenzfarbstoff
MitoTracker Red CMXRos™ inkubiert, der nach potentialabhangiger Diffusion in aktiven
Mitochondrien akkumuliert. 24 Stunden nach Fertilisation wurden die Embryonen mit
einem konfokalen Mikroskop untersucht. Es stellte sich heraus, dass beide Methoden
geeignet sind, um Mitochondrien zu visualisieren (Abb. 31), wobei im Fall der
MitoTracker-Farbung eine lange Inkubationszeit und eine hohe Verdinnung erforderlich
waren, um gute Ergebnisse ohne toxische Nebeneffekte zu erzielen. Um Fragmentierung
der Mitochondrien zu induzieren und zu veranschaulichen, wurden die Embryonen in
Rotenon inkubiert, da friihere Studien bereits einen entsprechenden Effekt auf humane
Zellen und Rattenneurone gezeigt hatten (Barsoum et al., 2006; Benard et al., 2007). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte nach der Inkubation die
Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks in Hautzellen beobachtet werden.
Anstelle von tubuldren, lang gestreckten Mitochondrien lagen nach Behandlung mit
Rotenon nur noch kugelférmige vor (Abb. 31). Dieser dramatische Effekt wurde durch

lange Inkubationsdauer in subletalen Dosen herbeigefiihrt.
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Abb. 31 Rotenon fiihrt in Zebrafischembryonen zu mitochondrialer Fragmentierung

Mitochondrien kénnen in lebenden Zebrafischen durch verschiedene Techniken sichtbar gemacht werden.
Durch Injektion von GFP-RNA mit mitochondrialer Signalsequenz in den Dotter im Einzellstadium, kommt es
zu mitochondrialer Expression von GFP. Gleichzeitige Injektion der mRFP-gekoppelten RNA des
Hitstonproteins H2B ermdoglicht die Visualisierung des Zellkerns (linke Seite). Inkubation tiber 24 h in
MitoTracker Red CMXRos fiihrt zu Akkumulation des Fluoreszenzfarbstoffs in Mitochondrien (rechte Seite).
Lange Inkubation in niedrigen Konzentrationen von Rotenon fiihrt zur Fragmentierung des tubuldren
mitochondrialen Netzwerks (unterer Teil). Abgebildet sind Zellen der duReren Hautschicht.

Um den Einfluss von Parkin auf die mitochondriale Morphologie zu untersuchen, wurden
mito-GFP-RNA und H2B-mRFP-RNA gemeinsam mit dem Parkin-gt- beziehungsweise
Kontroll-grip injiziert. Die 24 Stunden nach Fertilisation stattfindende mikroskopische
Analyse zeigte ein intaktes tubuldres Netzwerk — sowohl in den Kontroll-injizierten als
auch in den Parkin-Knockdown-Embryonen (Abb. 32). Ein offensichtlicher Unterschied
beziiglich Morphologie war nicht erkennbar. Um herauszufinden, ob Mitochodrien von
Parkin-KnockdownEmbryonen durch eine héhere Vulnerabilitat gekennzeichnet sind und
unter einem mitochondrialen Toxin eine friihere und/oder stirkere Fragmentierung
erkennen lassen, wurden die Embryonen lber einen vergleichsweise kurzen Zeitraum mit
einer erhohten Konzentration von Rotenon behandelt. Es stellte sich heraus, dass sich die
langen tubuldaren Mitochondrien durch diese Behandlung zwar sichtbar verkirzten, es

jedoch keinen Unterschied zwischen Kontroll-injizierten und Parkin-Knockdown-
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Embryonen gab (Abb. 32). Die Wirkung von Rotenon fiihrte in beiden Fallen zu gleichen

morphologischen Veranderungen.

ParkinKD
i 5 ' |
# Rotenon
100 pg/l
6h
Abb. 32 Knockdown von Parkin fiihrt in Zebrafischembryonen nicht zu Veranderungen der

mitochondrialen Morphologie in epidermalen Zellen

Fluoreszenmikroskopische Aufnahmen der duBeren Hautzellen von ein Tag alten Parkin-Knockdown-
Zebrafischembryonen und ihren Kontrollen. Zusatzliche Injektion von mito-GFP-RNA (und H2B-mRF-RNA)
ermoglicht die Sichtbarmachung der Mitochondrien in griin (und Zellkerne in rot). Behandlung mit Rotenon
Giber einen Zeitraum von 6 Stunden I6st sowohl in Parkin-Knockdown-Embryonen als auch in Kontrollen
eine Verkirzung der Mitochondrien hervor.

2.2.2.4.2 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials

Um das Membranpotential der inneren Mitochondrienmembran zu bestimmen, wurden
24 Stunden nach Fertilisation Mitochondrien aus Wildtyp-, Kontroll-injizierten und Parkin-
Knockdown-Embryonen isoliert. Zu diesem Zweck wurden die Embryonen mit Ultraschall
homogenisiert und die Mitochondrien anschlieBend durch differentielle Zentrifugation
angereichert. AnschlieBend wurden sie mit dem lipophilen, kationischen
Fluoreszenzfarbstoff JC-1 (5, 5, 6, 6'-Tetrachlor-1, 1, 3, 3'-
Tetraethylbenzimidazolcarbocyaniniodid) inkubiert, der von gesunden Zellen in die
mitochondriale Matrix aufgenommen wird und dort orange fluoreszierende J-Aggregate
bilden kann. Ist das Membranpotential jedoch vermindert, findet keine Aufnahme statt
und der Farbstoff verbleibt als griin fluoreszierendes Monomer. Das Verhaltnis zwischen
aggregierter und |6slicher Form von JC-1, das nach Messung mit einem Fluorometer
bestimmt werden kann, gibt somit Auskunft (iber das Membranpotential. Als

Positivkontrolle wurden Mitochondrien aus Wildtyp-Embryonen vor der Inkubation mit
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JC-1 mit Valinomycin behandelt. Dieser lonophor verursacht durch den Transport von
Kalium-lonen durch die Mitochondrien-Membran den Zusammenbruch des
Membranpotentials (Safiulina et al., 2006). In den den Mitochondrienprdparationen
konnte dies dosisabhangig beobachtet werden (Abb. 33). Im Gegensatz dazu war kein
signifikanter Unterschied zwischen den Praparationen aus Wildtyp-, Kontroll-injizierten

oder Parkin-Knockdown-Embryonen feststellbar.
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Abb. 33 Knockdown von Parkin fiihrt in Zebrafischembryonen nicht zu Veranderungen des

Membranpotentials

Aus 24 Stunden alten Wildtyp-Zebrafischembryonen, Parkin-Knockdown-Embryonen und Kontroll-
injizierten Embryonen wurden Mitochondrien isoliert und hinsichtlich ihres mitochondrialen
Membranpotentials untersucht. Nach Inkubation in dem Fluoreszenzfarbstoff JC-1 wurde das
Membranpotential spektrofluorometrisch bestimmt. Das Membranpotential ist angegeben als Verhéltnis
zwischen aggregiertem, intramitochondrialem JC-1 (rot) und monomerem, zytosolischem JC-1 (grin).
Mitochondrien aus Wildtyp-Embryonen wurden als Positivkontrolle zusatzlich mit dem lonophor
Valinomycin behandelt, das konzentrationsabhangig zur Abnahme des Membranpotentials fiihrt.

Um herauszufinden, ob Mitochondrien durch den Knockdown von Parkin anfalliger
gegenlber Stress sind, wurden die verschiedenen Prdparationen mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Komplex I-Inhibitors Rotenon inkubiert. In Ubereinstimmung mit
friheren Studien, die zeigen konnten, dass Rotenon zu einem Zusammenbruch des
Membranpotentials fihrt (Bonsi et al.,, 2004), manifestierte sich auch hier eine
dosisabhangige Abnahme des Membranpotentials (Abb. 34). Nach Inkubation in 10 uM
Rotenon fiel das Potential um circa 32%, nach Inkubation in 100 uM um circa 70%. Diese

Reduktion betraf jedoch alle Praparationen gleichermaBen. Es war kein Unterschied
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zwischen Mitochondrien aus Wildtyp-, Kontroll-injizierten und Parkin-Knockdown-

Embryonen sichtbar.
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Abb. 34 Mitochondrien aus Parkin-Knockdown-Zebrafischembryonen sind im Vergleich zu

Kontrollen nicht anfalliger gegeniiber Komplex I-Inhibition

Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp-Zebrafischembryonen, Parkin-Knockdown und Kontroll-injizierten
Embryonen wurden mit Rotenon in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Das Membranpotential
wurde spektrofluorometrisch nach Inkubation mit JC-1 bestimmt und ist angegeben als Verhaltnis zwischen
aggregiertem, intramitochondrialem JC-1 (rot) und monomerem, zytosolischem JC-1 (grin).

2.2.2.5 Etablierung neurotoxischer Modelle

Da die Reduktion der Genfunktion von Parkin weder zu morphologischen Veranderungen
noch zu Entwicklungsstoérungen gefiihrt hatte, stellte sich die Frage, ob die verminderte
Expression von Parkin unter Stress zu einer erhodhten Anfalligkeit in Form von

vermehrtem Zelltod fuhrt.

2.2.2.5.1 Untersuchung von chemischen Inhibitoren

Um dies zu ergriinden, galt es zundchst einen Stressor zu finden, der im Zebrafisch
titrierbare und quantitativ messbare Apoptose auslost. Dazu wurden diverse Substanzen
getestet, deren Angriffspunkte mit der Parkinson-Erkrankung in Zusammenhang gebracht
werden.

Zur Hemmung der mitochondrialen Atmungskette wurden der Komplex I-Inhibitor

Rotenon und der Entkoppler CCCP (Carbonyl-Cyanid-m-Chlorophenyl-Hydrazon)
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eingesetzt, der zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials flihrt. Zwei
Tage alte Embryonen wurden dechorioniert und in Embryomedium unter Zusatz der
genannten Substanzen inkubiert. Unter CCCP-Behandlung setzten bei Konzentrationen
zwischen 250 und 750 nM/L nach zwei bis drei Stunden die ersten Symptome ein. Ein
verlangsamter Herzschlag flhrte zundchst zu einem Stocken des Blutflusses und
Blutansammlung sowie Odembildung in Herzndhe. Im weiteren Verlauf wurde deutlich,
dass der Fluchtreflex (das schnelle Fortschwimmen nach Beriihrung) nicht mehr
vorhanden war und die Embryonen in den folgenden Stunden sukzessive starben. Um
diesen Prozess auf zelluldrer Ebene zu verfolgen, wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
eine mikroskopische Analyse durchgefiihrt. Hierfir wurden die Embryonen betdaubt und
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Acridin Orange inkubiert, der selektiv von sterbenden Zellen
aufgenommen wird und in die DNA interkaliert. Unter Fluoreszenzlicht wurden die griin
leuchtenden, sterbenden Zellen im Rickenmark der noch lebenden Embryonen gezahlt.
Wadhrend in den ersten Stunden der Inkubation keine erhéhte Anzahl vorlag, konnte in
der terminalen Phase bis zum Exitus beobachtet werden, dass der Zelltod von der
Schwanzspitze ausgehend schnell voran schritt. Ein vorrangiges Sterben der Neurone in
Gehirn oder Rickenmark war nicht detektierbar. Ein dhnliches Bild ergab sich unter
Behandlung mit Rotenon. Verminderter Herzschlag fiihrte zur Bildung von Odemen und
einer fortschreitenden Unterversorgung der Peripherie, so dass die Zellen der Embryonen
vom Schwanz ausgehend abstarben, was fluoreszenmikroskopisch nachvollziehbar war.
Neben mitochondrialen Toxinen wurden auch Substanzen getestet, die durch
Exzitotoxizitdt zum Zelltod fihren (Caudle und Zhang, 2009; Yacoubian und Standaert,
2009). Die Zugabe des Neurotransmitters Glutamat und dessen Strukturanalogon Kainat
zum Embryomedium fihrte zu vermindertem Fluchtreflex und — abhangig von Dosis und
Inkubationszeit — zum Sterben der Embryonen. Ubereinstimmend mit den zuvor
eingesetzten mitochondrialen Toxinen, konnten auch hier sterbende Zellen nicht
guantifiziert werden, da sich der Zelltod von der Peripherie ausgehend, unter
Einbeziehung aller umliegenden Zellen, rasch ausbreitete. Als weitere Verbindung aus
dieser Substanzklasse wurde Domoinsdure untersucht, die ebenfalls mit Kainat und
Glutamat strukturverwandt ist und AMPA- und Kainat-Rezeptoren stimuliert. (Peng et al.,
1994). Unterschiedliche Konzentrationen wurden vier Stunden nach Fertilisation in den

Dotter von Wildtyp-Zebrafischeiern injiziert. Zwei Tage nach Injektion waren zwischen 8%
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und 26% der injizierten Embryonen tot. Unter den verbliebenen Embryonen, die mit
Konzentrationen von 1 pg/uL oder 0,5 pg/uL injiziert worden waren, zeigten circa 50%
Krampfanfalle, die sich als Zittern und Kontraktion des gesamten Kérpers duBerten und
sowohl einen Fluchtreflex als auch eine normale Schwimmbewegung verhinderten.
Embryonen, die mit geringerer Konzentration injiziert worden waren (0,1 pug/uL), zeigten
prozentual weniger Anfallsneigung (34%). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse lieferte
auch hier kein Ergebnis, da bis zum Zeitpunkt unmittelbar vor dem Tod kein

nennenswerter Zelltod sichtbar war.

Toxizitat Mechanismus Substanz Effekt

- Verminderter Fluchtreflex
. . Inhibierung von Komplex | .
Mitochondrial Rotenon Verminderter Herzschlag
der Atmungskette ..
Odeme
Entkopplung der Verminderter Fluchtreflex
Mitochondrial oxidativen CCCP Verminderter Herzschlag
Phosphorylierung Odeme
. . Stimulierung von Verminderter Fluchtreflex
Exzitatorisch L-Glutamat
Glutamatrezeptoren
Stimulierung von Verminderter Fluchtreflex
Exzitatorisch Glutamatzrezeporen des Kainat
Kainat-Subtyps
Stimulierung von Krampfanfalle
Exzitatorisch Glutamatzrezeporen des Domoinsaure Verminderter Fluchtreflex
Kainat- und AMPA-Subtyps

Tab. 1 Untersuchung toxischer Einfliisse auf Zebrafischembryonen

2.2.2.5.2 Untersuchung von proteotoxischem Stress

Eine weitere Moglichkeit, Apoptose zu induzieren, besteht in der Anwendung von
Hitzeschock. Dabei handelt es sich um einen klassischen Ausloser flir proteotoxischen
Stress, der durch Verdnderungen in der Proteinfaltung zu apoptotischem Zelltod fiihrt,
sobald ein kritischer Schwellenwert Uberschritten wird (Jolly und Morimoto, 2000;
Morimoto, 2008). Im Zebrafish konnte gezeigt werden, dass eine temporare Erhéhung der
Umgebungstemperatur um circa 11°C (von 28,5°C auf 39°C) zu Apoptose fiihrt, die
insbesondere empfindliche Regionen wie Gehirn und Rickenmark betrifft (Yabu et al.,
2001). Um herauszufinden, ob die Hitzeschock-induzierte Apoptose mikroskopisch
quantifizierbar ist, wurden zuerst verschiedene Temperaturen und Inkubationszeiten mit
Wildtyp-Zebrafischembryonen getestet. Hierflir wurden Embryonen 48 Stunden nach

Fertilisation dechorioniert, in einem definierten Volumen Embryomedium fir eine
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bestimmte Zeit erhitzt und anschlieRend in 28,5°C warmes Embryomedium zurlickgesetzt.
Die anschlieRende mikroskopische Analyse gab Auskunft Gber die am besten geeigneten
Bedingungen (Abb. 35). Bei einstiindigem Hitzeschock von 39°C und folgenden
achtstiindiger Regeneration bei 28,5°C zeigten sich liber das gesamte Riickenmark verteilt
apoptotische Zellen (Abb. 35). Diese Bedingungen hatten jedoch keine Auswirkung auf

Vitalitat, Morphologie oder Verhalten der Embryonen.
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Abb. 35 Hitzeschock fiihrt in Zebrafischembryonen zu Zelltod im Riickenmark

(A) Dechorionierte, zwei Tage alte Embryonen werden fir eine Stunde bei 39°C inkubiert und anschlieRend
Uber acht Stunden bei 28,5°C gehalten. Nach Inkubation in Acridin Orange und Einbettung in low-melting-
Agarose konnen die sterbenden Zellen im Riickenmark mikroskopisch quantifiziert werden. (B) Hitzeschock
fuhrt in Wildtyp-Embryonen zu deutlichem Anstieg von Zelltod (n= 17 beziehungsweise n= 20).
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Da Apoptose eine wichtige Rolle im Entwicklungsprozess spielt, wird Zelltod zu einem
gewissen Mal auch unter physiologischen Bedingungen beobachtet (Cole und Ross,
2001). Bevor der Einfluss von proteotoxischem Stress auf Parkin-Knockdown-Embryonen
untersucht wurde, galt es, den basalen Zelltod in Knockdown und Kontroll-injizierten
Embryonen zu ermitteln. Hierbei zeigten die Parkin-Knockdown-Embryonen einen
kleinen, aber signifikanten Anstieg in der Anzahl sterbender Zellen (Abb. 36). Im Vergleich
zu nicht injizierten Embryonen war eine generelle Zunahme sterbender Zellen zu
verzeichnen, was auf die Injektionsprozedur zurlckzufiihren ist, die einen massiven
Eingriff darstellt. Der leichte Anstieg apoptotischen Zelltods in Parkin-Knockdown-
Embryonen fiihrte weder zu einem offensichtlichen morphologischen Phanotyp noch zu
Verhaltensanderungen. Er deutete jedoch auf eine moglicherweise erhohte
Vulnerabilitat, die anschlieRend unter proteotoxischem Stress untersucht wurde. Nach
Hitzeschock zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen Parkin-Knockdown- und
Kontroll-injizierten Embryonen. Die Anzahl sterbender Zellen im Rickenmark Parkin-

defizienter Embryonen war gegeniiber den Kontrollen signifikant erhoht (Abb. 36).
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Abb. 36 Parkin-Knockdown-Zebrafischembryonen sind anfalliger fiir Hitzeschock-induzierten Zelltod

Dechorionierte, zwei Tage alte Embryonen wurden fiir eine Stunde bei 39°C inkubiert und anschliefend
liber acht Stunden bei 28,5°C gehalten. Nach Inkubation in Acridin Orange wurde Zelltod im Riickenmark
quantifiziert. (A) Parkin-Knockdown-Embryonen zeigen unter Basalbedingungen einen leichten, aber
signifikanten Anstieg sterbender Zellen. (B) Hitzeschock fiihrt in Parkin-Knockdown-Embryonen im Vergleich
zu Kontroll-injizierten Geschwistern zu einem starkeren Anstieg von Zelltod. Quantifizierungen beruhen auf
drei unabhangigen Experimenten, n 2 50; ***p < 0,001.
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2.2.3 Generierung und Untersuchung Parkin-transgener Zebrafische

Wie bereits erldutert wurde, konnte bisher vornehmlich im Zellkulturmodell gezeigt
werden, dass Parkin in der Lage ist, Zellen vor einer groflen Bandbreite von Stressoren zu
schiitzen, die Apoptose induzieren. Da die Ergebnisse in Teil 2.1 belegen, dass Zebrafisch-
Parkin ebenfalls protektiv wirkt und die Ergebnisse in Teil 2.2. darauf hinweisen, dass der
Verlust von Parkin zu einer hoheren Anfalligkeit gegeniber proteotoxischem Stress fihrt,
wurden Parkin-transgene Zebrafische generiert, um als neues Vertebratenmodell zur
Untersuchung der neuroprotektiven Funktion von Parkin zu dienen.

Alle Prozesse zur Herstellung dieser Fische wurden von Anna Pilsl durchgefiihrt. Hierfiir
wurde ein Vektorsystem verwendet, das die Klonierung zweier Konstrukte erforderte
(Paquet et al., 2009). Wahrend das sogenannte Driver-Konstrukt die codierende Sequenz
von Gal4-VP16 enthdlt, dessen Expression durch den ubiquitaren Promotor EFla
kontrolliert wird, enthalt das sogenannte Responder-Konstrukt die codierenden
Sequenzen des Fluoreszenzmarkers DsRed und humanen Vollldangen-Parkins unter
Kontrolle einer upstream activating sequence (UAS). Durch die Expression von Gal4-VP16
kommt es somit zu einer Transaktivierung der UAS und dadurch zur bidirektionalen
Expression von DsRed und Parkin (Abb. 37). Die DNA dieser beiden Konstrukte wurde
zusammen mit der mRNA von Tol2-Transposase im Einzellstadium in die Zelle von
Zebrafischeiern injiziert. Da Zebrafische keine endogene Tol2-Transposase besitzen,
wurde hierdurch die stabile Integration des Transgens moglich. Die Zebrafische dieser FO-
Generation, die die beiden Transgene mosaikartig exprimieren, wurden bis zur
Geschlechtsreife aufgezogen und mit Wildtyp-Fischen ausgekreuzt, um in der folgenden
F1-Generation Nachkommen zu erhalten, die die Transgene durch Weitergabe per
Keimbahn stabil ins Genom eingebaut haben. Diese Fische wurden anhand ihrer DsRed-
Expression unter Fluoreszenzlicht aussortiert und weiter geziichtet. Dementsprechend
ermoglicht die Fluoreszenzmikroskopie eine schnelle und einfache Identifikation
transgener Fische und ihrer nicht-transgenen Geschwister (Abb. 37). Der Nachweis der
Parkinexpression wurde immunhistochemisch auf Gefrierschnitten von 24 Stunden alten
Embryonen erbracht. Die Schnitte vom Kopfbereich zeigten die ubiquitdre Expression von
Parkin, die mit der Expression von DsRed Uberlappt (Abb. 37). Dariiber hinaus war Parkin

bereits sechs Stunden nach Fertilisation mittels Western Blot detektierbar und die
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Proteinmenge nahm, dem dem Wachstum der Embryonen entsprechend, in der

folgenden Entwicklung deutlich zu (Abb. 37).
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Abb. 37 Charakterisierung Parkin-transgener Zebrafische

(A) Das zur Generierung transgener Zebrafische verwendete Gal4/UAS-basierte bidirektionale
Expressionssystem besteht aus zwei Konstrukten. Das Driver-Konstrukt enthélt den ubiquitdren Promotor
EFla, der die Expression von Gal4/VP16 steuert. Dieses kann an die UAS-Sequenz des Responder-Konstrukts
binden und somit die Expression von Parkin und DsRed aktivieren. (B) Transgene Nachkommen von Parkin-
transgenen Zebrafischen, die mit Wildtyp-Fischen ausgekreuzt werden, kdnnen 24 Stunden nach
Fertilisation aufgrund ihrer DsRed-Expression unter Fluoreszenzlicht von ihren nicht-transgenen
Geschwistern unterschieden werden. (C) Parkin- und DsRed-Expression uberlappen in transgenen
Zebrafischembryonen. Gefrierschnitte des Kopfbereichs ein Tag alter transgener Embryonen wurden
immunhistochemisch mit dem anti-Parkin-Antikérper PRK8 gefdrbt (griin), Zellkerne mit DAPI sichtbar
gemacht (blau). (D) Western Blot Analyse Parkin-transgener Embryonen und ihrer nicht-transgenen
Geschwister (Kontrolle) 6, 12, 24 und 48 Stunden nach Fertilisation (hpf). Detektion von Parkin ist mit dem
anti-Parkin-Antikorper PRKS8 bereits nach 6 Stunden moglich.
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2.2.3.1 Untersuchung Parkin-transgener Zebrafischembryonen in neurotoxischen

Modellen

Um herauszufinden, ob die verstarkte Expression von Parkin einen schitzenden Effekt
hat, wurden Parkin-transgene Embryonen und ihre nicht-transgenen Geschwister zwei
Tage nach Fertilisation dechorioniert und in Embryomedium unter Zusatz von CCCP
inkubiert.  Durch  die  Entkopplung des  Elektronentransports von  der
Atmungskettenphosphorylierung verhindert CCCP die Synthese von ATP und fiihrt
letztendlich zur Apoptose. Da zuvor beschriebene Ergebnisse gezeigt hatten, dass eine
mikroskopische Quantifizierung apoptotischer Zellen nicht praktikabel ist, wurde der
Exitus der Embryonen als Endpunkt gewadhlt. Bei einer Konzentration von 750 uM CCCP
zeigten sich bereits nach einer Inkubationszeit von einer Stunde die ersten Symptome.
Verlangsamter Herzschlag, Ausbildung von Odemen, verminderter Fluchtreflex verbunden
mit zunehmender Bewegungsunfahigkeit zeichneten sich jedoch bei transgenen und
nicht-transgenen Embryonen gleichermalRen ab. Der Tod der ersten Embryonen konnte
nach zwei Stunden festgestellt werden, nach drei Stunden lag die Sterberate bei nahezu
100%. Ein Unterschied zwischen transgenen und nicht-transgenen Tieren konnte dabei
nicht detektiert werden (Abb. 38). Der Endpunkt wurde von beiden Gruppen erreicht.
Trotz Schwankungen zwischen einzelnen Versuchen, war nicht erkennbar, dass
Uberexpression von Parkin vor dem toxischen Einfluss von CCCP schiitzt und somit

lebensverlangernd wirkt.
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Abb. 38 Einfluss von CCCP auf die Vitalitat Parkin-transgener Zebrafischembryonen

Zwei Tage alte Parkin-transgene Zebrafischembryonen wurden nach Dechorionierung in 750 uM CCCP
inkubiert. Abgebildet ist der Anteil toter Embryonen im zeitlichen Verlauf in zwei unabhdngigen

Experimenten.
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In Abschnitt 2.2.2.5.2 wurde gezeigt, dass Parkin-Knockdown-Embryonen empfindlicher
auf proteotoxischen Stress reagieren, was durch vermehrten Zelltod nach Hitzeschock
nachgewiesen werden konnte. Hinsichtlich dieses Ergebnisses stellte sich die Frage, ob —
im Umkehrschluss —Uberexpression von Parkin im Zebrafisch-Modell protektiv wirkt. Dazu
wurde untersucht, ob die generierten transgenen Zebrafische weniger anfallig sind fir
Proteotoxizitats-bedingten Zelltod. Um herauszufinden, ob Parkin einen Einfluss auf den
basalen Zelltod hat, wurde zunachst die Anzahl apoptotischer Zellen unter
physiologischen Bedingungen bestimmt. Wie bereits in Abschnitt 2.2.2.5 beschrieben,
wurden Parkin-transgene Embryonen und ihre nicht-transgenen Geschwister 48 Stunden
nach Fertilisation dechorioniert und mit Acridin Orange inkubiert. AnschlieBend wurde
das Rickenmark der lebenden Embryonen im Hinblick auf grin-fluoreszierende,
sterbende Neurone mikroskopisch untersucht. Dabei wurde deutlich, dass die
Apoptoserate, die durch normale Entwicklungsprozesse bedingt ist, durch vermehrte
Expression von Parkin nicht verdandert wird. Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen transgenen Embryonen und den nicht-transgenen Kontrollen sichtbar (Abb. 39
A). Um die Zelltodrate unter Stressbedingungen zu evaluieren, wurden die transgenen
Embryonen und ihre Kontrollen analog zu den zuvor untersuchten Knockdown-
Embryonen eine Stunde lang einem Hitzeschock von 39°C ausgesetzt und anschlieRend
acht Stunden bei 28,5°C gehalten. Die Analyse der Riickenmarkneurone ergab, dass in
Parkin-transgenen Embryonen signifikant weniger Zelltod auftritt als in den nicht-
transgenen Geschwistern (Abb. 39 B). Da Parkin unter hohem Stress inaktiviert werden
kann, indem es in eine Detergenz-unlosliche Konformation {bergeht, wurde ein
Solubilitatsassay durchgefiihrt. Die Embryonen wurden vier, acht oder zwdlf Stunden
nach dem Hitzeschock in 0,2% Triton X-100 lysiert und durch Zentrifugation in eine
Detergenz-l6sliche und Detergenz-unldsliche Fraktion aufgetrennt. Die Fraktionen wurden
mittels Western Blot analysiert. Parkin lag ausschliefllich im Detergenz-l6slichen
Uberstand vor (Abb. 39 C). Folglich verursachte die Temperaturerhthung auf 39°C im
Zebrafisch proteotoxischen Stress, hatte jedoch keine Auswirkung auf die Konformation

von Parkin.
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Abb. 39 Parkin-transgene Zebrafische sind weniger anfillig fiir Hitzeschock-induzierten Zelltod

Dechorionierte, zwei Tage alte Embryonen wurden fiir eine Stunde bei 39°C inkubiert und anschliefend
Uber acht Stunden bei 28,5°Cgehalten. Nach Inkubation in Acridin Orange wurde Zelltod im Riickenmark
quantifiziert. (A) Unter basalen Bedingungen gibt es keinen Unterschied in der Zelltod-Rate zwischen
transgenen Embryonen und nicht-transgenen Geschwistern (Kontrolle). (B) Die Zunahme sterbender Zellen
nach Hitzeschock ist in transgenen Embryonen deutlich weniger stark ausgepragt als in nicht-transgenen
Geschwistern. Quantifizierungen beruhen auf drei unabhangigen Experimenten, n 2 50; ***p < 0,001.

2.2.4 Zusammenfassung Teil 2

Um die Funktion von Zebrafisch-Parkin in vivo zu untersuchen, galt es zunachst die
Genexpression von Parkin zu reduzieren und anschlieRend morphologische Strukturen zu
analysieren, die potentiell durch den Verlust von Parkin beeintrachtigt werden. Der durch
Injektion eines Antisense-Oligonukleotids erzielte transiente Knockdown fiihrte zu einer
Reduktion der Parkin-mRNA um 50% bis 60% in den ersten drei Tagen nach Fertilisation.
Im selben Zeitraum waren keinerlei offensichtliche morphologische Veranderungen
feststellbar. Die Analyse dopaminerger Neurone zeigte eine hohe interindividuelle
Variabilitdt, jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und Parkin-
Knockdown-Larven. Ebensowenig waren Abweichungen beziiglich der mitochondrialen
Funktion erkennbar, die anhand dynamischer Prozesse und des Membranpotentials

untersucht wurden. Im Gegensatz dazu fihrte der Verlust von Parkin zu einem Anstieg
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des neuronalen Zelltods. Dieser war sowohl unter basalen Bedingungen als auch unter
proteotoxischem Stress induziert durch Hitzeschock signifikant hoher als in den
Kontrollen. Um dieses Ergebnis, das eine neuroprotektive Rolle von Parkin im Zebrafisch
impliziert, weiter zu analysieren, wurden transgene Zebrafische generiert, die Parkin
ubiquitar exprimieren. Bereits sechs Stunden nach Fertilisation konnte das Protein, das
zusammen mit dem Fluoreszenzmarker DsRed exprimiert wird, nachgewiesen werden.
Unter proteotoxischen Bedingungen zeigten Parkin-transgene Embryonen im Vergleich zu
ihren nicht-transgenen Geschwistern signifikant weniger neuronalen Zelltod und belegen

somit das neuroprotektive Potential von Parkin in einem Tiermodell.
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2.3 Teil 3: Untersuchung des Einflusses von Parkin auf Mitochondrien

Mitochondrien stellen das primére energieliefernde System der meisten eukaryotischen
Zellen dar und sind zugleich in hohem MalRe dynamische Organellen, die kontinuierlich
Fusions- und Teilungsprozesse durchlaufen. Auf diese Weise findet sowohl der Austausch
von Membranen, Metaboliten und mitochondrialer DNA statt als auch die Anpassung an
sich verandernde Anforderungen beziglich Energiebedarf und subzelluldrer Lokalisation.

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Schadigungen und Funktionsstérungen
der Mitochondrien eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Parkinson-Erkrankung
spielen. Die Bedeutung von Komplex | der mitochondrialen Atmungskette konnte sowohl
in  Parkinson-Patienten beobachtet werden (Schapira, 2008) als auch in
Drogenabhéangigen mit Parkinson-Symptomatik (Langston et al., 1983). Wahrend in
Erstgenannten die Komplex I-Aktivitat deutlich reduziert war, wurde bei Letzteren durch
intravendse Applikation des Neurotoxins MPTP die Inhibierung von Komplex | ausgelost.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Mutationen in mitochondrialer DNA gehauft in
dopaminergen Neuronen der Substantia nigra von Parkinson-Patienten vorkommen und
zu Funktionseinschrankungen der Atmungskette fiihren kénnen (Bender et al., 2006).
Neben diesen Erkenntnissen wurde auch ein Zusammenhang zwischen genetischen
Formen der Parkinson-Erkrankung und mitochondrialen Defekten hergestellt. Zu Beginn
dieses Projekts war bekannt, dass der Verlust der mitochondrialen Serin/Threonin-Kinase
PINK1 in humanen Epithelzellen (Hela-Zellen) zu Veranderungen der mitochondrialen
Morphologie fiihrt (Exner et al., 2007). SiRNA-vermittelte Reduktion der PINK1-Expression
verursachte Verkirzungen oder Fragmentierung der Mitochondrien. Gleichzeitig konnte
gezeigt werden, dass dieser Phanotyp durch Uberexpression von Parkin gerettet werden
kann. Hinweise auf eine mitochondriale Dysfunktion waren zuvor bereits im Drosophila-
Modell gefunden worden. Der beobachtete Phdnotyp in Parkin-defizienten Fliegen
umfasste neben Degeneration der Flugmuskeln und Sterilitdt mannlicher Fliegen aufgrund
fehlerhafter Spermatogenese auch geschwollene Mitochondrien mit geschadigten Cristae
auf subzelluldrer Ebene (Greene et al., 2003). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde
die Rolle von Parkin im Hinblick auf die mitochondriale Morphologie und Funktion
untersucht. Die experimentelle Analyse wurde gemeinsam mit Kathrin Lutz und Nicole

Exner vorgenommen.
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2.3.1 Knockdown von Parkin in humanen Zellen

Um die Expression von Parkin zu vermindern, wurden humane SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen mit Stealth siRNA gegen Parkin transfiziert (Kathrin Lutz). Es wurden
zwei verschiedene Parkin-spezifische siRNAs auf ihre Effizienz untersucht. Die Analyse
mittels Western Blot ergab, dass beide siRNAs zur verminderten Expression von Parkin
flihrten, wahrend die Kontroll-siRNA keinen Einfluss auf die Expression von Parkin hatte

(Abb. 40).
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Abb. 40 Parkin-spezifische siRNA fiihrt in humanen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen zur Reduktion von
endogenem Parkin-Protein

SH-SY5Y Zellen wurden mit Kontroll-siRNA und zwei verschiedenen Parkin-siRNAs transfiziert. Die Effizienz
des Knockdowns wurde mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-Parkin-Antikorpers
PRK8 analysiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.

2.3.1.1 Knockdown von Parkin fiihrt in humanen Zellen zu mitochondrialer

Fragmentierung

Fiir die Analyse der mitochondrialen Morphologie wurden lebende SH-SY5Y-Zellen drei
Tage nach Transfektion mit Parkin-siRNA mikroskopisch untersucht (Kathrin Lutz). Hierflr
wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiOCg(3) (3, 3"-Dihexylcarbocyaniniodid)
inkubiert, der aufgrund des hohen negativen Membranpotentials selektiv in der
Mitochondrienmembran akkumuliert. Circa 70% der unbehandelten oder Kontroll-siRNA-
transfizierten Zellen besaBen ein tubuldres mitochondriales Netzwerk, was friiheren
Berichten entsprach (Taguchi et al., 2007; Weihofen et al., 2009). Unter Parkin-
Knockdown hingegen war nur noch in 30% der Zellen ein solches Netzwerk zu erkennen,

wahrend in 70% der Zellen stark verkiirzte und fragmentierte Mitochondrien vorlagen
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(Abb. 41). Dieser Effekt wurde mit beiden zuvor erwdhnten siRNAs erzielt und konnte

durch Cotransfektion mit Wildtyp-Parkin aufgehoben werden.
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Abb. 41 Knockdown von Parkin fiihrt in humanen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen zu Veranderungen
der mitochondrialen Morphologie.

(A) SH-SY5Y-Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesat und mit Kontroll-siRNA und Parkin-siRNA transfiziert.
Drei Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzmarker DiOCg(3) gefarbt und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. (B) Zellen mit einem intakten Netzwerk tubuldrer Mitochondrien
wurden als tubular klassifiziert, Zellen mit zerstortem Netzwerk und vorwiegend sphdarischen oder
stabchenformigen Mitochondrien als fragmentiert. Quantifizierungen beruhen auf Triplikaten von
mindestens drei unabhangigen Experimenten, in denen pro Ansatz mindestens 300 Zellen analysiert
wurden. Gezeigt ist der prozentuale Anteil von Zellen mit fragmentierten oder verkiirzten Mitochondrien.
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2.3.1.2 Knockdown von Parkin fiihrt zu Veranderungen der zellularen ATP-

Produktion

Um zu kléren, ob die verdnderte mitochondriale Morphologie die Mitochondrien
funktionell beeinflusst, wurden die relativen Mengen an ATP in den Parkin-Knockdown-
Zellen drei Tage nach Transfektion gemessen. Hierfir wurde das Zellkulturmedium 24
Stunden vor Zellernte gegen ein Medium mit geringem Glukosegehalt ausgetauscht. Da in
kultivierten Zellen der Glukoseabbau durch Glykolyse zur ATP-Gewinnung genutzt wird
(Imamura et al., 2009), werden Zellen bei niedrigen Glukosekonzentrationen gezwungen,
ATP (iber die oxidative Phosphorylierung und somit Gber Mitochondrien zu gewinnen.
Nach der Ernte wurden die Zellen lysiert und der ATP-Gehalt luminometrisch bestimmt.
Dabei wiesen Parkin-siRNA-transfizierte Zellen eine um mehr als 30% reduzierte ATP-
Menge auf, die wiederum durch Cotransfektion mit Wildtyp-Parkin auf das normale

Niveau angehoben werden konnte (Abb. 42).
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Abb. 42 Knockdown von Parkin fiihrt in humanen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen zu verminderter
Produktion von ATP.

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder Parkin-siRNA transfiziert. Ein Ansatz Parkin-siRNA-
transfizierter Zellen wurde zusatzlich mit einem Wildtyp-Parkin-Plasmid cotransfiziert. Die Zellen wurden
drei Tage nach Transfektion geerntet und der zelluldare ATP-Gehalt bestimmt. Abgebildet ist der prozentuale
Anteil des ATP-Gehalts. ***, p <0,001; n.s., nicht signifikant
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2.3.1.3 Untersuchung der Apoptose in humanen Zellen mit Parkin-Knockdown

Da die Fragmentierung von Mitochondrien oftmals ein Teil des Apoptoseprozesses ist,
galt es zu klaren, ob Parkin-siRNA-transfizierten Zelle eine erhohte Apoptoserate
aufweisen. Nach Transfektion wurden die Zellen (iber einen Zeitraum von vier Tagen
mittels TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) untersucht, der zur
Darstellung von Zellkernen apoptotischer Zellen dient. Dafir wurden fixierte Zellen mit
dem Enzym terminale Desoxynukleotidtransferase (TdT) behandelt, das in apoptotischen
Zellen die freien Hydroxylgruppen an den Bruchstellen der DNA mit Fluoreszenz-
markierten Desoxynukleotiden versieht. Um Apoptose zu induzieren, wurden die Zellen
der Positivkontrolle mit Staurosporin inkubiert. Unter dieser Behandlung konnten
apoptotische Zellen anhand von deutlich fragmentierten Kernen und TdT-vermittelter
Fluoreszenzmarkierung mikroskopisch detektiert werden (Abb. 43 C). Die Quantifizierung
der Staurosporin-Kontrolle ergab eine Apoptoserate von circa 60%. Im Gegensatz dazu
war in Parkin-siRNA- und Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen so gut wie keine Apoptose
nachweisbar (Abb. 43 A). Bei einer Knockdown-Effizienz von 50% bis 70% zwischen Tag 1

und Tag 4 lag die Apoptoserate unterhalb von 1%.
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Abb. 43 Knockdown von Parkin fiihrt in humanen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nicht zum Anstieg

der Apoptose-Rate.

(A,C) SH-SY5Y Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder Parkin-siRNA transfiziert. Ein, zwei, drei oder vier Tage
nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Uber Fluoreszenzmarkierung von freien
3’0OH-Enden in DNA-Doppelstrangbriichen wurden apoptotische Zellen detektiert (TUNEL-Assay). Als
Positivkontrolle wurden Zellen mit Staurosporin (1 uM, 4h) behandelt. (A) Abgebildet ist der Anteil
apoptotischer Zellen unter mindestens 300 DAPI-gefarbten Zellen. Die Quantifizierungen beruhen auf
mindestens drei unabhadngigen Experimenten. (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen
apoptotische (TUNEL-positive) Zellen in griin und DAPI-gefarbte Zellkerne in blau. (B) SH-SY5Y wurden ein,
zwei, drei oder vier Tage nach Transfektion mit siRNA geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels
semi-quantitativer real time PCR analysiert. Die RNA-Mengen wurden mit Hilfe des endogenen Kontrollgens
[B-Aktin normalisiert. Abgebildet ist der Anteil Parkin-spezifischer mRNA in Zellen nach Parkin-RNA-
Behandlung im Vergleich zu Kontroll-siRNA-behandelten Zellen.
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2.3.2 Knockdown von Parkin in Drosophila-S2-Zellen

Die vermehrte Fragmentierung, die nach dem Knockdown von Parkin in humanen Zellen
beobachtet wurde, warf Fragen auf bezliglich bisher publizierter Daten aus dem
Drosophila-Modell. Verschiedene Gruppen hatten gezeigt, dass der Phanotyp von Parkin-
Mutanten im Fliegen-Modell (lokomotorische Defekte als Folge apoptotischer
Flugmuskel-Degeneration) durch vermehrte mitochondriale Teilung oder verminderte
Fusion gerettet werden kann (Deng et al., 2008; Park et al., 2009b; Poole et al., 2008). Um
die widerspriichlichen Ergebnisse zu verstehen, wurden zusatzliche Knockdown-
Experimente in Drosophila-S2-Zellen durchgefiihrt. Hierflir wurden lange doppelstriangige
RNAs (dsRNAs) eingesetzt, die nach Zugabe ins Kulturmedium (iber Endozytose von den
Zellen aufgenommen werden (Saleh et al., 2006). Als Matrize fiir die Synthese der Parkin-
dsRNA diente ein Klon mit der codierenden Sequenz von Drosophila-Parkin, der vom
Drosophila Genomics Resource Center bezogen wurde. Es wurden zwei verschiedene
dsRNAs hergestellt. Fiir beide konnte zundchst mit semi-quantitativer RT-PCR eine Parkin-
Reduktion nachgewiesen werden. Die anschlieBende quantitative Bestimmung mittels
real time PCR ergab eine Knockdown-Effizienz von circa 60% fir die Tage 2, 3 und 4 nach

dsRNA-Behandlung (Abb. 44).
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Abb. 44 Effizienz des Knockdowns von Parkin in Drosophila-S2-Zellen.

S2-Zellen wurden zwei, drei oder vier Tage (d2, d3, d4) nach Behandlung mit Kontroll-dsRNA oder Parkin-
dsRNA geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels semi-quantitativer real time PCR analysiert. Die
RNA-Mengen wurden mit Hilfe des endogenen Kontrollgens Rp49 normalisiert. Abgebildet ist der Anteil
Parkin-spezifischer mRNA in Zellen nach Parkin-dsRNA-Behandlung im Vergleich zu Kontroll-dsRNA-
behandelten Zellen.
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2.3.2.1 Knockdown von Parkin fiihrt in Drosophila-S2-Zellen zu mitochondrialer

Fragmentierung

Fiir die Analyse der mitochondrialen Morphologie wurden lebende S2-Zellen nach
Behandlung mit Parkin-dsRNA (ber einen Verlauf von vier Tagen mikroskopisch
untersucht (Nicole Exner). Analog zu humanen Zellen war auch hier eine Zunahme der
Fragmentierung sichtbar, die an Tag 2 nach dsRNA-Behandlung am deutlichsten zu Tage
trat (Abb. 45). Der Anteil der Zellen mit fragmentierten Mitochondrien stieg im Vergleich
zu den unbehandelten oder Kontroll-dsRNA-behandelten Zellen von circa 30% auf Gber
40% an. Interessanterweise war in den Parkin-Knockdown-S2-Zellen an Tag 3 nur noch
eine leicht erhdhte Fragmentierungsrate zu beobachten. Stattdessen trat an Tag 3 und 4
ein dichtes Netzwerk sehr feiner, fadenformiger Mitochondrien in Erscheinung, das auch

in Kontroll-dsRNA-behandelten Zellen zu sehen war.
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Abb. 45 Knockdown von Parkin fiihrt in Drosophila-S2-Zellen zu einem friihen Phdnotyp
mitochondrialer Fragmentierung.

S2-Zellen wurden auf Deckgldaschen ausgesat und an Tag 2 oder Tag 3 nach Parkin-dsRNA-Behandlung mit
dem Fluoreszenzmarker DiOCg(3) gefarbt, fluoreszenmikroskopisch analysiert und aufgrund ihrer
Morphologie in drei Gruppen eingeteilt. Quantifizierungen beruhen auf Triplikaten von mindestens zwei
unabhangigen Experimenten, in denen pro Ansatz mindestens 300 Zellen analysiert wurden. (A, B) Gezeigt
ist der prozentuale Anteil von Zellen mit tubuldrem Netzwerk (weilRer Balken), fragmentierten oder
verkirzten Mitochondrien (hellgrauer Balken) oder Zellen mit einem dichten Netzwerk diinner, sehr feiner
Mitochndrien  (dunkelgrauer Balken) an Tag 2 (A) beziehungsweise Tag 3. (B). (C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen reprasentative Abbildungen verschiedener Kategorien der
mitochondrialen Morphologie.
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2.3.2.2 Untersuchung der Apoptose in Drosophila-Zellen mit Parkin-Knockdown

Um nachzuweisen, dass die Fragmentierung der Mitochondrien der S2-Zellen nicht das
Resultat von Apoptose ist, wurden die Zellen liber einen Zeitraum von vier Tagen mittels
TUNEL-Assay (TdT-vemittelte dUTP-Markierung) analysiert. Die Zellen der Positivkontrolle
wurden mit dem Translationshemmer Cycloheximid inkubiert. Den Ergebnissen in
humanen Zellen entsprechend, lag auch hier keine erhohte Anzahl apoptotischer Zellen
vor. Der leichte Anstieg von Tag 2 zu Tag 4 war in Parkin-dsRNA-behandelten und
Kontroll-dsRNA-behandelten Zellen gleichermalRen erkennbar. Wesentlich war jedoch die
Beobachtung, dass an Tag 2, dem Tag mit der deutlichsten mitochondrialen

Fragmentierung, keine erhdhte Apoptose nachgewiesen werden konnte (Abb. 46).
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Abb. 46 Knockdown von Parkin fiihrt in Drosophila-S2-Zellen nicht zu einem signifikanten Anstieg

der Apoptose-Rate.

S2-Zellen wurden mit Kontroll-dsRNA oder Parkin-dsRNA behandelt. Zwei, drei oder vier Tage nach
Behandlung (d2, d3, d4) wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Uber Fluoreszenzmarkierung von
freien 3’OH-Enden in DNA-Doppelstrangbriichen wurden apoptotische Zellen detektiert (TUNEL-Assay). Als
Positivkontrolle wurden Zellen mit Cycloheximid (10 uM, 6h) behandelt. Abgebildet ist der Anteil
apoptotischer Zellen unter mindestens 300 DAPI-gefarbten Zellen.

2.3.4 Zusammenfassung Teil 3

Ein reguliertes Gleichgewicht zwischen Teilungs- und Fusionsprozessen von
Mitochondrien gilt als Voraussetzung fiir den Erhalt der normalen Zellfunktion. Eine
Beeintrachtigung dieses Gleichgewichts kann weitreichende Folgen haben und in
Neuronen zu Degenerationsprozessen fuhren. Untersuchungen zum Einfluss des
Parkinson-assoziierten Gens Parkin zeigten, dass der Verlust von Parkin in humanen
Zellen zu Verkiirzungen und Fragmentierung der Mitochondrien fihrt. Dass diese
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morphologischen Verdanderungen auch funktionell relevant sind, wurde in der Messung
des zelluldren ATP-Gehalts offenbar, der in den Parkin-defizienten Zellen signifkant
niedriger war. SchlieRlich konnte gezeigt werden, dass die Parkin siRNA-induzierte
Fragmentierung der Mitochondrien spezifisch auf die Defizienz von Parkin zurickzufihren
ist und nicht etwa das unspezifische Resultat eines Apoptoseprozesses darstellt. Die
Analyse von S2 Zellen ergab, dass ein Knockdown von Parkin in Drosophila zwar gleiche
morphologische Veranderungen verursacht, diese jedoch schwacher ausgepragt und nur

zu einem sehr frihen Zeitpunkt sichtbar sind.
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3 DISKUSSION

Die fur die kommenden Jahrzehnte erwartete steigende Anzahl der Parkinson-Patienten
stellt nicht nur die Betroffenen und Angehorigen, sondern auch die Gesellschaft vor grole
soziale und wirtschaftliche Herausforderungen. Umso dringlicher ist die Aufklarung der
Ursachen, die die Grundlage fir zukiinftige praventive, therapeutische und —im Idealfall —
kurative Ansatze darstellt. Bis heute sind die Ursachen der neurodegenerativen Prozesse
im Verlauf der Parkinson-Erkrankung weitgehend unbekannt. 180 Jahre nach
Erstbeschreibung der Symptome gelang es 1997 erstmals, Gendefekte mit der Erkrankung
in Verbindung zu bringen. Diese Entdeckung forcierte und revolutionierte die Forschung
auf diesem Gebiet, so dass bis heute sechs Gene identifiziert werden konnten, die mit
erblichen Formen der Erkrankung assoziiert sind. Wichtige neuropathologische
Charakteristika - wie der weitgehend selektive Verlust dopaminerger Neurone der
Substantia nigra pars compacta — werden von der sporadischen und der familidaren Form
der Erkrankung geteilt. Aufgrund dessen stellen die Untersuchung und funktionelle
Charakterisierung Parkinson-assoziierter Gene und entsprechender Proteine wichtige
Schritte auf dem Weg zum Verstdandnis der Pathomechanismen dar.

Mutationen im Parkin-Gen, die zu einem Funktionsverlust von Parkin fihren, sind
verantwortlich fiir den GroRteil der autosomal-rezessiv vererbten Form der Parkinson-
Erkrankung. Durch Arbeiten in unserer und anderen Gruppen konnten weitreichende
Einblicke in biochemische und funktionelle Eigenschaften von Parkin gewonnen werden.
Untersuchungen zur Lokalisierung, transkriptionellen Regulation, Inaktivierung, Rolle in
Signaltransduktionswegen sowie zum protektivem Potential trugen zu der Erkenntnis bei,
dass es sich bei Parkin um eine Stress-sensitive E3-Ubiquitin-Ligase mit neuroprotektiver
Funktion handelt.

Da der GroBteil der bisherigen Ergebnisse aus Experimenten in Zellkultur stammt, stellt
sich die Frage nach der in vivo-Relevanz, die in der vorliegenden Arbeit beleuchtet wurde.
Im Mittelpunkt stand die Untersuchung der physiologischen Funktion von Parkin im

Modellorganismus Zebrafisch (Danio rerio).
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3.1. Spezifische biochemische und funktionelle Eigenschaften von

Parkin sind zwischen Mensch und Zebrafisch konserviert

Im Zebrafischgenom konnte ein Ortholog von humanem Parkin identifiziert werden, das
verschiedene spezifische Eigenschaften mit humanem Parkin teilt. Beide Gene bestehen
aus 12 Exons und das erste Exon ist mit jeweils 7 Bp extrem kurz (Ensembl Genome
Browser). Der Vergleich der Aminosduresequenzen ergab einen Anteil von 61,7% gleichen
beziehungsweise 71,9% ahnlichen Aminosduren und spiegelt somit die hohe
Konservierung wider, die auch fiir andere Parkinson-assoziierte Gene im Zebrafisch
gefunden wurde. Von den sechs eindeutig mit der Erkrankung in Verbindung gebrachten
Genen, konnten bisher PINK1 und DJ-1 im Zebrafisch identifiziert werden. Die
Sequenzhomologie fiir PINK1 betragt 57,8% (Anichtchik et al., 2008) und fir DJ-1 83% (Bai
et al., 2006). Wahrend es zu LRRK2 und ATP13A2 noch keine Studien gibt, ist bekannt,
dass es im Zebrafisch-Genom offensichtlich kein a-Synuclein gibt (Chen et al., 2009a). Der
Anteil von 61,7% identischen Aminosauren in Zebrafisch-Parkin erhohte sich bei isolierter
Betrachtung der einzelnen Domédnen auf bis zu 80% und legte nahe, dass auch
funktionelle Eigenschaften von Parkin konserviert sein kdnnten. Die anschlieende
Klonierung und Expression von FLAG-Zebrafisch (zf)-Parkin in humanen Zellen erméglichte
die biochemische Charakterisierung.

Da Missfaltung von Parkin, die sowohl durch pathogene Mutationen (Cookson et al.,
2003; Gu et al., 2003; Winklhofer et al., 2003) als auch durch massiven zelluldren Stress
(Winklhofer et al., 2003) bedingt sein kann, eine der Hauptursache fir die Inaktivierung
von Parkin ist, wurde zundchst untersucht, ob Zebrafisch-Parkin, das unter
physiologischen Bedingungen Detergenz-16slich ist, dhnlich auf oxidativen Stress reagiert.
In einem Solubilitdtsassay zeigte sich, dass in Abhangigkeit von der zur Induktion von
oxidativem Stress eingesetzen Wasserstoffperoxid-Konzentration ein zunehmender Anteil
von Zebrafisch-Parkin in die Detergenz-unlosliche Fraktion Gbergeht. Da oxidativer Stress
besonders die dopaminergen Neurone der Substantia nigra betrifft, kdnnte die
Inaktivierung von Parkin eventuell auch bei der sporadischen Form der Erkrankung eine
Rolle spielen. Eine dhnliche Schlussfolgerung wurde aus der post mortem Untersuchung
von Hirngewebe sporadischer Parkinson-Patienten gezogen, bei denen inaktiviertes

Parkin vorlag, das durch Oxidationsprodukte von Dopamin kovalent modifiziert wurde
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(LaVoie et al.,, 2005). Diese Dopamin-induzierte Missfaltung konnte nun auch fir
Zebrafisch-Parkin gezeigt werden. Wahrend im Solubilitdtsassay in Abhangigkeit von der
Dopamin-Konzentration der Ubergang von Zebrafisch-Parkin von der Detergenz-I6slichen
in die —unlosliche Fraktion beobachtet werden konnte, war in der Immunfluoreszenz-
Analyse nach Dopamin-Behandlung die Bildung zytosolischer Aggregate sichtbar.

Um der Frage nachzugehen, ob Parkin im Zebrafisch eine Rolle in der zelluldren
Stressbewaltigung spielt, wurde die Transkription von endogenem Zebrafisch-Parkin
unter Stressbedingungen untersucht. Hierflir wurden kultivierte Zebrafisch-Pac2-Zellen
mit dem Komplex I-Inhibitor Rotenon behandelt. Ahnlich wie zuvor fiir humanes Parkin in
Neuroblastomzellen gezeigt (Henn et al.,, 2007), fiihrte die Inkubation mit dem
mitochondrialen Toxin zur Hochregulation Zebrafisch-Parkin-spezifischer mRNA.
Untersuchungen innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die Stress-
induzierte Transkription zu vermehrter Expression des Parkin-Proteins fihrt. Obwohl
dieser Nachweis fur Zebrafisch-Parkin in Ermangelung eines Antikorpers bisher nicht
erbracht werden konnte, besteht wenig Zweifel daran, dass Transkript- und
Proteinmenge im Zebrafisch ebenfalls korrelieren. Diese Annahme wird bekraftigt durch
die Tatsache, dass Neuroblastomzellen durch Uberexpression von Zebrafisch-Parkin vor
Stress-induzierter Apoptose geschiitzt werden. Unter Anwendung Parkinson-relevanter
Stressoren wie dem Exzitotoxin Kainat und dem Komplex I-Inhibitor Rotenon, konnte in
Vektor-transfizierten Zellen ein deutlicher Anstieg apoptotischer Zellen beobachtet
werden, wahrend in Gegenwart von humanem oder Zebrafisch-Parkin kaum eine
merkliche Zunahme an Zelltod feststellbar war. Diese Resultate verdeutlichen, dass
Zebrafisch-Parkin analog zu humanem Parkin ein Stress-induzierbares Protein mit
neuroprotektiver Aktivitat ist. Da humanes Parkin als E3-Ubiquitin-Ligase fungiert und die
fur diese Substanzklasse charakteristische RING-Box-Domadne in Zebrafisch-Parkin hoch
konserviert ist, stellte sich weiterhin die Frage, ob Zebrafisch-Parkin in der Lage ist,
Ubiquitinierung zu vemitteln. Da bisher lediglich viele putative Parkin-Substrate
beschrieben wurden, die noch nicht als authentische Parkin-Substrate verifiziert werden
konnten, wurde die Auto-Ubiquitinierung als Surrogat-Marker fir die E3-Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat von Zebrafisch-Parkin untersucht. Sowohl humanes als auch Zebrafisch-Parkin

vermochten sich selbst zu ubiquitinieren (Daten nicht gezeigt).
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Die Ergebnisse der Zellkultur-Analyse zeigen, dass nicht nur die Sequenz von Parkin
sondern auch die Funktion sowie Mechanismen, die zur Inaktivierung fihren, evolutionar
konserviert sind. Somit bekraftigen sie den Einsatz des Zebrafisches als Modell-

Organismus zur Untersuchung der physiologischen Funktion von Parkin.

3.2. Der Zebrafisch eignet sich als Modell-Organismus zur

Untersuchung der Funktion von Parkin

Ein bestdndiges Diskussionsthema in der medizinischen Forschung ist die in vivo-Relevanz
von Ergebnissen, die in vitro generiert werden. Der Einsatz von in vitro-Systemen ist
limitiert, da sie nicht die ganze Bandbreite biologischer in vivo-Prozesse wiedergeben
konnen. Hinsichtlich der Morphogenese gibt es beispielsweise keine Alternative zum
Tiermodell. Der Zebrafisch kann als Bindeglied zwischen Zell- und Entwicklungsbiologie
eingesetzt werden und findet bereits breite Anwendung in der medizinischen
Wissenschaft. Neben der Erforschung des kardiovaskuldren Systems (Stainier, 2001)
werden Zebrafische unter anderem zur Untersuchung des Immunsystems (Langenau und
Zon, 2005) eingesetzt oder dienen als Modell fir bestimmte Krebsarten (Berghmans et
al., 2005).

Da Zebrafische zu den Vertebraten gehoéren, kdnnten Studienergebnisse direkter auf den
Menschen anwendbar sein als Ergebnisse, die mit den Nicht-Vertebraten-Modellen
Drosophila melanogaster oder C. elegans erzielt werden. Abgesehen davon, kénnen
letztere nicht zur Untersuchung Vertebraten-spezifischer Merkmale (z.B. Niere, mehr-
kammriges Herz oder Neuralleiste) verwendet werden. Die Forschung der letzten Jahre
hat gezeigt, dass sich der Zebrafisch durch viele Eigenschaften auszeichnet, die ihn als
Modellorganismus fir neurodegenerative Erkrankungen befdhigen. Das zentrale
Nervensystem setzt sich aus dem Riickenmark, Hinter-, Mittel- und Vorderhirn zusammen
und dhnelt somit im Aufbau den Gehirnen anderer Vertebraten. Insbesondere solche
Bereiche, die bei humanen Erkrankungen betroffen sind, sind strukturell konserviert. Die
Charakterisierung des dopaminergen Systems und die Identifizierung eines homologen
nigrostriatalen Systems pradestinieren den Zebrafisch als Modell fir die Parkinson-

Erkrankung.
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3.2.1 Uber Inhibition des SpleiBvorgangs kann im Zebrafisch ein

Knockdown von Parkin erzielt werden

Zur Untersuchung der Parkin-Funktion im Zebrafisch wurde zundchst eine mRNA-
Expressionsanalyse durchgefiihrt, um Einblicke in die raumliche und zeitliche Verteilung
von Parkin zu erhalten. Parkin-mRNA konnte in den friihesten Stadien der Entwicklung
nachgewiesen werden, was bedeutete, dass maternale Parkin-mRNA bereits in der
Oozyte vorliegt. In situ-Hybridisierungen zeigten, dass Parkin ubiquitdar vorhanden ist
(Daten nicht gezeigt). Diese Erkenntnisse stellten den Ausgangspunkt fir die folgenden
Untersuchungen dar. Unter Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden wurde ein
transienter Knockdown von Parkin durchgefiihrt, um die Frage zu klaren, ob Parkin eine
Rolle in der friihen Entwicklung spielt und/oder ob bestimmte Merkmale der Parkinson-
Erkrankung durch den Verlust von Parkin im Zebrafisch nachgeahmt werden kdnnen.
Durch die Wahl eines Antisense-Oligonukleotids, das durch Inhibierung einer SpleiR-
Donor-Stelle zum inkorrekten SpleiRen der pra-mRNA fiihrt, wurde die Verifzierung und
Quantifizierung des Knockdowns ermoglicht. Mittels semi-quantitativer real time PCR lie
sich die Knockdown-Effizienz auf 52% (Tag 1) bis 63% (Tag 3) beziffern. Diese Methode
gab jedoch keine Auskunft (iber die Konsequenz des fehlerhaften SpleiRvorgangs, so dass
letztendlich zwei Moglichkeiten blieben. Durch das Vorliegen vorzeitiger Stoppcodons
wirde bei einer Exon-Deletion ein Protein mit einer Lange von vier Aminosauren, bei
einer Intron-Retention ein Protein mit einer Lange von 65 Aminosduren entstehen. In
beiden Féillen handelt es sich um stark trunkierte Proteine, die den Funktionsverlust von
Parkin gewahrleisten. Die optische Analyse der Parkin-Knockdown-Zebrafische brachte
keine Hinweise auf duRerliche, morphologische Veranderungen innerhalb der ersten
sechs Tage der Entwicklung. Dies entspricht den Ergebnissen anderer Gruppen, die
Parkin- beziehungsweise DJ-1-Knockdown-Zebrafische untersucht haben (Bretaud et al.,,
2007; Flinn et al., 2009). Im Gegensatz dazu wurde fir den Knockdown von PINK1 ein
neurodegenerativer Phdnotyp gezeigt, der sich in Form unterschiedlich starker
Schwanzverkiirzung, vergrofRerter Ventrikel und kleinerer Kopfe auferte (Anichtchik et
al., 2008) und durch mRNA-Injektion teilweise revertiert werden konnte. Da dieser Effekt
von anderen Gruppen (unveroffentlichte Daten) nicht reproduziert werden konnte, bleibt

die Aussage fraglich. Weiterhin zeigte sich an diesem Beispiel die Schwachstelle aller
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Antisense-Methoden. Haufig auftretende unspezifische Effekte (Eisen und Smith, 2008)
machen es teilweise schwierig, einen spezifischen Antisense-bedingten Phdnotyp von
einer unspezifischen Nebenwirkung zu unterscheiden. In 15% bis 20% aller Antisense-
Knockdown-Experimente treten unspezifische Nebenwirkungen auf, die oftmals auf die
Aktivierung von p53 und p53-induzierter Apoptose zuriickzufiihren sind (Eisen und Smith,
2008; Ekker und Larson, 2001; Robu et al., 2007). Verschiedene Vetreter der Antisense-
Oligonukleotide wie Morpholinos und gripNAs™, die sich lediglich im Aufbau des
nukleaseresistenten Rickgrats unterscheiden, sind dabei gleichermallen betroffen (Robu
et al.,, 2007). Im Falle des DJ-1-Knockdowns im Zebrafisch konnte eine solche
transkriptionelle Hochregulation von p53 nachgewiesen werden (Bretaud et al., 2007).

Bei der Analyse auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene wurde der Focus auf Strukturen

gelegt, die typischerweise bei der Parkinson-Erkrankung betroffen sind.

3.2.2 Die mitochondriale Morphologie und Funktionalitdt wird durch

den Parkin-Knockdown nicht beeintrachtigt

Die Analyse mitochondrialer Dynamik im Parkin-Knockdown-Zebrafisch griindete auf zwei
Erkenntnisse, die im Teil 3.3. ausflihrlicher beschrieben werden: Im Drosophila-Modell
kam es unter Parkin-Defizienz zu einem ausgepragten mitochondrialen Phanotyp (Deng et
al., 2008; Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004; Whitworth et al., 2005) und fiir humanes
Parkin und PINK1 konnte in unserer Gruppe eine essentielle Funktion in der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen mitochondrialen Fusions- und
Teilungsprozessen beobachtet werden. Im Gegensatz zu humanen Zellen, in denen der
Knockdown von Parkin zu mitochondrialer Fragmentierung fihrt, zeigte die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der angefdrbten Mitochondrien in Parkin-
Knockdown-Zebrafischen keine Hinweise auf Verdnderungen des tubuldren
mitochondrialen Netzwerks. Die zusatzliche Inkubation in einem mitochondrialen Toxin
ermoglichte ebenfalls keine Aussage dariiber, ob der Knockdown von Parkin in
Zebrafischembryonen zu einer erhdéhten Vulnerabilitat gegeniiber exogener Stressoren
fihrt. Die Bewertung dieser Ergebnisse muss jedoch unter Berlicksichtigung der

experimentellen Limitierung erfolgen. Voraussetzung fir die Beobachtung der
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mitochondrialen Dynamik ist ein Zelltyp mit groflem zytoplasmatischem Raum, der die
freie Verteilung des mitochondrialen Netzwerks gewahrleistet. Im Zebrafisch findet man
derartige Zellen ausschliefSlich in der duBeren Hautschicht, da andere Zellen meist durch
einen grollen Zellkern gekennzeichnet sind. Die Mitochondrien im vergleichsweise engen
zytoplasmatischen Raum neuronaler Zellen konnten mit den vorhandenen
mikroskopischen Methoden nicht den Erfordernissen entsprechend dargestellt werden.
Infolgedessen erfolgte die Analyse anhand der eher robusten Hautzellen, so dass nicht
bekannt ist, ob der Verlust von Parkin in diesen Zellen iberhaupt in der Lage ist, einen
mitochondrialen Phanotyp zu induzieren. Eine dhnliche Problematik trat mit Fibroblasten
von Patienten mit Charcot-Marie-Tooth Typ 2A-Erkrankung auf, in denen trotz Mutation
in Mitofusin 2 kein Fusionsdefekt nachweisbar war (Amiott et al., 2008). Obwohl! sowohl
Parkin als auch Mfn2 ubiquitar exprimiert werden, ist es moglich, dass die Symptomatik
des Funktionsverlusts auf spezifische Gewebe und Zelltypen beschrankt ist. Dies konnte
auch ein Grund sein, warum kein Unterschied im mitochondrialen Membranpotential
zwischen Parkin-Knockdown-Embryonen und Kontroll-Embryonen feststellbar war. Da fir
die Messung Mitochondrien aus den kompletten Embryonen isoliert wurden, konnte der
Effekt der eventuell starker betroffenen neuronalen Mitochondrien in der Gesamtzahl
vediinnt werden. Feine Unterschiede waren somit zwischen Kontrollen und Knockdown-

Embryonen nicht detektierbar.

3.23 Der Parkin-Knockdown fiihrt nicht zum Verlust dopaminerger

Neurone

Die Untersuchung dopaminerger Neurone erfolgte mittels in situ-Hybridisierung unter
Verwendung einer Tyrosinhydroxylase-Sonde. DemgemalRR wurden alle Neurone, die
Tyrosinhydroxylase-mRNA enthalten, angefarbt und lichtmikroskopisch untersucht.
Sowohl innerhalb der Kontroll-Gruppe als auch innerhalb der Parkin-Knockdown-Gruppe
waren auffdllige Unterschiede im Verteilungsmuster der Farbung erkennbar. Im
Zebrafisch-Gehirn  sind die  dopaminergen  Neurone, die dem humanen
mesencephalischen nigrostriatalen System entsprechen, im ventralen Diencephalon

lokalisiert und sitzen somit sehr tief im Gewebe. Eine erfolgreiche Farbung dieser Zellen
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setzt voraus, dass die Permeabilisierung der Zebrafischlarven sowie der vielschrittige
Hybridisierungsprozess einwandfrei und fiir alle Larven gleich verlauft, damit die Sonde
ungehindert in alle dopaminergen Zellen gelangen kann. Schwankungen in der
Penetrationseffizienz kdnnten somit eine Ursache fur die interindividuellen Unterschiede
sein. Als weitere Analysenmethode wurde die semi-quantitative real time PCR eingesetzt.
Die relative Menge an Tyrosinhydroxylase-mRNA wurde in Parkin-Knockown-Larven im
Vergleich zu Kontroll-Larven bestimmt. Auch hier zeigte sich, dass der Tyrosinhydroxylase-
Gehalt in den Parkin-Knockdown-Larven sehr variabel ist. Wahrend die durch den
Knockdown reduzierte Menge an Parkin-mRNA zwischen 32% und 49% betrug, schwankte
die Menge an Tyrosinhydroxylase-mRNA zwischen 33% und 159%. Anhand des
Durchschnittwerts aus finf unabhdngigen Experimenten war kein Verlust dopaminerger
Neurone erkennbar. Es bleibt fraglich, ob der Tyrosinhydroxylase-Gehalt auch in Kontroll-
und Wildtyp-Larven Schwankungen unterliegt und worauf diese Variabilitat beruht. Da
der Tyrosinhydroxylase-Gehalt - bezogen auf den Gesamt-Embryo-Extrakt - sehr gering
ist, stolt die Methode vermutlich an die Grenze der Detektierbarkeit und Zuverlassigkeit.
Analoge Schwankungen wurden bei der Bestimmung des Dopamin-Gehalts mittels HPLC
(Dominik Paquet, unverotffentlichte Ergebnisse) beobachtet. Untersuchungen anderer
Gruppen fuhrten bislang ebenfalls zu uneinheitlichen Resultaten. Eine 20%ige Reduktion
der Tyrosinhydroxylase-positiven Neurone in Zebrafischembryonen wurde von einer
anderen Gruppe fiir einen Knockdown von Parkin beschrieben (Flinn et al., 2009). Eine
mogliche Erklarung fir diese, von unseren Daten abweichenden Ergebnisse, kdnnten die
unterschiedlichen Konsequenzen der Knockdown-Strategien sein. Wahrend der von uns
durchgefiihrte Knockdown durch Verlust von Exon 2 beziehungsweise Retention von
Intron 2 zu einem Protein bestehend aus vier Aminosauren oder 65 Aminosauren fiihrte,
erreichten Flinn et al. durch Verlust von Exon 9 eine Deletion von 51 Aminosduren
innerhalb der Nahe am C-Terminus gelegenen in between RING (IBR)-Domane. Aus
Untersuchungen unserer Gruppe ist bekannt, dass Deletionen innerhalb des Bereichs der
RING between RING (RBR)-Domdne die Missfaltung und Aggregation von Parkin
verursachen (unveroffentlichte Ergebnisse). Daher kann nicht ausgeschlossen werden,
dass das durch den Knockdown entstehende mutierte Parkin durch Missfaltung toxische

Effekte verursachen kann, die einen Einfluss auf dopaminerge Neurone haben. Unseren
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Beobachtungen entsprechend konnte in DJ-1-Knockdown-Zebrafischen (Bretaud et al.,
2007) und PINK1-Knockdown-Zebrafischen (Dominik Paquet, unveréffentlichte
Ergebnisse) kein Verlust dopaminerger Neurone beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
wurde von anderen Gruppen in PINK1-defizienten Zebrafisch-Modellen, fir die auch
Veranderungen der duReren Morphologie gezeigt wurden, eine Reduktion dopaminerger
Zellen um 30% beziehungsweise 9% (53% in einem bestimmten Cluster) nachgewiesen
(Anichtchik et al., 2008; Xi et al., 2010). In adulten PINK1-Knockout-Reisfischen, die durch
Verwendung der TILLING-Technologie generiert wurden, war jedoch kein Verlust
dopaminerger Neurone sichtbar (Matsui et al., 2009). Ahnlich kontroverse Daten liegen
aus Parkin-defizienten Modellen in Drosophila melanogaster vor. Wahrend zwei Gruppen
keinen Verlust dopaminerger Neurone feststellen konnten (Greene et al., 2003; Pesah et
al.,, 2004), wurde von anderen ein signifikanter Verlust in einem der insgesamt sechs
dopaminergen Zell-Cluster (Whitworth et al.,, 2005) beziehungsweise eine
Zellschrumpfung verbunden mit verminderter Immunreaktivitat in einem anderen Cluster
beobachtet (Cha et al., 2005). Weiterhin wurde von verschiedenen Gruppen trotz
Untersuchung der gleichen a -Synuclein-transgenen Fliegen-Linie entweder ein Verlust
dopaminerger Neurone oder keinerlei Schadigung dieser Population beschrieben. Daher
wird auch in diesem Feld die Sensitivitat verschieder Detektionsmethoden als Ursache
diskrepanter Ergebnisse diskutiert (Whitworth et al., 2006). Sowohl in verschiedenen
Parkin-Knockout-Maus-Modellen, die durch Deletion von Exon 2, 3 oder 7 charakterisiert
sind (Goldberg et al., 2003; Itier et al., 2003; Perez und Palmiter, 2005; Von Coelln et al.,
2004b), als auch in der Parkin-/DJ-1/PINK1-Dreifach-Knockout-Maus (Kitada et al., 2009)
und im Parkin-defizienten C. elegans-Modell (Springer et al.,, 2005) konnte keine
Degeneration dopaminerger Neurone nachgewiesen werden.

Diese Fille unterschiedlicher Ergebnisse zeigt, dass noch keine endgliltige Aussage liber
den Einfluss Parkinson-assoziierter Gene auf die dopaminergen Systeme verschiedener
Tiermodelle moglich ist. In unserem Fall wird die Untersuchung Parkin-defizienter
Zebrafischlarven mit Hilfe von Immunfirbungen fortgesetzt. Allerdings bleibt die
generelle Frage, ob eine Knockdown-Effizienz von 50% bis 60% ausreichend ist, um eine

phanotypische Veranderung auszultsen.
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3.2.3 Ein Parkin-transgenes Zebrafisch-Modell dient der in vivo-

Evaluierung des neuroprotektiven Potentials von Parkin

Zebrafische zeichnen sich gegeniber anderen Tiermodellen besonders durch ihre relativ
einfache genetische Manipulierbarkeit und ein breites Fluoreszenz-basiertes
Methodenspektrum aus, das die in vivo-Visualisierung pathologischer Prozesse
ermoglicht. Weiterhin werden Substanzen, die im Umgebungsmedium gel6st vorliegen,
schnell von Zebrafischembryonen aufgenommen. Dadurch eignen sie sich nicht nur als
pra-klinisches Modell fir groR angelegte Screens nach potentiellen neuen Wirkstoffen
(Parng et al., 2002), sondern kénnen auch zur Untersuchung pathogener Bedingungen
eingesetzt werden. Aus diesem Grund wurden Parkin-transgene Zebrafische als neues
Vertebraten-Modell zur in vivo-Untersuchung der neuroprotektiven Funktion von Parkin
generiert. Die Coexpression von Parkin und DsRed wurde in den transgenen Fischen mit
Hilfe des aus zwei Konstrukten bestehenden Gal4/UAS-Expressionssystems erreicht.
Dabei steuerte der Promotor EFlo die ubiquitiare Expression, die der Expression
endogenen Parkins nachempfunden ist. Die Coexpression des fluoreszierenden Proteins
DsRed ermoglicht die schnelle Identifizierung transgener Zebrafischembryonen, so dass
auf aufwendigere Analysemethoden wie z.B. PCR verzichtet werden kann. Der Nachweis
fir die (Uberlappende Expression von Parkin und DsRed wurde mittels
immunhistochemischer Analyse erbracht. Obwohl die zygotische Gentranskription im
Zebrafisch erst nach der zehnten Zellteiliung circa drei Stunden nach Fertilisation einsetzt
(Kimmel et al.,, 1995), konnte bereits nach sechs Stunden Parkin mittels Western Blot
detektiert werden.

Um das neuroprotektive Potential von Parkin in diesem neuen Vertebratenmodell zu
evaluieren und um zu (Uberprifen, ob Parkin-Knockdown-Zebrafischembryonen
vulnerabler im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen sind, sollten die Embryonen
verschiedenen Parkinson-assoziierten Stressoren ausgesetzt werden. Diese wurden
zunachst an Wildtyp-Zebrafischembryonen getestet. Die verschiedenen exzitatorischen
Substanzen und mitochondrialen Toxinen fiihrten zwar in hohen Konzentrationen alle
zum Tod, doch in keinem der Falle waren die Effekte der Toxine steuerbar. Es handelte
sich vielmehr um einen ,Alles oder Nichts“-Effekt, da der Anteil sterbender Zellen

entweder nicht Uber das basale Apoptose-MaR hinausging oder bereits Teile des
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Organismus flachendeckend betroffen waren. Fiir verschiedene Toxine wurden dhnliche
Effekte zuvor bereits beschrieben. Insbesondere Rotenon hat nur einen engen
Konzentrationsbereich, in dem sich toxische Effekte manifestieren, ohne dass Fische
sterben (Bretaud et al., 2004; Cheng und Farrell, 2007). Als mogliche Ursache wird
diskutiert, dass Komplex Il kurzfristig den Funktionsverlust von Komplex | kompensiert
und die mitochondriale Atmungskette bis zu einem gewissen Grad aufrechterhalten
werden kann (Cheng und Farrell, 2007). Unter Behandlung mit MPTP (Flinn et al., 2008;
Sallinen et al., 2009) und 6-Hydroxydopamin (Flinn et al., 2008) konnte ebenfalls trotz
auffalliger lokomotorischer Einschrankungen kein Zelltod gezeigt werden. Die
Hitzeschock-Behandlung wurde als weiterer Stressor eingesetzt, da proteotoxischer Stress
oberhalb eines kritischen Schwellenwerts Apoptose ausldsen kann (Jolly und Morimoto,
2000) und dies bereits im Zebrafisch-Modell nachgewiesen wurde (Yabu et al., 2001). Es
zeigte sich, dass eine einstliindige Temperaturerhéhung von 28,5°C auf 39°C mit
anschlieender achtstilindiger Regenerationszeit in zwei Tage alten Zebrafischembryonen
zu einem mikroskopisch quantifizierbaren Anstieg des Zelltods im Rickenmark flhrte,
ohne dass Anderungen in der Morphologie, der Vitalitit oder dem Verhalten auftraten.
Die protektive Funktion von Parkin konnte mit diesem experimentellen Ansatz in vivo
bestatigt werden, da sich im Rickenmark von Parkin-Knockdown-Embryonen signifikant
mehr sterbende Zellen detektieren lieRen als in den Kontroll-Embryonen. Weiter
untermauert wurde dieses Ergebnis durch die Tatsache, dass Parkin-transgene
Zebrafischembryonen im Vergleich zu ihren nicht-transgenen Geschwistern weniger
Hitzeschock-induzierten neuronalen Zelltod zeigten.

Parkin-transgene Zebrafische konnen zukiinftig mit transgenen Zebrafisch-Modellen fiir
andere neurodegenerative Erkrankungen - wie den bereits existierenden Tau- und o-
Synuclein-transgenen Zebrafischen - ausgekreuzt werden, um herauszufinden, ob Parkin
einen Einfluss auf pathologische Verdnderungen hat und diese eventuell vermindern

kann.
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3.3 Der Verlust von Parkin fiihrt in humanen SH-SY5Y-Zellen und in
Drosophila-S2-Zellen zu verstarkter mitochondrialer

Fragmentierung

Mitochondriale Integritat ist Voraussetzung flir die zelluldre Energieproduktion.
Stérungen des mitochondrialen Systems bis hin zur Dysfunktion wirken sich insbesondere
auf solche Zellen und Gewebe aus, die durch einen hohen Energiebedarf gekennzeichnet
sind. Neben der Herz- und Sklelettmuskulatur trifft dies vor allem auf das Gehirn zu, in
dem sich Beeintrachtigungen der mitochondrialen Funktion in Form neurodegenerativer
Prozesse manifestieren konnen. Verschiedene mitochondriale Angriffspunkte wie
Komplex | der Atmungskette (Mizuno et al.,, 1989; Schapira et al., 1989) oder
mitochondriale DNA (Bender et al.,, 2006) wurden in der Vergangenheit mit der
Parkinson-Erkrankung in Verbindung gebracht. Ein Zusammenhang mit Parkinson-
assoziierten Genen konnte jedoch erst in jlingerer Zeit hergestellt werden und wird
seitdem verstarkt untersucht. Verschiedene Beobachtungen deuteten darauf hin, dass
Parkin mit der mitochondrialen Integritat verknipft sein kdnnte. So wurde gezeigt, dass
das vornehmlich zytosolische Parkin mit der &uleren mitochondrialen Membran
assoziiert sein kann (Darios et al., 2003a; Stichel et al., 2000), Zellen vor mitochondrialen
Toxinen schiitzt [MPTP (Hyun et al., 2005; Paterna et al., 2007), Rotenon (Casarejos et al.,
2006; Henn et al., 2007; Rosen et al., 2006)] und die Freisetzung von pro-apoptotischem
Cytochrom c aus dem mitochondrialen Intermembranraum verhindern kann (Berger et
al., 2009; Darios et al., 2003a). Wahrend sich der mitochondriale Phanotyp in Parkin-
Knockout-Mausen auf eine leichte Abnahme von Proteinen, die die Komplexe | und IV der
Atmungskette bilden, beschrankte (Palacino et al., 2004), konnte in Parkin-defizienten
Fruchtfliegen eine deutliche mitochondriale Pathologie nachgewiesen werden, die sich
auf subzelluldrer Ebene in Form geschwollener Mitochondrien mit geschadigter Cristae-
Struktur zeigte (Deng et al., 2008; Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004; Poole et al.,
2008) und Ursache fir die apoptotische Degeneration der Flugmuskulatur und
lokomotorische Defekte war. Dass Parkin moglicherweise eine modulierende Rolle in

Prozessen spielt, die die mitochondriale Morphologie und Dynamik steuern, konnte
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ebenfalls in verschiedenen Studien in Drosophila melanogaster gezeigt werden (Deng et
al., 2008; Park et al., 2009b; Poole et al., 2008).

Da der Einfluss von Parkin auf mitochondriale dynamische Prozesse in humanen Zellen
bisher nicht Gegenstand wissenschaftlicher Arbeiten war, wurden die Auswirkungen eines
Parkin-Knockdowns in humanen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen analysiert. Durch
Behandlung der Zellen mit siRNA-Oligonukleotiden wurde eine effiziente Reduktion von
Parkin erreicht, die mittels Western Blot auf Protein-Ebene und mittels semi-quantitativer
real time PCR auf mRNA-Ebene nachweisbar war. Die mitochondrialen Konsequenzen
lieRen sich anschliefend fluoreszenmikroskopisch beobachten. Das in einem GroRteil der
Zellen unter physiologischen Bedingungen vorliegende tubuldre Netzwerk war in Folge
des Parkin-Knockdowns in deutlich weniger Zellen vorhanden. Stattdessen konnten in der
Mehrzahl der Zellen drastisch verkirzte bis fragmentierte Mitochondrien beobachtet
werden. Dieser Phanotyp entsprach den Ergebnissen, die durch Knockdown von PINK1 in
SH-SY5Y-Zellen (Daten nicht gezeigt) beziehungsweise Hela-Zellen (Exner et al., 2007)
erzielt wurden. Die funktionellen Folgen dieser morphologischen Veranderung zeigten
sich bei der Bestimmung des zellularen ATP-Gehalts, der in Parkin-Knockdown-Zellen um
mehr als 30% reduziert war. Ein dhnlicher Effekt war zuvor bereits in Fibroblasten von
Parkinson-Patienten mit Parkin-Mutation festgestellt worden (Mortiboys et al., 2008). In
gleicher Weise fiihrte der Knockdown von PINK1 zur Reduktion des zelluldren ATP-
Gehalts, was in unserer Gruppe (Daten nicht gezeigt) und anderen Gruppen
nachgewiesen werden konnte (Gegg et al., 2009; Liu et al., 2009).

Die Ursachen der veranderten Morphologie bedurfte weiterer Analysen, da
mitochondriale Fragmentierung auch ein erstes Anzeichen eines Apoptose-Prozesses sein
kann. In der Modellvorstellung der intrinsischen Apoptose-Kaskade kommt es entweder
durch In/Aktivierung anti/pro-apoptotischer Proteine der Bcl.2-Familie oder durch
Offnung der mitochondrial membrane transition pore zur Permeabilisierung der duBeren
mitochondrialen Membran. Dies fihrt zur Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren wie
Cytochrom c, Smac/Diablo oder AIF aus dem Intermembranraum ins Zytosol, wo durch
Aktivierung weiterer Zielproteine der Zelltod eingeleitet wird. Im Zeitraum zwischen der
Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax und der Permeabilisierung der dufleren

Membran kann verstarkte mitochondriale Teilung beobachtet werden (Martinou und
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Youle, 2006). Warum sich die Mitochondrien zu Beginn der Apoptose-Kaskade exzessiv
teilen, ist bislang ungewiss. Es ist jedoch bekannt, dass dies eine Voraussetzung fiir den
apoptotischen Prozess ist, Fragmentierung per se jedoch nicht zu Apoptose fiihren muss
(Knott et al., 2008). Aufgrund dessen stellte sich die Frage, ob es sich bei der Parkin-
Knockdown-induzierten Fragmentierung um einen spezifischen mitochondrialen
Phanotyp handelt oder um einen Teilabschnitt eines apoptotischen Prozesses. Die
Analyse erfolgte durch Detektion von DNA-Strangbriichen mittels TUNEL-Assay und ergab
keinerlei Hinweis auf einen apoptotischen Prozess in Parkin-defizienten Zellen. Dies galt
sowohl! fiir den Zeitpunkt, an dem die Fragmentierung experimentell untersucht wurde
(Tag 3 nach siRNA-Transfektion), als auch fiir die Tage 1, 2 und 4, die einbezogen wurden,
um eventuell vorangegangene beziehungsweise nachfolgende apoptotische Prozesse
nicht zu Ubersehen.

Im Laufe der mitochondrialen Analyse wurde deutlich, dass die von uns erhaltenen
morphologischen Daten in deutlichem Widerspruch zu den in Drosophila postulierten
Abldaufen und Mechanismen stehen. Im Fliegen-Modell war man von der Beobachtung
des Parkin-Knockdown-Phanotyps, der durch verkiirzte Lebenserwartung, lokomotorische
Defekte und apoptotische Degeneration der Flugmuskeln gekennzeichnet ist (Deng et al.,
2008; Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004; Poole et al., 2008; Whitworth et al., 2005),
auf mitochondriale Defekte gestoRen, die nachfolgend mittels elektronenmikroskopischer
Analyse als Schwellung der Mitochondrien mit Schadigung der Cristae-Struktur
beschrieben wurden (Deng et al., 2008; Greene et al., 2003; Pesah et al., 2004; Poole et
al., 2008). Da diese Pathologie beziehungsweise Teile der lokomotorischen Effekte durch
Knockdown mitochondrialer Fusionsproteine beziehungsweise Uberexpression eines
Fissionsproteins revertiert werden konnte, wurde postuliert, dass Parkin die
mitochondriale Teilung fordert, ohne dass Evidenzen fiir Verdnderungen der
mitochondrialen Dynamik gezeigt wurden. Um diese Informationsliicke zu schlieBen und
einen direkten Vergleich mitochondrialer Prozesse zwischen humanen und Drosophila-
Zellen zu erhalten, wurde in Drosophila-S2-Zellen ein Parkin-Knockdown durchgefihrt.
Die morphologische Analyse zeigte, dass Parkin-Defizienz auch hier zu einer verstarkten
Fragmentierung fihrt. Im Gegensatz zu humanen Zellen war dieser Effekt jedoch

schwacher ausgepragt und vornehmlich an Tag 2 nach Knockdown-Behandlung zu
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beobachten. Interessanterweise trat ab Tag 3 sowohl in Kontroll- als auch in Parkin-
Knockdown-Zellen ein dichtes Netzwerk dinner, fadenférmiger Mitochondrien in
Erscheinung, das die Detektion fragmentierter Mitochondrien erschwerte. Dieses
Netzwerk konnte auch die Ergebnisse anderer Gruppen erklaren, die verlangerte
Mitochondrien und ein hoch vernetztes mitochondriales Netzwerk in Parkin-defiziente
S2-Zellen beschrieben, ihre morphologische Analyse jedoch lediglich an Tag 3
beziehungsweise 4 nach Parkin-Knockdown durchgefihrt hatten (Poole et al., 2008;
Ziviani et al., 2010). Die neuerliche These, dass Parkin die mitochondriale Teilung fordert,
stltzte sich demnach auf unvollstindige Daten da frihe Zeitpunkte nicht untersucht
wurden. Dass der Zeitpunkt der morphologischen Analyse nicht nur in Fliegenzellen eine
wichtige Rolle spielt, zeigt auch die Tatsache, dass nach 12-tagiger PINK1-siRNA-
Behandlung in humanen Neuroblastomzellen keine mitochondriale Fragmentierung
sichtbar war (Gegg et al., 2009). Somit wird deutlich, dass die diskrepanten Ergebnisse vor
allen Dingen durch den Zeitpunkt der morphologischen Analyse bedingt sind.
Mitochondriale Fragmentierung ist ein friiher Phanotyp, der nicht nur in humanen und
Drosophila-Zellen sondern auch in primdren Maus-Neuronen beobachtet werden konnte
(Lutz et al, 2009). Vermutlich durch Aktivierung zeitnaher kompensatorischer
Mechanismen ist die Prasenz ausgepragter Fragmentierung zeitlich limitiert. Dies ist auch
eine mogliche Erklarung fir die Tatsache, dass Fragmentierung unter transientem

Knockdown starker zu Tage tritt als unter stabilen Knockdown-Bedingungen.
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4 MATERIAL

4.1 Biologisches Material

4.1.2 Zelllinien

SH-SY5Y Humane Neuroblastomzellen DSMZ-Nr. ACC 209
HEK293T Humane embryonale Nierenzellen ATCC-Nr. CRL-1573
Pac2 Danio rerio Fibroblasten Nicholas Foulkes

(KIT, Karlsruhe)
(Vallone et al., 2007)

S2 Drosophila melanogaster (Schneider, 1972)

4.1.3 Zebrafischlinien

Wildtyp-Linie AB (George Streisinger, Institute of Neuroscience, Univesity of Oregon, USA)

Wildtyp-Linie TLF (TUbingen Long Fin), (C. Nisslein-Volhard, MPI fiir Entwicklungsbiologie,

Tlbingen).

4.1.4 Vektoren und Plasmide

pcDNA 3.1 Zeo+
pCMV Tag 2B
pCS2+

pEYFP
pBEFla-Gal4-VP16
pCS-TP

pB-SK zTH
HA-Ubiquitin

Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, La Jolla, USA

R. Rupp, LMU Minchen
(http://sitemaker.umich.edu/dlturner.vectors/home)
Clonetech, Mountain View, USA

R. W. Koster, HelmholtzZentrum Minchen

K. Kawakami, National Institute of Genetics, Shizuoka, Japan
W. Driever, Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg

(Krappmann et al., 1996)
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4.1.5 Bakterienstamme

E. coli DH5al (Hanahan, 1983)
E. coliTOP10 Invitrogen
4.1.6 Antikorper

hP1 Parkin

PRK8 Parkin

#4230 Parkin

FLAG M2 (F3165) FLAG

B-Aktin (AC-74) Aktin
GAPDH GAPDH
HA-HRP 3F10 HA

aktive Caspase-3 akt. Caspase-3

Sekundarantikorper

Esel-anti-Kaninchen Antikérper
(HRP-gekoppelt)

Schaf-anti-Maus Antikorper
(HRP-gekoppelt)

Anti-Kaninchen Antikorper
(Cy3-gekoppelt)

Ziege-Anti-Maus Antikdrper
Alexa-488-gekoppelt

4.1.7 Enzyme und Proteine
BSA

Pfu-Polymerase

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

Shrimp-Alkaline-Phosphatase
Tag-Polymerase

T4-DNA-Ligase

polyklonal

monoklonal
polyklonal

monoklonal
monoklonal
monoklonal
monoklonal

polyklonal

(Winklhofer et al., 2003)
(Pawlyk et al., 2003)

Cell Signaling, Danvers, USA
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Ambion, Austin, USA
Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Dianova, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

USB, Cleveland, USA

Promega, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
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T3 RNA Polymerase MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Trypsin Invitrogen, Karlsruhe

4.1.8 StandardgroBenmarker fiir Proteine und DNA

See Blue Plus 2 Invitrogen, Karlsruhe
1 kb DNA-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
100 bp DNA-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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4.1.9 Synthetische Oligonukleotide

Primername Sequenz [5°- 3]

Sequenzierprimer:

pME18S-FL for

CTGCTCCTCAGTGGATGTTGCC

pME18S-FL rev GGTGTGGGAGGTTTTTTCTCTAG

pCS2+ for GTCGGAGCAAGCTTGATTTA

pCS2+ rev GTGGTTTGTCCAAACTCATCA

Klonierprimer:

hP-Xbal-F GCTCTAGAGCCACCATGATAGTGTTTGTCAG
d179-Xbal-R TGCTCTAGACTACACGTCGAACCAGTGGTCCC
MI3-FP TGTAAAACGACGGCCAGT

MI3-RP CAGGAAACAGCTATGACC

Zf-Parkin for ATGATCGTTTTCGTGCGGTT

Zf-Parkin rev TCATTCGAACCAATGGTTTC

Zf-Parkin Hindlll ATG for

CCCAAGCTTGCCACCATGATCGTTTTCGTGCGG

Zf-Parkin Xhol rev 2

CGCCTCGAGTCATTCGAACCAATGGTTTCCC

Primer fiir RT-PCR:

Zf-Park-Ex 2 for

GCGAGTGTGTCTGAGCTGAA

Zf-Park-Ex 5 rev 2

TCTGCCATTACAGCCTTGTG

Primer fur quantitative real time
PCR

Zf-Parkin-E23F

ACGAGAGCTCTGCAATGAATCC

Zf-Parkin E23R ACATGAACCGTGCTCTGCTC
Zf-Parkin-E23M (TagMan-Sonde) ATCACAGCCCTGAAGTGT
Zf-Parkin-E23F_2 CGAGAGCTCTGCAATGAATCCA
Zf-Parkin-R23R_2 GGGCAGGACCACATGAAC

Zf Parkin-E23M2 (TagMan-Sonde) TTCAGGGCTGTGATCTC
Zf-Bactin1-E45F GCTCTCTTCCAGCCTTCCTT
Zf-Bactinl1 E45R TCGCACTTCATGATGGAGTTGA
Zf-Bactin1-E45M1 (probe) CTGGGTATGGAATCTT

Zf-Tyrosinhydroxylase-E56F

GGAGAACCAATTCCTAGAGTGGACTA

Zf-Tyrosinehydroxylase-E56R

GATCTCGGAGGGTGGAGTAGA

Zf-Tyrosinehydroxylase-E56M CCTCCCGCCATGTTC
(TagMan-Sonde)

gripNAs

ZF-Parkin gt TTACCTGAAGTGTGGATT
ZF-Parkin gt MM AAGACCTCTGTCTCGACC

Primer fir dsRNA Synthese

T7-Parkin-F

TAATACGACTCACTATAGGGCTGTTGACACGCGAGGAGT

T7-Parkin R

TAATACGACTCACTATAGGGATTTTGGACAGGGCTTTGTG
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4.2 Chemikalien

Aceton

Acridin Orange

Agarose

Ampicillin
Ammoniumpersulfat (APS)
ANTI-FLAG® M-affinity gel
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Carbonyl-Cyanid-m-Chlorophenyl-Hydrazon (CCCP)

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Concanavalin A

Cycloheximid

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Boehringer Mannheim,
USB, Cleveland, USA
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

4’, 6’-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)Invitrogen, Karlsruhe

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

3, 3’-Dihexylcarbocyaniniodid (DiOC6(3))

Desoxynucleosidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Domoinsaure
Dopaminhydrochlorid
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsufoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum
FluorSave Reagent
L-Glutamat

Glyzerin

Immersionsol

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
USB, Cleveland, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem/ Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
USB, Cleveland, USA

Merck, Darmstadt
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Instant-Magermilchpulver
Kainat

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Levamisol
Magnesiumchlorid
Methanol

MG 132

MitoTracker CMXRos
Mowiol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraformaldehyd

PBS Dulbecco’s +/+ Mg/Ca
PBS Dulbecco’s -/- Mg/Ca

Penicillin/Streptomycin

Phenol/Choroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Phenolrot

Ponceau S

Polyacrylamid/Bisacrylamid (29:1) 40%
Power SYBR Green PCR Mastermix

Rotenon
Staurosporin

TagMan Universal PCR Mastermix

N, N, N’, N’ -Tetramethylethylendiamin (TEMED )

Tissue-Tek OCT compound

Tricain

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Uelzena, Uelzen
Calbiochem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
USB, Cleveland, USA
Merck, Darmstadt
Boehringer Mannheim, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
USB, Cleveland, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruh
Calbiochem/Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster
City, USA
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Applied Biosystems, Foster
City,USA
Roth; Karlsruhe

Sakura Finetec Europe,
Zoeterwoude, Niederlande
Sigma, Taufkirchen

USB, Cleveland, USA
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Triton X-100
Trypan Blau
Tween-20

Wasserstoffperoxid (H,0,)

4.3 Losungen und Puffer

Acridin Orange-Losung

APS-Losung

Blockierlosung (Western Blot)

Blockierpuffer (IF)

Blockierpuffer (ISH)

BCIP (ISH)

Embryomedium E3

DEPC-Wasser

DNA-Probenpuffer (6x)

Eindeckelmedium
(IF, Gefrierschnitte)

USB, Cleveland, USA
Invitrogen, Karlsruhe
USB, Cleveland, USA

Merck, Darmstadt

9 ug/mL in Embryo Medium E3

10% Ammoniumperoxodisulfat
in PBS

5% Magermilchpulver
in 1x PBST

5% BSA
0,1% Tween 20 in PBS

10% fotales Kalberserum
1% DMSO

0,1% Tween20

in PBS

50 mg/mL
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
in Dimethylformamid

5 mM Nadl,
0,17 mM KCl,
0,33 mM CacCl,
0,33 mM MgSQO,

1 mLDEPCin 11 H20
Uber Nacht bei 37°C rihren
danach autoklavieren

0,25% Bromphenolblau
30% Glyzerin

2,4 g Mowiol

6 g Glyzerin

6 mL Hzo

12 mL 0,2 M Tris/HCI pH 8,5
DAPI (1:4000)
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HYB- -Puffer
(ISH)

HYB+ -Puffer
(ISH)

Laemmli Probenpuffer 4x

Laufpuffer fur SDS-PAGE
(Hoefer-System)

Lysepuffer

NCST (ISH)

NBT (ISH)

NTMT (ISH)

PBS

PBST

Ponceau S-Farbelésung

Formamid 50%
5x SSC
0,1% Tween-20

50 pug/mL Heparin
0,5 mg/mL Torula-Hefe-RNA
in HYB-Puffer

240 mM Tris/HCl pH 6,8
4% SDS

40% Glyzerin

2% Bromphenolblau
4% B-Mercaptoethanol

250 mM Tris pH 6,8
1,9 M Glyzin
1% SDS

0,1% Triton X-100 in PBS

10% FCS

0,1% Tween 20
1% DMSO

in PBS

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
In 70% Dimethylformamid

100 mM NacCl

100 mM Tris pH 9,0
50 mM MgCl,

0,1% Tween 20

140 mM NacCl

10 mM Na,HPO,
1,75 mM KH,HPO,
in H,0, pH 7,4

1% Tween-20 in PBS
0,2 g Ponceau S

5 mL Essigsaure
H,0 ad 100 mL
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Sammelgelpuffer fir SDS-PAGE

SSC20x  (ISH)

SSCT (ISH)

TAE-Puffer (50x)

TE-Puffer

TFB1-Puffer

TFB2-Puffer

Transferpuffer flir Western Blot
(Hoefer-System)

Trenngelpuffer fir SDS-PAGE

0,5 M Tris, pH 6,8
0,4% SDS
pH 6,8

3 M Nacl
0,3 M Natriumcitrat
Mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt

SSC
0,1% Tween

2 M Tris-Base

57,1 mL Eisessig

50 mM Na,EDTA x 2 H,0, pH 8,0
H,0O ad 1000 mL

10 mM Tris/HCl pH 7,5
1 mM EDTA ph 8,0

30 mm Kaliumacetat
100 mM RbCl

10 mM CacCl,

50 mM MnCl,

15% Glyzerin

pH 5,8

10 mM MOPS
75 mM CaCl2
10 mM RbClI
15% Glyzerin
pH 6,5

20 mM Tris-Base
150 mM Glyzin
0,01% SDS

20% Methanol

1,5 M Tris, pH 8,8
0,4% SDS
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4.4 Bakterien- und Zellkulturmedien

Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)

OPTIMEM 1
L15 (Leibovitz)
Schneider’s Drosophila Medium

LB-Medium

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

1% Bacto Trypton

0,5% Hefeextrakt

1% NacCl

100 pg/mL Ampicillin
bzw. 30 ug/mL Kanamycin
(nach dem Autoklavieren)

LB-Agar

LB-Medium

1,5% Bacto Agar

100 pg/mL Ampicillin
bzw. 30 ug/mL Kanamycin
(nach dem Autoklavieren)

4.5 Kits

Ambion Megascript RNA Synthese Kit

Ambion, Austin, USA

ApopTag Fluorescein Direct in situ Apoptosis detection kit Chemicon, Temecula, USA

ATP Bioluminescence Assay Kit HS Il
ECL RPN 2106

DIG RNA labeling Kit (Digoxigenin)
Effectene Reagenz

Gateway Clonase LR Il enzyme kit
Geneclean Kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Immobilon Western Chemolumineszenz HRP-Substrat
HRP-Substrat

Lipofectamine Reagenz
Lipotectaime RNAIMAX
Mitochondria Isolation Kit MITOISO1

Roche, Mannheim

Amersham Biosciences,
Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
Qbiogene/MP, Heidelberg

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Millipore, Schwalbbach

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
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mMessage mMachine Kit
NucleoSpin Extract Il

NucleoSpin Plasmid Mini/Maxi
PCR®8/GW/TOPQO® TA Cloning Kit
Plus Reagenz

Protein Assay Kit

QlAprep Spin Plasmidextraktionskit
Mini/Maxi/ EndoFree Maxi
QlAquick Gelextraktionskit

QlAquick PCR-Reinigungskit
QlAshredder

RNeasy Minikit

RNAse-free DNase Set

Ambion, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (pCR®-Blunt II-TOPO®) Invitrogen, Karlsruhe

4.6 Gerate

Agfa Curix 60 Filmentwickler
Agarosegel-Dokumentationseinheit
Agarosegel-Elektrophoresekammern
Farbkamera AxioCam HRc

Feinwaage

Fluoroskan Ascent FL
Fluoreszenz-Stereomikroskop Leica DMRB

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop
Zeiss Axiovert 200M LSM Meta

Kihlzentrifuge (J2-21)
Luminometer LBO6V

Mikroinjektor (Femtojet)
Mikroskop Zeiss Axioplan 2 imaging
Mikroskop Axioscope2 plus
Mikrotom Microm HM 560

Agfa, Miinchen

Intas, Gottingen

Peqglab, Erlangen

Zeiss, Jena

Ohaus, Frankfurt

Thermo Scientific, Walldorf
Leica, Wetzlar

Zeiss, Jena

Beckman, Krefeld
Berthold, Bad Wildbad
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Thermo Scientific, Walldorf
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Mikrowelle

Nadelzieher (DMZ)

pH-Elektrode (Blueline 23 pH)
pH-Meter (Inolab pH Level 1)
Photometer (Jasco V550)

Pipetten (P2, P10, P20, P200, P1000)
Pipettierhilfe (Accu-Jet)

Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer
Hoefer SE600

Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer
Mini-PROTEAN 3

PowerSupply EPS

Power Supply EPS 2A200

Schwenktisch GFL 3017
Schittelinkubator (Certomat BS-1)
Sonifizierer Cell Disruptor B15
Stereomikroskop Zeiss Stemi 2000-C

Thermocycler

Thermomixer

Tischzentrifuge 5417 C
Tischkihlzentrifuge 5417 R
Uberkopfmischer Heidolph REAX 2
UV-Detektionssystem

Vortex (Vortex Genie 2)

Warmeschrank

Wasserbad mit Schittelvorrichtung
Wasseraufbereitungsanlage (Milli-Q academic)
Zahlkammer Neubauer

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
Zeitz Instrumente, Augsburg
Schott, Mainz

WTW, Weilheim

Jasco, GroR-Umstadt

Gilson Abimed, Langenfeld
Brand, Wertheim

Amersham Biosciences,
Freiburg

Bio-Rad, Miinchen

Amersham Biosciences,
Freiburg
Amersham Biosciences,
Freiburg

Merck eurolab, Ismaning

B. Braun Biotech, Melsungen
Branson, Danbury, USA
Zeiss, Jena

Biometra, Gottingen
Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Merck Eurolab, Ismaning
Intas, Gottingen

Scientific Industries, Bohemia,
USA

Binder, Tuttlingen

GFL, Burgwedel
Millipore, Billerica, USA
Merck eurolab, Ismaning

Heraeus, Hanau
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7500 Fast Real Time System

4.7 Sonstiges

Deckgldaschen

Einmalkantlen Neolus,
21G, 23G, 26G, 27G

Einwegauslaufpipetten (25 mL, 10 mL, 5 mL)

Einmalspritzen
Expositionskassetten

Objekttrager Standard 76 x 26 cm

Objekttrager Superfrost plus 76 x 26 cm

Pinzetten Dumont No. 5
PCR-ReaktionsgefdRe 0,2 mL
Polysterol-Réhrchen, steril
Petrischalen

Phase Lock Gel Heavy Tubes
Protran Nitrocellulose-Membran

ProbeQuant G50 Saulchen

Polyvinylidenfluorid-Membran

ReaktionsgefaRe (50 mL, 15 mL, 2 mL, 1,5 mL)

Rontgenfilm Fujifilm SuperRX

Rontgenfilm Kodak
Whatman Papier

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellschaber

Applied Biosystems, Fostet City,
USA

neolab, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Terumo, Tokio, Japan

Sarstedt, Nimbrecht

Braun, Melsungen

Fischer Scientific, Nidderau
Menzel Glaser, Braunschweig
Menzel Glaser, Braunschweig
Neolab, Heidelberg

Abgene, Hamburg

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf

Schleicher und Schuell, Dassel

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
Millipore, Billerica, USA

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Fujifilm Deutschland,
Dusseldorf

Sigma, Deisenhofen
Schleicher und Schuell, Dassel

BD Biosciences Falcon,
Heidelberg

BD Biosciences Falcon,
Heidelberg

Corning Inc., Corning, NY, U
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5 METHODEN

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur enzymatischen Amplifikation
doppelstrangiger DNA-Abschnitte mit Hilfe thermostabiler DNA-Polymerasen (Taq, Pfu)
und sequenzspezifischer Oligonukleotide (Primer) genutzt (Saiki et al., 1988). Abhangig
von der Klonierungsstrategie wurden Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen in die
Primer eingebaut. Der Ansatz der PCR-Reaktionen enthielt je 4 pmol Primer, je 0,25 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 100 ng Matrizen-DNA und 2,5 U DNA-Polymerase in
Reaktionspuffer. Die Amplifikation richtete sich nach einem PCR-Standardprogramm,
wobei die Elongationszeit abhdngig von der Lange des zu amplifizierenden Konstrukts und
die Elongationtemperatur abhangig von der verwendeten Polymerase war (Taqg bei 72°C,

Pfu bei 68°C).

Schritt Temperatur | Dauer

Denaturierung 95°C 3 min

Denaturierung 95°C 30 sec

Hybridisierung 50 °C-65°C | 30 sec—90 sec 25- 35 Wiederholungen
Elongation 68°C/72°C 60 sec — 120 sec

Finale Elongation 68°C/72°C 5 min —7 min

Nach Beendigung der Amplifikation, die im Thermocycler erfolgte, wurden die

Amplifikationsprodukte bis zur weiteren Verwendung auf 4°C gekuhlt.

5.1.2 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

3 ug Plasmid-DNA beziehungsweise die Gesamtmenge einer PCR-Amplifikation wurden

fur vier Stunden beziehungsweise Uber Nacht in dem vom Hersteller empfohlenen
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Reaktionspuffer unter Zusatz von Restriktionsendonukleasen verdaut. Die anschlielende

Aufreinigung erfolgte mit dem Nucleo Spin Extract Kit.

5.1.3 Dephosphorylierung von DNA

Um eine moglichst hohe Ligationseffizienz zu erzielen, wurden alle Vektoren nach dem
Restriktionsverdau einer Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase unterzogen, die
durch Abspaltung freier Phosphatreste den intramolekularen Ringschluss verhindert.
Nach 20-minGtiger Hitzeinaktivierung der Restriktionsendonukleasen bei 65°C
beziehungsweise 80°C wurde dem Ansatz circa 2 U SAP (shrimp alkaline phosphatase) pro
pg DNA zugesetzt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der
Phosphatase wurde bei 65°C fiir 20 Minuten durchgefihrt.

5.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten

In einem Ansatz aus circa 300 ng dephosphoryliertem Vektor und einem Uberschuss DNA-
Fragment (aus vorherigem Verdau eines Plasmids oder einer PCR-Amplifikation) in T4-
DNA-Ligase Puffer erfolgte die Ligation unter Zugabe von T4-DNA-Ligase. Die Reaktion
wurde bei 16°C iber Nacht durchgefihrt.

5.1.5 TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung ermoglicht eine effiziente, schnelle und direkte Insertion von PCR-
Produkten in einen Plasmid-Vektor.

Das Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen) enthalt einen linearisierten pCR-Blunt Il
TOPO-Vektor, der durch kovalente Bindung einer DNA Topoisomerase | Uber einen
Tyrosinrest an das 3’Ende der DNA-Strange aktiviert ist. Die Phosphotyrosylbindung
zwischen DNA und Enzym kann durch die 5-Hydroxylgruppe des zugegebenen PCR-
Fragments angegriffen werden. Dadurch wird das Enzym freigesetzt und das DNA-
Fragment mit seinen stumpfen Enden in den Vektor integriert.

Fir die TOPO-Klonierung wurde zundchst eine PCR mit Oligonukleotiden durchgefiihrt,
die 100% komplementar zur Matritzen-DNA waren. Die verwendete Pfu-Polymerase
produzierte ein Amplifikationsprodukt mit stumpfen Enden. Nach DNA-Gelelektrophorese

und Aufreinigung aus dem Gel (Elutionsvolumen 30 uL H,0) wurde folgender Ansatz —
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bestehend aus dem PCR-Fragment und den Komponenten des Kits - fir 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

PCR-Produkt 2 uL
Salzlésung 1l
Steriles Wasser 2 uL
TOPO Vektor 1uL

Fir die anschlieRende Transformation wurden die mitgelieferten TOP10-Zellen
verwendet.
Durch Sequenzierung konnte die Orientierung des Inserts festgestellt und die

nachfolgende Subklonierung in andere Vektoren vorgenommen werden.

_§§_§_E_; Z_ozo=-z=<
[SP6" 383855448 fziigzs83 T
/
- PCR*-Blunt II-
TOPO”
3.5kb
Abb. 47 pCR®-Blunt II-TOPO® Vektor (Invitrogen)

http://www.invitrogen.com/etc/medialib/en/images/mainbody/data/diagram.Par.27588.Image.-1.0.1.gif

5.1.6 Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA beziehungsweise RNA wurden
Agarosegele verwendet. Agarose wurde in unterschiedlichen Konzentrationen von 1-2%
in TAE-Puffer aufgekocht und in Abhdngigkeit der erwarteten FragmentgroRe eingesetzt.
Der Zusatz der in die DNA interkalierenden Substanz Ethidiumbromid gestattete die
Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht bei 366 nm.

Nach Zugabe des Ladepuffers zu den DNA-Proben wurden diese bei 5-10 V/cm
Elektrodenabstand in der mit TAE-Puffer gefiillten Elektrophoreseapparatur aufgetrennt.

Als GroRenmarker wurden verschiedene Marker von Fermentas verwendet.
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5.1.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen von Plasmid-Konstrukten und RT-PCR-Fragmenten wurde von den
Firmen Medigenomix, Martinsried und GATC, Konstanz nach dem

Kettenabbruchverfahren von Sanger (Sanger et al., 1977) vorgenommen.

5.1.8 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter Escherichia coli (E. coli) wurde ein Verfahren
angewendet, bei dem divalente Kationen die Zellwand stabilisieren und somit die
Aufnahme von Plasmid-DNA ermdglichen (Sambrook J, 1989).

Als Vorkultur dienten 2 mL Luria Broth (LB-) Medium, die mit einer Bakterienkolonie des
E. coli Stammes DH5a, beimpft und 16 Stunden bei 37°C geschiittelt wurde. Die Vorkultur
wurde in 250 mL LB-Medium gegeben und fiir zwei bis drei Stunden bis zu einem OD590-
Wert von 0,4 bis 0,6 kultiviert. Nach 5-minutiger Zentrifugation bei 4°C und 3750 rpm
wurde das entstandene Bakterienpellet in 100 mL kaltem TFB1-Puffer resuspendiert. Auf
die finfminutige Inkubation auf Eis folgte eine weitere Zentrifugation bei 4°C und 3750
rom. Das neuerliche Pellet wurde in 10 mL kaltem TFB2-Puffer resuspendiert., 30-60
Minuten auf Eis inkubiert und in Portionen von 100 pL aliquotiert. Nach Schockgefrieren

in flissigem Stickstoff erfolgte die Lagerung bei -80°C.

5.1.9 Transformation kompetenter Bakterien

Zum Zwecke der Aufnahme und Vermehrung von Plasmiden wurde die Transformation
von E. coli genutzt (Sambrook J, 1989).

Nach dem Auftauen von 100 pL Aliquots kompetenter Bakterien auf Eis, wurden diese mit
10 pL Ligationsansatz beziehungsweise 1 pg Plasmid-DNA versetzt und vorsichtig durch
Pipettieren gemischt. Der 30-mindtigen Inkubation auf Eis folgte ein 90-sekiindiger
Hitzeschock bei 42°C und eine weitere funfmindtige Inkubation auf Eis. Dem Ansatz
wurden 400 plL LB-Medium ohne Zusatz von Antibiotika zugefiigt . Es folgte eine 60-120-
minitige Inkubation bei 37°C im Thermoschittler. Verschiedene Volumina der Kultur
wurden auf Agarplatten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum (Ampicillin 100 mg/I

oder Kanamycin 50 mg/I) ausplattiert und fir 16-20 Stunden bei 37°C inkubiert.
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5.1.10 Bakterienkultivierung

Einzelne Bakterienkolonien wurden von Agarplatten gepickt und zum Animpfen von LB-
Medium mit entsprechenden Antibiotika verwendet. Diese Flissigkulturen wurden im
Schittler bei 200 U/min und 37°C fir 12 — 16 Stunden bebritet. Zur dauerhaften
Lagerung wurden 0,5 mL Flissigkultur mit 0,5 mL Glyzerin versetzt und bei -80°C

eingefroren.

5.1.11 Plasmid-Praparation

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Qiagen-Mini- beziehungsweise
Qiagen-Maxi-Kit sowie das NucleoSpin Plasmid Kitverwendet. Die Prdparation richtete

sich nach dem Protokoll der Hersteller.

5.2 Zellbiologische Methoden

5.2.1 Zellkultur

5.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) und humane embryonale Nierenzellen (HEK293T)
wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) unter Zusatz von 10%
hitzeinaktiviertem fotalem Kéalberserum und 1% Antibiotikalésung (Endkonzentration: 50
U/mL Penicilin G, 50 pg/mL Streptomycin) und 2 mM Glutamin kultiviert.
Zebrafischfibroblasten (Pac2) wurden in L15 Medium (Leibovitz) unter Zusatz von 15%
hitzeinaktiviertem fotalem Kéalberserum und 1% Antibiotikalésung (Endkonzentration: 50
U/mL Penicillin G und 50 pg/mL Streptomycin) kultiviert. Drosophila-S2-Zellen wurden in
Schneider’s Drosophila Medium unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fotalen
Kalberserum und 1% Antibiotikalésung (Endkonzentration: 50 U/mL Penicillin G, 50 pug/mL
Streptomycin) kultiviert. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen unterschiedlicher GrofR3e
(25 cm2 — 75 cm2) im Brutschrank bei 37°C (HEK293, SH-SY5Y) beziehungsweise 28,5°C
(Pac2) oder 26°C (S2) und 5% CO, bebritet.
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5.2.1.2 Passagierung

Nach Absaugen des Mediums wurden die adhdrenten Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen und einige Minuten mit Trypsin (0,5 g/l Trypsin) behandelt. Vorsichtiges
Klopfen erleichterte die Ablésung vom Boden. Die Zellen wurden in vorgewdrmtem
Vollmedium resuspendiert und im angestrebten Verhaltnis auf neue Zellkulturflaschen

aufgeteilt.

5.2.1.3 Ausplattieren

Um die Zellzahl zu ermitteln, wurde ein Aliquot der trypsinierten Zellen im Verhaltnis 1:1
mit Trypanblau versetzt und in eine Neubauer-Kammer Uberfiihrt. Fir Western-Blot-
Analysen wurden 1x10° HEK293T-Zellen und 5x10° SH-SY5SY Zellen pro 3,5 cm Schale in
Vollmedium ausplattiert. Fir Immunfluoreszenz-Analysen wurden 4x10° SH-SY5Y-Zellen

beziehungsweise 4x10° S2-Zellen auf sterile Deckglaschen in 3,5 cm Schalen ausplattiert.

5.1.2.4 Transfektion

24 Stunden nach Ausplattieren wurde das Vollmedium von SH-SY5Y- und HEK293T-Zellen
abgesaugt und die Zellen mit Medium ohne Zusatz von FCS und Antibiotikum gesplilt. Die
Transfektion erfolgte in OPTIMEM mit dem Transfektionskit Lipofectamine plus nach dem
Protokoll des Herstellers. Nach dreistiindiger Inkubation im Brutschrank wurde 1 mL

Vollmedium zugegeben.

5.1.2.5 RNAi-induzierter Knockdown

Um Parkin-Expression in Drosophila-S2-Zellen zu vermindern, wurde ein Parkin-Plasmid
(SD01679) vom Drosophila Genomics Resource Center (Bloomington, IN) bezogen. Dieses
diente als Matrize fiir Primer mit einem T7-tag, die von einem Programm fiir die de novo
Synthese langer doppelstrangiger RNAs (dsRNAs) ermittelt wurden (E-RNAi Webservice,
DKFZ). Nach Synthese der T7-cDNA-Matrizen wurde mit Hilfe des Ambion Megascript RNA
Synthese Kits nach Vorgaben des Herstellers dsRNA synthetisiert. S2 Zellen wurden in
Serum-freiem Medium mit 5 pg dsRNA und dem Transfektionsreagenz Effectene
behandelt. Nach 45-miniitiger Inkubation im Brutschrank wurde Vollmedium zugegeben.

Um Parkin in humanen SH-SY5Y Zellen runterzuregulieren, wurden sie mit Stealth siRNA

und Lipofectamine RNAIMAX nach Angaben des Herstellers transfiziert
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5.1.2.6 Zellernte

24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in PBS
mit einem Zellschaber vom Untergrund gelost. Nach Zentrifugation bei 1000 x g fiir 30

Sekunden wurde das Zellpellet bis zur Weiterverabeitung auf Eis gekdhlt.

5.1.2.7 Fluoreszenzfarbung und -mikrokopie von Mitochondrien

SH-SY5Y Zellen und S2 Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat. Diese waren im Falle der
S2 Zellen mit Concanavalin A beschichtet. Dem Kulturmedium wurde der
Fluoreszenzfarbstoff DiOCg(3) zugesetzt. Nach 15-minitiger Inkubation und
anschlieRendem Waschen mit PBS wurden die lebenden Zellen fluoreszenmikroskopisch

untersucht.
5.2.2 Protein- und Nukleinsaureanalytik

5.2.2.1 Gesamtzelllysat

Die Zellpellets wurden in kaltem Lysepuffer resuspendiert und unter gelegentlichem
Vortexen 10 bis 20 Minuten auf Eis inkubiert. Unter Zusatz von Laemmli-Probenpuffer

wurden die Lysate 10 Minuten lang auf 95°C erhitzt.

5.2.2.2 Nachweis der Loslichkeit (Solubilitatsassay)

Die Zellpellets wurden in kaltem Lysepuffer unter Zugabe von Protease-Inhibitor
resuspendiert und finf Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend einer 20-mindtigen
Zentrifugation bei 15000 g und 4°C trennte sich das Lysat in eine Detergenz-l6sliche
(Uberstand, U) und eine Detergenz-unlésliche (Pellet, P) Fraktion auf. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefal Gberfihrt und beiden Fraktionen wurde Laemmli-
Probenpuffer zugesetzt. Nach zehnmindtiger Inkubation bei 95°C wurde die genomische
DNA der Detergenz-unloslichen Fraktion durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 27G-
Kanile geschert. Gleiche Mengen beider Fraktionen wurden mittels Western Blot

analysiert.
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5.2.2.3 Proteinkonzentration nach Bradford

Mit Hilfe des Protein Assay Kits (Bio-Rad) wurde die Gesamtproteinmenge des Zelllysats
nach der Methode von Bradford ermittelt. Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers

verfahren.

5.2.2.4 Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte
unter denaturierenden Bedingungen in SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Fir das
Sammelgel wurde Polyacrylamid in einer Konzentration von 4% verwendet, fiir das
Trenngel- in Abhédngigkeit von der GroRe des zu untersuchenden Proteins — eine
Konzentration von 10-12%. Nach Polymerisation des Trenn- und Sammelgels wurden die
Taschen gespiilt und die Proben geladen. Die Elektrophorese wurde entweder in einer
Hoefer-SE600-Kammer bei 150 V (Sammelgel) bis 250 V (Trenngel) oder in einer Bio-Rad
Mini-PROTEAN-3-Kammer bei 80 V (Sammelgel) bis 120 V (Trenngel) durchgefiihrt. Zum
GroBenvergleich wurden 2 pL des See Blue Plus 2 Proteingroflenmarkers geladen.

Zusammensetzung verschiedener Gele (pro Gel):

Sammelgel (4%) Hoefer-System ‘ Bio-Rad System

H,0 6,4 mL 3,3mL
Sammelgelpuffer 2,5mL 1,25 mL
Acrylamid 1mL 0,5mL
TEMED 100 pL 15 pL
APS-LOsung 10 uL 15 uL
Trenngel (10%) Hoefer-System ‘ Bio-Rad System
H,0 4,9 mL 4 mL
Sammelgelpuffer 2,5mL 2mL
Acrylamid 2,5mL 2 mL
TEMED 100 pL 15 L
APS-LOsung 10 L 15 uL
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5.2.2.5 Proteintransfer auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membran (Western Blot)

Nach der Auftrennung durch Gelelektrophorese wurden die Proteine in einer
Transferkammer auf Nitrozellulose- oder Polyvinylidenfluorid- (PVDF)-Membran
Ubertragen. Die PVDF-Membranen wurden vor Verwendung mit Methanol aktiviert. Der
Transfer erfolgte bei 4°C und einer konstanten Stromstarke von 1000 mA {ber 2 Stunden

(Hoefer-System) beziehungsweise bei 400 mA Uber eine Stunde (Bio-Rad-System).

5.2.2.6 Ponceau S- Farbung

Durch Schwenken der Membranen in Ponceau S-Losung fir finf Minuten und
anschlieBendes Schwenken in H,O wurden alle transferierten Proteine unspezifisch
angefarbt. Somit konnte die Effizienz des Transfers beurteilt werden. Nach Entfarben in

PBST erfolgte die Immundetektion.

5.2.2.7 Immundetektion von Proteinen

Die Nitrozellulose- beziehungsweise PVDF-Membran wurde nach dem Proteintransfer
zunachst fir eine Stunde in Blockierlésung (5% Magermilchpulver in PBST) bei
Raumtemperatur geschwenkt. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem primaren
Antikorper bei 4°C fur 16 Stunden unter Schwenken. Nach drei Waschschritten a 10
Minuten mit PBST bei Raumtemperatur zur Entfernung von unspezifisch gebundenem
sowie ungebundenem Antikdrper wurde die Membran mit dem entsprechenden
sekundaren Meerretich-Peroxidase (HRP)- Antikdrper inkubiert. Es folgten weitere drei
Waschschritte a 10 Minuten mit PBST bei Raumtemperatur.

Zur Immundetektion wurde das Enhanced Chemiluminescence (ECL)-System
beziehungsweise das Immobilon Western-Chemilumineszenz HRP-Substrat nach den
Protokollen der Hersteller verwendet .

Die Reaktion der Peroxidase mit dem Substrat flihrte zur Emission von Licht. Diese Signale

wurden durch Exposition eines Rontgenfilms sichtbar gemacht.
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5.2.2.8 Immunfluoreszenz zum Nachweis von Apoptose

5.2.2.8.1 Caspase-Assay

SH-SY5Y Zellen wurden in einer Dichte von 4x10° auf sterile Deckglischen in 3,5 cm
Zellkulturschalen ausplattiert, nach 24 Stunden transfiziert und weitere 24 Stunden spater
fur drei Stunden mit Kainat (1 mM) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 3 % Paraformaldehyd (PFA) 10 Minuten lang fixiert, mit 0,2% Triton X-100 10 Minuten
lang permeabilisiert und fir eine Stunde mit Blockierpuffer (IF) blockiert. Alle Schritte
erfolgten bei Raumtemperatur. Die fixierten Zellen wurden (iber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer mit dem anti-aktive Caspase-3 Antikorper (1:250 in Blockierpuffer)
inkubiert. Nach Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Fluoreszenz-markierten
Zweitantikorper Cy3 (1:500 in PBS) fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Zellen
wurden erneut mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Eindeckelmedium auf
Objekttragern eingedeckelt. Nach Trocknung des Mediums konnten die Proben am

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

5.2.2.8.2 TUNEL-Assay

SH-SY5Y und S2 Zellen wurden auf Deckgldaschen ausgesat und ein, zwei, drei oder vier
Tage nach Transfektion mit 1% PFA bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten fixiert. Die
jeweiligen Positivkontrollen waren zuvor mit Staurosporin (SH-SY5Y) beziehungsweise
Cycloheximid (S2) behandelt worden. Nach Permeabilisierung mit einer 2:1 Mischung aus
Ethanol und Eisessig, die fiir fiinf Minuten bei -20°C erfolgte, wurden apoptotische Zellen
mit Hilfe des ApopTag Fluorescein Direct in situ Apoptosis detection Kit gefarbt. Dabei
wurde nach Vorgaben des Herstellers verfahren: die fixierten Zellen wurden mit Working
Strength TdT enzyme Uberschichtet und fiir eine Stunde in einer feuchten Kammer bei
37°C im Dunkeln inkubiert. Nach zehnminitigem Waschen wurden die Zellen mit
FluorSave Reagent auf Objekttragern eingedeckelt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit
DAPI. Apoptotische Zellen wurden anhand ihrer griinen Fluoreszenz durch TdT-vemittelte

dUTP-Markierung (TUNEL) detektiert.
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5.2.2.9 ATP-Assay

SH-SY5Y Zellen wurden mit Parkin Stealth siRNA transfiziert. 24 Stunden vor Ernte wurde
wurde das Kulturmedium gegen ein Medium mit 3 mM Glukose ausgestauscht. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen, geerntet und in dem Lysepuffer des Assay-Kits
lysiert. Die Bestimmung der zellularen basalen ATP-Mengen erfolgte mit dem ATP
Bioluminescence Assay Kit HS Il nach Vorgaben des Herstellers. Die Biolumineszenz der
Proben wurde mit einem LB96V Luminometer gemessen, mit der WinGlow Software

(Berthold Technologies) analysiert und auf die Gesamtproteinmenge normalisiert.

5.2.2.10 Isolierung von RNA

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zellen (SHSY-5Y, Pac2) wurde das RNeasy Mini Kit
verwendet und nach Protokoll des Herstellers verfahren. Es wurde grundsatzlich ein 30-
minUtiger DNase Verdau bei Raumtemperatur durchgefiihrt (RNase-free DNase Set). Die
RNA wurde mit 30 puL RNase-freiem Wasser von den Saulchen eluiert. Die Lagerung
erfolgte nach Konzentrationsbestimmung bei -80°C. Zur Isolierung von RNA aus
Zebrafischembryonen wurde das Protokoll an das verdnderte Ausgangsmaterial
angepasst. Die bei -80°C gelagerten und zuvor in flissigem Stickstoff schockgefrorenen
Embryonen wurden mit 1 mL RLT-Puffer und 10 pL B-Mercaptoethanol versetzt und
anschliefend homogenisiert. Hierfiir wurden sie zehn Mal mit einer sterilen Spritze durch
eine 27 gauge Kanile auf- und abgesogen. Nach dreiminitiger Zentrifugation bei
Maximalgeschwindigkeit und Raumtemperatur wurde der Uberstand in ein 2 mL
Eppendorf ReaktionsgefaR Giberfiihrt. Es wurde mit 1 mL 70%igem RNAse-freiem Ethanol
durchmischt und anschlieBend auf die im Kit enthaltenen Saulchen transferiert. Der
Zentrifugation folgten ein 30-minitiger DNase Verdau (RNase-free DNase Set) und
anschlieBRende Waschschritte nach Vorgabe des Herstellers. Die RNA wurde mit 30 plL

RNase-freiem Wasser eluiert und nach Konzentrationsbestimmung bei -80°C aufbewahrt.

5.2.2.11 Synthese von cDNA

Ausgehend von RNA wurde cDNA unter Verwendung des High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kits hergestellt.
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5.2.2.12 Semi-quantitative real time PCR (qRT-PCR)

Die semi-quantitative real time PCR als Weiterentwicklung der Polymerasekettenreaktion
ermoglicht eine Quantifizierung des Ausgangsmaterials anhand von Fluoreszenz-
Messungen. Die in dieser Arbeit verwendete TagMan™ gRT-PCR beinhaltet die
Verwendung einer sequenzspezifischen Sonde, die mit einem Quencher und einem
Reporter- Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Die steigende Fluoreszenz, die im Lauf der
Synthese durch Abbau der Sonde entsteht, wird in jedem Zyklus am Ende der
Elongationsphase gemessen.

Jeder Ansatz setzte sich aus 9 pL cDNA Loésung — je nach Art des Ausgangsmaterials
unterschiedlich konzentriert — 10 pL 2x TagMan Universal PCR Master Mix und 1 puL
working stock des TagMan Gene Expression Assays zusammen. Der TagMan Gene
Expression Assay enthielt jeweils die zur Amplifikation der Ziel-DNA bendtigten
Oligonukleotide sowie die sequenzspezifische TagMan- Sonde. Die Quantifizierung
erfolgte mit dem 7500 Fast Real Time System (Applied Biosystems). Fiir jede RNA-Probe
wurden Triplikate gemessen und die Expression wurde in Bezug auf -Actin normalisiert.

Die relative Expression jedes Gens wurde mit der AACT-Methode berechnet.

5.2.2.13 Behandlung der Zellen mit verschiedenen Stressoren

Um die SH-SY5Y Zellen oxidativem Stress auszusetzen, wurden sie 24 Stunden nach
Transfektion fiir 30 Minuten mit 10 beziehungsweise 20 mM H,0, bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach Ernte erfolgte ein Solubilitdts-Assay und die anschlieRende Analyse
mittels Western Blot.

Zur Untersuchung des Einflusses von Dopamin auf zf-Parkin wurden SHSY-5Y Zellen fiir 5
Stunden mit 0,5/0,75/1/2/5 mM Dopamin bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach Ernte
erfolgte entweder ein Solubilitdts-Assay und Analyse mittels Western Blot oder eine
Analyse mittels Immunfluoreszenz.

Zebrafisch Pac2 Zellen wurden einem Mitochondrien-Toxin ausgesetzt, indem sie fiir eine
Stunde mit 10 nM Rotenon bei 28,5°C und 5% CO, inkubiert wurden. Nach Entfernung des
Komplex | Inhibitors und einer sechsstiindingen Inkubationsphase in Medium erfolgte die

Ernte und anschlieBende Analyse mittels quantitativer real time PCR.
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Um Apoptose zu induzieren, wurden SH-SY5Y Zellen flir vier Stunden mit 1 uM
Staurosporin behandelt beziehungsweise S2 Zellen flir sechs Stunden mit 10 uM

Cycloheximid. Nach Fixierung erfolgte die Analyse mittels TUNEL-Assay.

5.3 Arbeiten mit Zebrafischen

5.3.1 Haltung der Zebrafische und Behandlung der Embryonen

Aufzucht , Paarung, Haltung und Zichtung der Fische erfolgte nach Standardmethoden
(Mullins et al., 1994). Embryonen wurden gewonnen, indem Zebrafische paarweise in
Plexiglasboxen Uber Nacht angesetzt wurden. Die Embryonen und Larven wurden fir
maximal sechs Tage bei 28,5°C in E3 Embryomedium gehalten, die Entwicklungsstadien

wurden ebenfalls nach Standardmethoden bestimmt (Kimmel et al., 1995).

5.3.2 Homologievergleiche in Datenbanken

Das Zebrafischgenome wird seit Februar 2001 durch das zebrafish genome project
sequenziert  (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/) und  annotiert.  Die
Sequenzdaten sind unter (http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index) zugéanglich
und werden fortlaufend aktualisiert. Die Homologievergleiche der hier vorliegenden
Arbeit beziehen sich auf die achte Version der assemblierten Sequenzdaten (Zv8).

Um mogliche orthologe Sequenzen von humanem Parkin im Zebrafischgenom zu finden
wurde die humane Proteinsequenz (NP_054642) mit dem BLAST Algorithmus gegen die
Zebrafisch Genomdatenbank abgeglichen. Dabei wurde ein Zebrafisch Ortholog
identifiziert (ENSDARG00000021555; zgc: 112390). Mit Hilfe von Boxshade 3.21 wurden

die Sequenzen beziiglich Gleichheit und Ahnlichkeit verglichen.

5.3.3 Gewinnung genomischer DNA

Zebrafischeier wurden einen Tag nach Fertilisation einzeln in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte sortiert und mit 100% Methanol bei -20°C Uber Nacht fixiert. Zur
vollstandigen Entfernung des Methanols wurden die Embryonen bei 70°C fir circa zehn
Minuten inkubiert. Nach Zugabe von TE-Puffer mit Proteinase K folgte eine weitere

Inkubation bei 55°C iber vier Stunden und die anschliefende Inaktivierung der Proteinase
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K bei 95°C fiir zehn Minuten. Nach Zugabe von H,0 wurde die Prdparation beim -20°C

eingefroren und gelagert, um dann fir Analysen mittels PCR zur Verfiigung zu stehen.

5.3.4 Mikroinjektion von Zebrafischeiern

Zebrafischeier wurden im Einzellstadium auf 1,5%igen Agaroseplatten mit Gitterstruktur
ausgerichtet. Die Injektion, die - abhadngig von der injizierten Substanz - in den Dotter
(RNA, gripNA) oder direkt in die Zelle (DNA) erfolgte, wurde mit Hilfe eines
Druckluftinjektors (Femto Jet Microinjector) und einer daran gekoppelten Glaskapillare
durchgefihrt. Nach Injektion wurden die Embryonen bei 28,5°C in Embryomedium E3

gehalten und unbefruchtete beziehungsweise tote Embryonen aussortiert.

5.3.5 Transienter Knockdown von Parkin in Zebrafischen

Um die Transkription von endogenem Parkin in Zebrafischen transient auszuschalten
beziehungsweise weitestgehend zu blockieren (Knockdown), wurden gripNAs (Activ
motif) in Zebrafischeier im Einzellstadium injiziert. Diese aus 18 Nukleotiden bestehenden
Peptidnukleinsauren wurden nach Vorgabe des Herstellers in Phosphat-Puffer gel6st und
in einer Konzentration von 1 mM injiziert, was unter den eingestellten

Injektionsbedingungen einer Dosis von 13 ng entsprach.

5.3.6 Hitzeschock-Behandlung von Zebrafischembryonen

Gruppen von 20 Zebrafischembryonen wurden zwei Tage nach Fertilisation
beziehungsweise Injektion in 2 mL ReaktionsgefdRe mit 1 mL Embryomedium Gberfihrt
und fiir eine Stunde bei 39°C in einem Heizblock inkubiert. Es schloss sich eine

achtstiindige Regenerationszeit bei 28,5°C an.

5.3.7 Zelltodfarbung in lebenden Zebrafischembryonen

Dechorionierte  Zebrafischembryonen wurden zwei Tage nach Fertilisation
beziehungsweise Injektion und versuchsabhangiger vorangegangener Hitzeschock-
Behandlung fiir 30 Minuten in Acridin Orange Losung inkubiert (Furutani-Seiki et al.,
1996). Es folgten drei flinfminitige Waschschritte mit Embryomedium E3, das 1% Tricain
enthielt. Die betdubten Embryonen wurden in 1,5%iger Low-Melting-Agarose auf einem

Objekttrager eingebettet und mit E3 Uberschichtet. Um die Anzahl der sterbenden
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Neurone im Rickenmark zu bestimmen, wurden die eingebetteten Embryonen unter
einem Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop mit einer 10x-Linse untersucht. Sterbende
Zellen wurden anhand ihrer griinen Fluoreszenz identifiziert, die durch Interkalierung von

Acridin Orange in DNA entsteht.

5.3.8 Synthese einer Digoxigenin-markierten Tyrosinhydroxylase-RNA-

Sonde

Das fur Tyrosinhydroxylase-codierende Plasmid pB-SK zTH wurde tber Nacht mit Xhol bei
37°C verdaut und somit linearisiert. AnschlieBend wurde die DNA durch Phenol-
Chloroform-Préazipitation aufgereinigt. Die DNA wurde mit DEPC-behandeltem dH,0 1:10
verdiinnt, mit dem gleichen Volumen Phenol/Choroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
versetzt, in Eppendorf Phase Lock Gel Heavy Tubes (berfiihrt und (iber drei Minuten
geschittelt. Wahrend der folgenden Zentrifugation bei Maximalgeschwindigkeit wurde
die untere, organische Phase (Phenol, Chloroform) durch eine Wachsschicht von der
oberen, wassrigen  Phase, DNA-haltigen  getrennt. Nach  Zugabe von
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zur wassrigen Phase, weiterem Schitteln und
Zentrifugation wurde die wassrige Phase abgenommen, mit dem gleichen Volumen
Isopropanol und einem Zehntel Nuclease-freiem Natriumacetat versetzt. Die Fallung der
DNA erfolgte wahrend der zweistiindigen Inkubation bei -20°C. Nach Zentrifugation bei
Maximalgeschwindigkeit fiir 30 Minuten wurde der Uberstand entfernt, das Pellet mit
Nuclease-freiem 70%igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das DNA-enthaltende Pellet bei Raumtemperatur getrocknet.
Im Anschluss an die Resuspension in 20 uL DEPC-behandeltem Wasser wurde die
Konzentration photometrisch bestimmt. Die DNA wurde bei -20°C gelagert. 1 pg der
linearisierten, gereinigten DNA wurde zur Digoxigenin-RNA Synthese eingesetzt. Dazu
wurden das DIG RNA labeling Kit von Roche und die T3 RNA Polymerase von MBI
Fermentas nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die Aufreinigung erfolgte mittels
Lithiumchlorid-Fallung. Nach Prazipitation wurde das Pellet in 10 uL DEPC-behandeltem
dH,0 resuspendiert und anschlieRend mit 20 uL Formamid und 10 pL 20x SSC versetzt.
Die Qualitat der Digoxigenin-Tyrosinhydroxylase-RNA-Sonde wurde mit Hilfe einer

Agarosegelelektrophorese ermittelt.
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5.3.9 In situ-Hybridisierung (ISH)

Bei der in situ Hybridisierung wird RNA in Zellen und Geweben mittels einer spezifischen
Sonde sichtbar gemacht. Zum Nachweis von Tyrosinhydroxylase in dopaminergen
Neuronen des Zebrafischgehirns wurden drei Tage alte Zebrafische in 4%
Paraformaldehyd bei 4°C tGber Nacht fixiert. Nach zweimaligem Waschen in PBST wurden
sie fur 20 Minuten in Proteinase K (10 pg/mL in PBST) inkubiert, um eine spatere
Penetration der Sonde zu ermdglichen. Es schloss sich eine 20-minitige Nachfixierung mit
4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur an sowie zwei weitere Waschschritte in PBST.
Die Embryonen wurden bei 65°C fiir zwei Stunden in Hybridisierungspuffer (HYB+)
prahybridisiert.  Die  Hybridisierung mit der einstrdangigen  —Digoxigenin-
Tyrosinhydroxylase-RNA-Sonde erfolgte {ber Nacht bei 65°C. Alle folgenden
Waschschritte wurden ebenfalls bei 65°C ausgefiihrt: 2 x 30 min in einer 1:1 Mischung aus
Formamid und 2x SSCT; 1x 15 min in 2x SSCT; 2x 30 min in 0,2x SSCT; 1x 10 min in 66%
0,2x SSCT und 33% PBST; 1x 10 min in 33% 0,2x SSCT und 66% PBST; 1x 10 min in PBST.
Die Embryonen wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierpuffer inkubiert und
daraufhin tGber Nacht bei 4°C in einer 1:4000 Verdiinnung von alkalischer Phosphatase,
die an Digoxigenin-Antikorper gebunden ist, in NCST unter Schitteln aufbewahrt. Nach
dreimaligem zehnminitigem Waschen in NTMT unter Zusatz von 0,25 mg/mL Levamisol,
das zur Reduktion der endogenen alkalischen Phosphatase-Aktivitdt dient, erfolgte die
enzymatische Farbreaktion. Hierzu wurden die Embryonen 30 min in NTMT mit 3,5 pL/mL
BCIP und 4,5 pL/mL NBT versetzt. Die Farbreaktion wurde unter dem Mikroskop
kontrolliert und abhangig von der Starke des Signals durch Waschen mit PBST gestoppt.
Die Bilder wurden mit einem Zeiss Mikroskop mit einer Zeiss Plan-Apochromat 10x Linse
aufgenommen. Z-Stapel wurden durch automatisches schrittweises Scannen des Gehirns
bei optimaler Schnittdicke erzeugt und mit Imagel zu einer Maximum-Projektion

zusammengesetzt.
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5.3.10 Farbung und Mikroskopie von Mitochondrien in lebenden

Zebrafischen

5.3.10.1 Synthese und Mikroinjektion von mRNA

Das Plasmid pCS2+ mito-GFP, das die codierende Sequenz von mito-GFP (green
fluorescent protein mit mitochondrialer Signalsequenz) enthalt, wurde Uber Nacht mit
Notl bei 37°C verdaut und somit linearisiert. Nach anschlielender Aufreinigung der DNA
Uber Phenol-Chloroform-Prazipitation und Resuspension in DEPC-behandeltem dH,0
wurde 1 pg der linearisierten, gereinigten DNA zur mRNA Synthese mit Hilfe des Ambion
mMessage Machine Kits verwendet. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers
verfahren. Die Aufreinigung der mRNA erfolgte Gber Lithiumchlorid-Fallung. Das Pellet
wurde in DEPC-behandeltem dH,0 resuspendiert, die Qualitdt der mRNA mit Hilfe von
Agarosegelelektrophorese bestimmt und die Konzentration photometrisch ermittelt. Die
Lagerung der aliquotierten mRNA erfolgte bei -80°C. Ebenso verfahren wurde bei der
Synthese von mRNA ausgehend von pCS2+ H2B mRFP, einem Plasmid, das die codierende
Sequenz des Histonproteins H2B mit dem monomeric red fluorescent protein enthalt und
folglich Zellkerne sichtbar macht.

Die RNA wurde im Einzellstadium in einer Konzentration von 100 ng/uL mito-GFP und 80

ng/uL H2B-mRFP in den Dotter injiziert.

5.3.10.2 Inkubation in MitoTracker

Der rot-fluoreszierende Farbstoff MitoTracker Red CMXRos, der abhangig vom
Membranpotential Mitochondrien in lebenden Zellen anfarbt, wurde 1:500 bis 1:1000 in
Embryomedium E3 verdiinnt. Das Chorion von Zebrafischembryonen im 50% Epibolie
Stadium (sechs bis acht Stunden nach Fertilisation) wurde mit einer feinen Glasnadel
punktiert, um einen Flussigkeitsaustausch mit dem Umgebungsmedium zu gewaéhrleisten.
Die Embryonen wurden in einer 3,5 cm Zellkulturschale mit der MitoTracker-Verdiinnung

Uberschichtet und 24 Stunden bei 28,5°C inkubiert.
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5.3.10.3 Inkubation in Rotenon

Um den Einfluss eines Mitochondrien-Toxins auf die mitochondriale Morphologie zu
untersuchen wurden Wildtyp-Zebrafischembryonen fiur 24 Stunden in 20 pg/l
beziehungsweise 50 pg/l Rotenon in Embryomedium inkubiert. Nach Punktierung des
Chorions im 50% Epibolie Stadium wurden die Zebrafischembryonen mit der Rotenon-
Verdiinnung (berschichtet. Parkin Knockdown Embryonen und kontrollinjizierte

Embryonen wurden fir 6 Stunden in 100 pg/l Rotenon inkubiert.

5.3.10.4 Mikroskopie und Bilderstellung

Einen Tag nach Fertilisation wurden die Embryonen dechorioniert und in Embryomedium
E3 mit 1% Tricain betdubt. Die Einbettung erfolgte in 1,5%iger Low-Melting-Agarose auf
einem Deckglas, das von unten an eine gelochte Petrischale geklebt war. Die Agarose
wurde mit E3 und 1% Tricain Gberschichtet. Die Embryonen wurden mit einem Zeiss LSM
Meta konfokalen Mikroskop mit einem Plan-Apochromat 100x/1.4 oil DIC Objektiv

untersucht und fotografiert.

5.3.11 Isolierung von Mitochondrien aus Zebrafisch

Die Isolierung von Mitochondrien aus Zebrafischembryonen erfolgte mit Hilfe des
MITOISO1-Mitochondrial Isolation Kit von Sigma. Um die Funktionalitdt der
Mitochondrien zu bewahren wurden alle Schritte bei 4°C mit eiskalten Puffern und
Losungen durchgefiuhrt. Das Protokoll des Herstellers wurde dem Ausgangsmaterial
entsprechend optimiert.

24 Stunden nach Fertilisatzion wurden 30 Zebrafischembryonen dechorioniert, in
Embryomedium E3 mit 1% Tricain betaubt und in zweimal in je 50 pL Extraktionspuffer A
gewaschen. Die Embryonen wurden anschlieBend mit 500 pL Extraktionspuffer A und 2
mg/mL Albumin versetzt und durch Ultraschall mit einem Branson Cell Disruptor B 15
homogenisiert. Die folgende Zentrifugation bei 600 x g tber fiinf Minuten bei 4°C fihrte
zur Abtrennung der Debris. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf ReaktionsgefaR
Uberfihrt und bei 11000 x g weitere zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet stellte die mitochondriale Fraktion dar und wurde in 30 pL storage buffer

resuspendiert.
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5.3.12 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Um die Integritdt der inneren Mitochondrienmembran zu bestimmen, kann man den
elektrochemischen  Protonengradienten (Ay) bestimmen. Der fluoreszierende
Carbocyanin-Farbstoff JC-1 wird abhangig vom Membranpotential in die mitochondriale
Matrix aufgenommen. Das Emissionsspektrum des Fluorophors ist widerum abhangig von
der Konzentration. Bei niedrigen Konzentrationen und einer Exzitationswellenldnge von
490 nm fluoresziert der Farbstoff griin. Bei hohen Konzentrationen bildet JC-1 Aggregate,
die rot-orange fluoreszieren. In einer mitochondrialen Matrix, die von einer inneren
Membran mit einem hohen Membranpotential umgeben ist, wird der Farbstoff
aufkonzentriert und bildet Aggregate, so dass die Emissionswellenldange ein Indikator fiir
das Membranpotential ist.

5 pL der Mitochondriensuspension wurden mit 20 L storage buffer und 475 pL JC-1
Assay Puffer durch Invertieren gemischt. Bei Positivkontrollen wurde den Ansdtzen
weiterhin 4 pM beziehungsweise 20 uM Valinomycin zugefiigt und fir 10 Minuten
inkubiert. Valinomycin fuhrt als Kalium-lonophor zum Zusammenbruch des
Membranpotentials. Um die Proben einem zusatzlichen mitochondrialen Stress
auszusetzen wurde der Komplex | Inhibitor Rotenon in Konzentrationen von 10 uM oder
100 pM eingesetzt und fur 50 Minuten inkubiert. Es folgte eine zehnminitige Inkubation
mit 0,2 pg/mL JC-1 bei Raumtemperatur im Dunkeln. AnschlieBend wurden jeder Probe
viermal 100 pL entnommen und mit einem Fluoroskan Ascent FL Mikroplatten
Fluorometer vermessen. Der Mittelwert der Emission bei 590 nm (rot) wurde durch den
Mittelwert der Emission bei 538 nm (griin) geteilt. Demzufolge weist ein niedriger Wert
auf ein gestértes Membranpotential hin, da weniger JC-1 in die Matrix aufgenommen

wird und aus diesem Grund keine Aggregate gebildet werden.

5.3.13 Generierung Parkin-transgener Zebrafische

Um transgene Zebrafische zu generieren, die den Fluoreszenzmarker DsRed und humanes
Parkin exprimieren, wurde Parkin mit den Primern hP-Xbal-F und A1-79-R aus dem
Plasmid pCS2+ M80T amplifiziert. Dabei handelt es sich um humanes Volllangen-Parkin,
dem im Vergleich zu Wildtyp-Parkin die sekunddre Translationsstartseite fehlt. Die

Nutzung dieser sekunddren Translationsstartseite flihrt bei Wildtyp-Parkin zur Expression
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von AUBL-Parkin, das weniger neuroprotektiv ist (Henn et al., 2007; Henn et al., 2005). Im
Hinblick auf die Untersuchung der neuroprotektiven Funktion im Zebrafisch, wurde
Parkin-M80T  zur Klonierung verwendet. Das Amplicon wurde in den
PCR8/GW/TOPO/Entry Vektor kloniert und von dort mit Hilfe des Gateway
Rekombinationssystems und LR-Rekombination in den Responder-Vektor subkloniert
(Paquet et al, 2009). EF10-Gal4-VP16 wurde mit den Primern MI3-FP und MI3-RP aus dem
Plasmid pBEFla-Gal4-VP16 amplifiziert in den Vektro pCR8/GW-ENTR/TOPO kloniert.
AnschlieBend wurde EF1a-Gal4-VP16 liber LR-Rekombination in den Vektor pT2d-DEST-
GWRI-R2 tansferiert, um das Driver-Konstrukt pT2d-EXP-EF1a-Gal4-VP16.pA zu erhalten.
Alle weiteren Schritte einschliefRlich der Transformation mit E. coli DH5a wurden nach
Vorgaben des Herstellers mit dem Gateway Clonase LR Il enzyme Kit durchgefiihrt. Die
Plasmid-DNA wurde fir die Injektion in Zebrafischeier mit dem Geneclean Il Kit gereinigt.
Das pCS-TP Plasmid, das die codierende Sequenz der Tranposase enthdlt, wurde
linearisiert und mittels Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt. Es diente als Matrize fur
die mRNA Synthese, fur die das Ambion mMessage mMachine Kit eingesetzt wurde. Kurz
vor der Injektion wurden die gereinigten DNA Konstrukte mit DEPC-behandeltem dH,0
auf eine Konzentration von 15 ng/uL (Driver-Konstrukt) beziehungsweise 40 ng/uL
(Responder-Konstrukt) verdiinnt und die Transposase-mRNA auf 20 ng/uL eingestellt.
DNA- und RNA-Verdinnungen wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und mit Phenolrot in
einer Endkonzentration von 20% (v/v) versetzt. Circa 1 nl der Injektionsmischung wurde
im Einzellstadium in die Zelle von Zebrafischeiern injiziert. Die Transposase katalysiert die
Integration des Driver-und Responder-Konstrukts in das Zebrafischgenoms liber die Tol2
Seiten (Urasaki et al., 2006). Die injizierten Embryonen wurden anhand ihrer DsRed-
Expression nach 24 Stunden fluoreszenzmikroskopisch identifiziert. DsRed-positive
Embryonen wurden aufgezogen und im adulten Stadium mit Wildtyp-Zebrafischen
ausgekreuzt. Die DsRed-exprimierenden Nachkommen der F1-Generation konnten

daraufhin als stabile transgene Linien aufgezogen werden.

5.3.14 Gefrierschnitte und Immunhistochemie

Transgene Zebrafischembryonen und ihre nicht-transgenen Geschwister wurden einen
Tag nach Befruchtung dechorioniert und in 4% Paraformaldehyd bei 4°C Uber Nacht

fixiert. Nach dem Waschen in PBS wurden die Embryonen in Tissue-Tek OCT compound
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eingebettet und auf Trockeneis eingefroren. Bei -22°C wurden 14 um dinne Schnitte mit
einem Microm HM 560 Kryotom angefertigt und auf Objektrager aufgebracht. Nach
Entfernung des Einbettmediums durch 0,5% Tween-20 in PBS wurden die Schnitte fir
zwei Stunden mit 10% NCST in PBST (iberschichtet. Die Inkubation mit dem Erstantikorper
erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Hierfiir wurde der Parkin Antikorper PRK-8 1:200 in 2% NCST
in PBST verdiinnt. Die Schnitte wurden dreimal fiir 10 Minuten in PBST gewaschen und
anschliefend mit einem anti-Maus Alexa-488 Zweitantikorper fir drei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren Waschschritten mit PBST und PBS wurden die
Schnitte mit Eindeckelmedium Uberschichtet und mit Deckgldaschen eingedeckelt. Die
Schnitte wurden an einem Zeiss Axioscope2 plus Mikroskop mit einer 10x und einer 40x

Linse analysiert und fotografiert.

5.3.15 Behandlung mit mitochondrialen und exzitatorischen Stressoren

Zebrafischembryonen wurden zwei Tage nach Fertilisation dechorioniert und in 3,5 cm
Schalen in Konzentrationen zwischen 10 nM und 750 uM CCCP, 100 uM und 1 mM
Glutamat, 100 uM und 1 mM Kainat beziehungsweise 50 pg/l und 200 pg/l Rotenon
inkubiert. Domoinsaure wurde in Konzentrationen zwischen 0,5 pg/l und 1 pg/l vier

Stunden nach Fertilisation in den Dotter injiziert.

5.3.16 Statistik

Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) wurden mit Microsoft Excel berechnet. Die
Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Zur statistischen Analyse
wurde der zweiseitige t-Test verwendet, mit dem ein p-Wert ermittelt wurde. Ein p-Wert
unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen,*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Die in Teil 2.3 gezeigten Daten beruhen auf Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
Die statistische Analyse der Mitochondrienlange wurde mit Varianzanalyse (ANOVA)
ausgefiihrt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen, *p <

0,05,**p<0,01,***p<0,001.
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GLOSSAR

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

Ccccp Carbonyl-Cyanid-m-Chlorophenyl-Hydrazon

coMT Catechol-O-Methyltransferase

Da Dalton

DAPI 4’, 6’-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid

ds Doppelstrang

dsRNA doppelstrangige RNA

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoyscytosintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

ECL Enhanced Chemiluminescence

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum

EYFP enhanced yellow fluorescent protein

FCS fotales Kalberserumalbumin (fetal calf serum)

HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)

HSF Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren

Hsp Hitzeschockprotein

IBR in-between RING

IF Immunfluoreszenz

IKK lkB-Kinase

ISH in situ-Hybridisierung

JIC-1 5,5', 6, 6'-Tetrachlor-1, 1', 3, 3'-Tetraethylbenzimidazolcarbocyaniniodid

Kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

MAO Monoaminoxidase

MPP* 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin

MPTP 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin

NF-kB nukledrer Faktor kB

PAGE Polyacrylamindgelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlésung (phosphate buffered
saline)

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PET Positron-Emissions-Tomographie
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Glossar

RNA
RING
ROS
rpm
SAP
SDS
siRNA
SNpc
SOD
SPECT
TEMED
TAE
TE
Tris

Ribonukleinsaure

really interesting new gene

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
alkalische Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)
small interfering RNA

Substantia nigra pars compacta
Superoxiddismutase
Single-Photon-Emissionscomputertomographie

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100t-Octyl-Phenoxy-Polyethoxyethanol
Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

U

UBL
UPS
USA
UPDRS
VTA
Wt

zfP

Enzymaktivitat, Umsetzung von 1 pmol Substanz/ min
Ubiquitin-like

Ubiquitin-Proteasom-System

United States of America

unified Parkinson’s disease rating scale

ventrale stegmentales Areal

Wildtyp

Zebrafisch Parkin
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