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1 Einleitung

Dieser einleitende Teil behandelt die neurodegenerativen Erkrankungen im Allgemeinen und
dabei die Synucleopathien im Besonderen. AuBlerdem werden das beteiligte Gen,
a-Synuclein, sowie die verwendeten Methoden wie die Patch-Clamp-Technik und die
konfokale Mikroskopie beschrieben. Der erste Abschnitt schlieft mit der Zielsetzung dieser
Arbeit. Im zweiten Kapitel werden die verwendeten Methoden dargestellt. Im
darauffolgenden Abschnitt werden die Resultate der elektrophysiologischen und
biochemischen Untersuchungen erldutert. Diese Ergebnisse und ihre Relevanz fiir die
Parkinson-Erkrankung werden im Kapitel 4 diskutiert. Im letzten Abschnitt schlieBlich

werden die Haupterkenntnisse dieser Arbeit zusammengefasst.

AN

ESSAY

ON THE

SHAKING PALSY.

CHAPTER 1I. .

DEFINITION—HISTORY—ILLUSTRATIVE CASES.

SHAKING PALSY. (Paralysis Agitans.)

Involuntarytremulousmotion, withlessened
muscular power, in parts not in action and
even when supported ; with a propensity
to bend the trunk forwards, and to pass
from a walking to a running pace: the
senses and intellects being uninjured.

TrE term Shaking Palsy has been vaguely

employed by medical writers in general.

By some it has been used to designate or-
153

Abb. 1: Erste Seite von Parkinson's klassischen Werk: An Essay on the shaking palsy.

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Der Psychiater Alois Alzheimer (1864-1915) beschrieb 1906 die hiufigste neurodegenerative
Erkrankung: eine Erkrankung des Gehirns, die hauptsichlich Menschen hoheren Alters
betrifft und mit einem fortschreitenden Verlust der mentalen Fahigkeiten verbunden ist.

Dieses Krankheitsbild wird seitdem als Morbus Alzheimer bezeichnet (Kraepelin 1910). Die
1



zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung wurde im Jahre 1817 vom englischen Arzt
James Parkinson beschrieben. Die Symptome, die Parkinson in ,,An Essay on the Shaking

3

Palsy erlduterte, sind unter dem Namen Morbus Parkinson (MP) oder idiopathisches
Parkinson bekannt.

Die Atiologie und Pathophysiologie dieser neurodegenerativen Erkrankungen sind noch nicht
vollstindig geklart. Die meisten neurodegenerativen Erkrankungen zeichnen sich sowohl
durch die Bildung als auch durch die Ablagerung von Proteinaggregaten aus. Diese Aggregate
werden als krankheitsspezifisch und fibrilldar nachgewiesen.

Zu diesen neurodegenerativen Erkrankungen zédhlen nicht nur Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson, sondern auch die Creuzfeldt-Jakob-Krankheit oder Morbus Huntington. Bei allen
Erkrankungen konnen Proteinaggregate nachgewiesen werden. Bei Alzheimer-Patienten
zeigen sich dementsprechend pathologische extrazellulire Ablagerungen des Amyloid-f3-
Peptides (kurz Af) und intrazelluldre fibrillire Aggregate des Tau-Proteins. Bei
Prionkrankheiten konnen pathologische Aggregate des Prionproteins gefunden werden, beim
Morbus Huntington zeigt sich pathologisch aggregiertes Huntingtin und bei Synucleopathien
wie Morbus Parkinson, Demenz mit Lewy-Korperchen (DLB) und der multiplen
Systematrophie (MSA) bilden sich pathologische a-Synuclein-Aggregate (Koo et al. 1999;
Hardy and Selkoe 2002; Muchowski 2002; Aguzzi and Haass 2003; Ross and Poirier 2004;
Haass and Selkoe 2007; Hogen 2009).

Die Proteinablagerungen selbst sowie deren Vorstufen (wie etwa die sogenannten 16slichen
Oligomere), scheinen die krankheitsassoziierte Nervenzellschiddigung bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer oder dem Morbus Parkinson zu induzieren
(Aguzzi and Haass 2003; Caughey and Lansbury 2003). Der Nachweis der pathologischen
Proteinaggregate ist der Goldstandard in der Diagnostik dieser Erkrankungen (Lowe 1998).
Es wird vermutet, dass diverse Mutationen, biochemische Modifikationen und Anderungen
im Expressionsmuster der verschiedenen Proteine zu deren pathologischen Aggregationen

fiihren (Soto 2003; Hogen 2009).

1.2 Synucleinopathien
Beim MP konnen verschiedene Symptome beobachtet werden:
* die Verlangsamung der Bewegungsablaufe als Folge einer organischen
Hirnerkrankung (Bradykinese),
* eine gesteigerte Grundspannung der Skelettmuskulatur, die sich durch

charakteristische Steifigkeit bei passiven Bewegungsabldufen duflert (Rigor),
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* ein Ruhetremor mit 4-6 Hz sowie

* eine Storung der Stellreflexe.
In ca. 90 % der Fille sind diese sogenannten Parkinson-Symptome tatsdchlich durch einen
Morbus Parkinson verursacht. In den iibrigen 10 % liegen sekundire Ursachen zugrunde
(Jellinger 1996).
Der MP gehort zu den Synucleinopathien. Diese Gruppe von Erkrankungen ist
gekennzeichnet durch fibrilldre, zytoplasmatische a-Synuclein-Aggregate (sogenannte Lewy-
Korperchen, LK) in Neuronen oder Gliazellen und durch Zytoplasmaeinschliisse (Papp-
Lantos-Korper) (Trojanowski et al. 1998; Spillantini and Goedert 2000; Goedert 2001; Marti
et al. 2003). Desweiteren findet man o-Synuclein-positive Einschliisse auch in Neuriten,
sogenannte Lewy-Neuriten (LN) (Dickson et al. 1991; Braak et al. 1999). Die bekannteste
Synucleinopathie ist der Morbus Parkinson. Neuere Studien zeigen, dass neben dem
idiopathische Parkinson-Syndrom (Morbus Parkinson) sehr viele neurodegenerative
Erkrankungen zu den Synucleinopathien gezihlt werden miissen, wie etwa die multiple
Systematrophie (MSA) und die Demenz mit Lewy-Korperchen (DLB), sowie die zerebrale
Eisenablagerung Typ I, vormals als Hallervorden-Spatz Syndrom bekannt oder auch die
diffuse Lewy-Korperchen-Erkrankung (engl. Lewy Body Disease, LBD) (Spillantini et al.
1998; Spillantini and Goedert 2000; Jellinger 2003; Hogen 2009).

1.2.1 Das idiopathische Parkinson-Syndrom (Morbus Parkinson)

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) ist eine stetig progrediente neurodegenerative
Erkrankung, deren Auftreten typischerweise in einem Lebensalter von 50 bis 60 Jahren liegt,
wobei die Privalenz mit steigendem Alter, insbesondere bei iiber 65-Jdhrigen, zunimmt
(Evers and Obladen 1994). Es gilt als die héufigste neurodegenerativ bedingte
Bewegungsstorung (Goedert 2001), von der ca. 1 bis 3,5 % aller Menschen in Deutschland
betroffen sind (de Rijk et al. 1997; Forman et al. 2005; von Campenhausen et al. 2005).
Neuropathologisch wird beim Morbus Parkinson (MP) im ventrolateralen Teil der Substantia
nigra pars compacta eine fortschreitende Depigmentierung und der Verlust dopaminerger
Neurone beobachtet (Fearnley and Lees 1991; Lang and Lozano 1998).

Eine eindeutige Diagnose des Morbus Parkinson kann nur post mortem durch eine
neuropathologische Untersuchung mit dem Nachweis von zytoplasmatischen a-Synuclein-
positiven Einschlusskorperchen in den vulnerablen Neuronenpopulationen gestellt werden.
Die spindel- bis fadendhnlichen LN formieren sich im neuronalen Perikaryon zu

kugelformigen LK (Forno 1996); Lewy, 1912). Bei der Hidmatoxilin-Eosin-Féarbung zeigen

3



sich LK als kugelige, 8-30 pm groBe Einschlusskorperchen, bei denen man
lichtmikroskopisch eine Cor-Halo-Struktur mit einem hyalinen, eosinophilen Kern sowie
einer umgebenden feinen lamindren Ringstruktur erkennt (Jellinger 2003).

Zusitzlich zu den sphérischen, zytoplasmatischen Einschlusskorperchen konnen in den
Neuriten a-Synuclein-positive Ablagerungen, die sogenannten Lewy-Neuriten (LN),
detektiert werden (Abb. 2). Hierbei kann anhand der Verteilung von LK und LN in den
unterschiedlichen Gehirnarealen das Stadium der Erkrankung bestimmt werden (Braak et al.
1999).

Heiko Braak hat eine neuropathologische Klassifikation vorgeschlagen, die auf der
praklinischen Phase von frithen Einschliissen im motorischen Kern des Nervus vagus bzw.
des Nervus glossopharyngeus sowie im anterioren olfactorischen Nucleus basiert. Dies
griilndet auf seiner Hypothese, dass sich die LK- und LN-Pathologien im Verlauf der
Erkrankung vom Hirnstamm iiber das Mittelhirn und den entorhinalen Kortex bis in
verschiedene neocorticale Gehirnareale hin ausbreiten (Braak et al. 1999). Im Gegensatz zu
dieser Verbreitung der pathologischen a-Synuclein-Einschliisse betrifft der Neuronenverlust
am stirksten die dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta. Durch den
damit einhergehenden Dopaminmangel kommt es zu Verdnderungen im subcortical
gelegenen nigro-striatalen Regulationssystem, welche zu einer pathophysiologischen
Dysfunktion in der direkten und indirekten sensomotorischen Basalganglienschleife fiihren.
Bei einem Verlust von mehr als 50-60 % der dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra
pars compacta bildet sich das klinische Erscheinungsbild des MP aus (Becker et al. 2002). Zu
den ersten Krankheitszeichen gehoren Storungen der Riechfunktion, des Schlafverhaltens, des
Vegetativums oder eine depressive Verstimmung (Becker et al. 2002). Haufig wird auf der
Basis dieser Symptome nicht an das Vorliegen eines Morbus Parkinson gedacht. Oft
entwickeln sich erst in spiteren Stadien die klassischen Leitsymptome des MP wie
Ruhetremor, Rigor, Bradykinese bzw. Akinese, kognitive Defizite sowie eine posturale
Instabilitit.

Die genaue Pathophysiologie der Degeneration dopaminerger Neurone beim MP ist bis heute
noch immer unverstanden. Bekannt ist jedoch, dass eine direkte Exposition der dopaminergen
Nervenzellen gegeniiber Neurotoxinen wie MPTP, Herbiziden oder Pestiziden, einen
pathophysiologischen Mechanismus in Gang setzt, der zu einem dhnliches Krankheitsbild wie
dem MP fiihrt (Winklhofer et al. 2008). Jedoch findet man bei solchen Fillen keine fiir den

Morbus Parkinson typischen a-Synuclein-Aggregate.



Abb. 2: Lewy-Korperchen (LK) und Lewy-Neuriten (LN) im histologischen Bild bei Morbus Parkinson.
A Himatoxilin-Eosin-Farbung (HE) eines pigmentierten Neurons aus dem Hirnstamm mit einem
intrazelluldren, zytosolischen Lewy-Korperchen.

B Immunhistochemische Anfirbung zweier a-Synuclein-positiver Lewy-Korperchen und eines Lewy-

Neuriten mit dem Antikorper 15G7 (APAAP-Reaktion; Bilder S. Hiils, ZNP Miinchen).

Bei 5 % der Parkinson-Patienten liegt eine monogenetische Ursache vor und man spricht von
einem familidren MP. Bisher konnten 13 verschiedene Gen-Loci beschrieben werden, welche
mit dem familidren MP assoziiert werden (Park 2 bis Park 13 mit den bereits identifizierten
Genen fiir Park 2, 5,6, 7, 8, 9 und 13) (Gasser 2003; Mizuno et al. 2008; Winklhofer et al.
2008; Hogen 2009). Im iiberwiegenden Teil handelt es sich hier um Gene, deren Mutationen
und Deletionen zu Stérungen des Proteasoms oder der Mitochondrienfunktion fiihren. Die
Storungen werden iiber intrazelluldre Signalwege hervorgerufen. Solche Funktionsverluste
bedingen den Nervenzelluntergang z.B. durch oxidativen Stress, durch einen Mangel an
Energietridgern oder durch einen gestdrten Proteinabbau (Winklhofer et al. 2008).

Bei allen genetisch bedingten Fillen des Morbus Parkinson &dhnelt sich der klinische
Phinotyp, wobei jedoch neuropathologische Unterschiede bestehen. Insbesondere zeigen sich
nicht bei allen Formen des familiiren MP o-Synuclein-Aggregate. Somit zdhlen die
familidren oder neurotoxinbedingten Formen des MP nicht zu dem idiopathischen bzw.
sporadischen MP sondern griinden eine eigene Gruppierung. Dennoch sind diese sehr seltenen
toxisch ausgeldsten Parkinson-Syndrome bzw. die familidre Form des Morbus Parkinson sehr
wichtig fiir das pathogenetische und pathophysiologische Verstindnis des idiopathischen
Morbus Parkinson.

Einen entscheidenden Durchbruch fiir das Verstidndnis des MP stellt die Identifikation eines
Hauptbestandteils der LK, des synaptischen Proteins o-Synuclein, dar (Winklhofer et al.
2008). Dieses Protein ist pathophysiologisch fraglos bedeutsam, da Punktmutationen im
a-Synuclein-Gen zu einer autosomal-dominant vererbten Variante des MP fiihren

(Polymeropoulos et al. 1997; Kruger et al. 1998). Bis heute wurden drei verschiedene
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Punktmutationen innerhalb des a-Synuclein-Gens beschrieben (Polymeropoulos et al. 1997;
Kruger et al. 1998; Zarranz et al. 2004) sowie Duplikation bzw. Triplikation des a-Synuclein-
Gens. Letzteres geht mit einer hoheren Gendosis einher und gilt als auslosender Faktor der

Erkrankung (Singleton et al. 2003; Ibanez et al. 2004; Zarranz et al. 2004).

1.2.2 Demenz mit Lewi-Korperchen (DLB)

Die DLB ist eine der héaufigsten dementiellen ZNS-Erkrankungen, deren Pridvalenz mit dem
Alter stark zunimmt. Aufgrund der demographischen Entwicklung ist mit einem Anstieg bis
zum Jahr 2040 in den industrialisierten Léindern zu rechnen. Die DLB ist nach der
Alzheimer’schen Krankheit die zweithdufigste Ursache einer Demenz. Parkinson-Demenz
und DLB sind wahrscheinlich zwei unterschiedliche phénotypische Manifestationen des
gleichen Krankheitsprozesses. Zur klinischen Unterscheidung wird die ,,1-Jahres-Regel*
angewendet: Eine Demenz, die innerhalb von 12 Monaten nach Bestehen eines Parkinson-
Syndroms (motorische Symptome wie Tremor, Rigor und Bradykinesie) auftritt, wird als
DLB diagnostiziert. Es existieren allerdings keine neuropathologischen Kriterien, die eine
Unterscheidung zwischen Parkinson-Demenz, Morbus Parkinson ohne Demenz und DLB
zulassen. Auf neuropathologischer Ebene finden sich bei Patienten mit klinisch
diagnostizierter ~ Parkinson-Demenz bzw. DLB Heterogenititen hinsichtlich des
Verteilungsmusters und der Dichte der Lewy-Korper-Pathologie. Gelegentlich zeigen sich
auch Uberlappungen mit vaskuldren Lisionen und Verdnderungen, die einer

Alzheimerpathologie entsprechen.

1.3 a-Synuclein: Eigenschaften, Funktion, Pathophysiologie

1.3.1 Synucleinfamilie

Das humane o-Synuclein ist ein kleines synaptisches Protein. Es macht ca. 1 % der
Gesamthirnproteinmenge aus (Iwai et al. 1995) und ist mit seinen 140 Aminosduren und ca.
14 kDa gut 16slich. Im nativen Zustand liegt es als ungefaltetes Protein vor.

Die Synuclein-Protein-Familie besteht beim Menschen aus drei verschiedenen Genprodukten:
das a-Synuclein auf dem Chromosom 4q21, das B-Synuclein auf dem Chromosom 535 und
das y-Synuclein, welches auf dem Chromosom 1023 kodiert ist (Jakes et al. 1994; Spillantini
et al. 1995; Polymeropoulos et al. 1997; Lavedan et al. 1998). Das retinaspezifische Synoretin
gilt als ein entferntes Mitglied der Synuclein-Protein-Familie (Surguchov et al. 1999). a-, 3-

und y-Synucleine dhneln sich in der Grofle, bestehen aus ca. 127 bis 140 Aminosduren und
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besitzen eine 55-62 %ige Aminosduresequenzhomologie (Lavedan 1998; Goedert 2001).

Im Jahre 1988 konnte a-Synuclein erstmals aus prédsynaptischen Nervenendigungen des
elektrischen Organs von kalifornischen Zitterrochen (Torpedo california) isoliert werden.
Nach seiner Lokalisation in Nervenendigungen sowie im Nucleus und der vermuteten
Funktion an cholinergen synaptischen Vesikeln (Maroteaux et al. 1988) wurde dieses Protein
Synuclein genannt. Im Gegensatz zur zytoplasmatischen Lokalisation in den Synapsen konnte
in nachfolgenden Studien das nukledre Vorkommen des a-Synucleins nicht mehr bestétigt
werden, dennoch blieb der Name bestehen (Jakes et al. 1994; Masliah et al. 1997; Goedert
2001).

Die Verbindung von a-Synuclein mit neurodegenerativen Erkrankungen wurde von Ueda et
al. gezeigt, als dieser bei Alzheimer-Patienten ein Peptid bestehend aus 35 Aminosduren
entdeckte, das keine Gemeinsamkeit mit B-Amyloid zeigte und daraufhin als Nicht-Amyloid-
Beta-Komponente (engl. non-amyloid beta component of AD amyloid plaques, NAC Peptid)
benannt wurde (Ueda et al. 1993). Dessen Vorldufer-Protein wurde dementsprechend Nicht-
Amyloid-Beta-Komponente-Vorldufer genannt (engl. non-amyloid beta component precursor,
NACP). In Antikorperstudien gegen gepaarte helikale Filamente aus Gehirnen von
Alzheimer-Patienten konnten sowohl das NACP-Mutterprotein als auch «-Synuclein
identifiziert werden (Jakes et al. 1994). y-Synuclein wurde von Ji (Ji et al. 1997) als ein
tibermifBig stark exprimiertes Protein im Brustkrebsgewebe gefunden und zunichst
Brustkrebs-spezifisches Gen 1 genannt (engl. breast cancer specific gene 1, BCSG1) (Ji et al.
1997). Nachdem Strukturanalysen die groe Homologie von a- und 3—Synuclein aufdeckten,
wurde das Protein in y-Synuclein umbenannt (Lavedan 1998; Goedert 2001). Alle Mitglieder
der Synucleinfamilie (a-, 3-, y-Synuclein) werden in hohem Mafle im ZNS exprimiert und
nur in geringerem Mafe in anderen Organen wie Pankreas, Niere, Lunge oder Skelettmuskel
(Nakajo et al. 1994; Iwai et al. 1995; Lavedan et al. 1998; Hogen 2009). Die
Schliisselposition des o-Synucleins als zentrales aggregiertes Protein in neuronalen und
glialen Einschlusskorperchen (LK, LN) (vgl. Kapitel 1.2.) fiihrte zu vermehrten

Untersuchungen an dem Protein bzw. der Proteinfamilie.

1.3.2 Proteinstruktur
a-Synuclein ist ein zytoplasmatisches Protein, das jedoch eine Kolokalisation mit
synaptischen Membranen bzw. mit synaptischen Vesikeln aufweist (Irizarry et al. 1998; Kahle

et al. 2000). Es sind drei humane Isoformen bekannt, zu denen zwei kurze Varianten, das

a-Synuclein-126 (Deletion Exon 3, AS 41-54) und das a-Synuclein-112 (Deletion Exon 5,
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AS 103-130) zéhlen. Das Volllangenprodukt a-Synuclein-140 ist die dritte und bekannteste
Isoform (Beyer 2006) und lésst sich in drei Abschnitte gliedern; die N-terminale Region, die
zentrale Region und die C-terminale Region.

Die N-terminale Region (AS 1-60) ist durch vier unvollstindige Wiederholungssequenzen (je
11 AS lang) mit dem hexamerischen Konsensusmotiv KTKEGYV charakterisiert. Dieses Motiv
befindet sich swohl im Ubergang von der N-terminalen Region zur NAC-Region sowie ein
weiteres Mal in der NAC-Doméine selbst (AS 61-95). In Gegenwart von negativ geladenen
Lipid-Wasser-Grenzflachen bilden sich aus einer ungeordneten Sekundarstruktur zwei
amphipatische «a-Helices, &dhnlich den Lipidbindungsdomidnen von Apolipoproteinen
(Davidson et al. 1998). In der N-terminalen Domine des a-Synuclein-Gens finden sich die
Punktmutationen A30P, AS53T und E46K, die mit einer hereditiren Form des Morbus
Parkinson assoziiert sind (Polymeropoulos et al. 1997; Kruger et al. 1998; Zarranz et al.
2004).

Die zentrale Region (AS 61-95) besitzt eine hydrophobe Aminosidure und wird als die nicht
Ampyloid-beta-Komponente (NAC) in Alzheimer-Plaques beschrieben (Ueda et al. 1993;
Takeda et al. 1998). Die NAC-Dominensequenz weist einen hoch-amyloidogenen, [3-
faltblattfordernden Anteil auf, der in Aggregationsversuchen keine Tendenz zur
Selbstaggregation in vitro zeigt. Hierin unterscheidet sich o-Synuclein von dem 3-Synuclein,
dem 11 Aminoséduren innerhalb der NAC-Sequenz (AS 73-83) fehlen (Kahle et al. 2002).
Auch y-Synuclein weist im zentralen Doménenbereich eine veridnderte Aminosduresequenz
auf und besitzt eine geringe Bildungswahrscheinlichkeit fiir amyloidartige, fibrillidre
Ablagerungen (Serpell et al. 2000; Uversky et al. 2002). Es wird vermutet, dass die
Aggregationseigenschaft des a-Synucleins durch die hydrophobe Peptidsequenz (AS 72-83)
der zentralen NAC-Domiéne bedingt ist. Die NAC-Doménensequenz kann allein und
zusammen mit dem o-Synuclein-140 eine Fibrillenbildung induzieren. Bei Verlust der
hydrophoben AS kann die Aggregationstendenz verloren gehen. Dies geschieht entweder
durch einen mutationsbedingten Austausch der AS in hydrophile AS oder durch eine Deletion
dieses Abschnitts (Giasson et al. 2001). Ein Aminoséduresequenzvergleich der a-Synuclein
NAC-Domine mit amyloidogenen Proteinen anderer neurodegenerativer Erkrankungen zeigt,
dass die Sequenz ,,VGGAVVTG* (AS 66-73) bei a-Synuclein dhnlich den Sequenzen
,»VGGVVIAT*" (AS 36-42) in AP () bzw. ,,AAGAVVGG* (AS 117-124) im Prionprotein ist
und damit eine Art Konsensussequenz besitzt (Tofaris and Spillantini 2005).

Die C-terminale Region (AS 96-140) ist bei physiologischem pH negativ geladen. An den
Positionen 125, 133, 136 befindet sich die AS Tyrosin und an der Position 129 die AS Serin.
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Diese Positionen gelten als potentielle aggregationsbeeinflussende Phosphorylierungs- und
Nitrierungsstellen (Okochi et al. 2000; Pronin et al. 2000; Uversky et al. 2001; Kahle et al.
2002; Hogen 2009). Die Rolle der C-terminalen Region im Aggregationsverhalten des
a-Synucleins wird unterschiedlich diskutiert. Einerseits gibt es Hinweise, dass C-terminal
trunkiertes o-Synuclein eine deutlich stirkere Aggregationsneigung besitzt (McLean and
Hyman 2002), andererseits zeigten Studien, dass der negativ geladene C-Terminus
insbesondere bei metallionenabhédngigen Aggregationsprozessen involviert ist (Ostrerova-

Golts et al. 2000; Uversky et al. 2001).

N-Terminal NAC C-Terminal

-« > e
A30P  AS3T

R

KTKEG

Abb. 3: Schematische Darstellung der humanen a-Synuclein-Doméinen
a-Synuclein-Aminosiduresequenz  mit farbigen Regionen (1-7). Die Pfeile weisen auf
Aminosdureaustausche bei familidiren Parkinson-Féllen hin. NAC bezeichnet die non-Af3 Komponente,
N-Terminus das Aminoterminale Ende und C-Terminus steht fiir das Carboxyterminale Ende des o-
Synuclein. KTKEGV ist eine Konsensussequenz, welche Bestandteil sich wiederholender Doménen der

Synuclein-Familie ist.

1.3.3 Physiologische Funktion von a-Synuclein

Die physiologische Funktion des a-Synucleins ist nicht abschlieBend geklirt. Gegenwirtig ist
sowohl eine Beteiligung am Kreislauf als auch am Transport synaptischer Vesikel bekannt.
Weiterhin kann eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit Membranen und Lipiden
sowie eine Beteiligung bei der Wechselwirkung von zytosolischen und membrangebundenen
Proteinen genannt werden.

In présynaptischen Nervenendigungen liegen oa-Synuclein-Monomere sowohl als freie als
auch in einer vesikel- bzw. plasmamembrangebundenen Form vor. Ca. 15 % des
a-Synucleins sind membrangebunden (McLean et al. 2000; Lee et al. 2002). Diese
Lokalisation ldsst vermuten, dass a-Synuclein die Bildung und Speicherung sowie den
Umsatz und die Transmitterfreisetzung synaptischer Vesikel reguliert (Davidson et al. 1998;

Clayton and George 1999; Liu et al. 2004; Yavich et al. 2004). In der Tat konnte gezeigt
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werden, dass eine a-Synuclein-Uberexpression die Anlagerungs- und Verschmelzungsschritte
der prasynaptischen Vesikel mit der Plasmamembran behindert (Larsen et al. 2006). Mduse,
die kein a-Synuclein exprimieren, zeigten eine gesteigerte Freisetzung von Dopamin, wenn
striatale Neurone elektrisch gereizt wurden. Dies deutet auf eine aktivitdtsabhédngige, negativ-
regulatorische Funktion des o-Synucleins innerhalb der striatalen Neurotransmission hin
(Abeliovich et al. 2000). Zudem ist a-Synuclein in der Lage, an présynaptische
Dopamintransporter zu binden und die Dopaminaufnahme durch eine Translokation des
Transporters an die Zelloberflidche zu fordern (Lee et al. 2001; Hogen 2009).

Das a-Synuclein beeinflusst aber nicht nur die synaptische Funktion, sondern moglicherweise
auch die (synaptische) Membranorganisation. Es zeigen sich sowohl bei einer Uberexpression
in neuronalen Zellen als auch bei der homozygoten Deletion von a-Synuclein in vivo
Veridnderungen in der Membranfluiditit, der zelluldren Fettsdureaufnahme sowie des
Fettsduremetabolismus (Uversky 2007). Monomeres a-Synuclein interagiert in einem stabilen
System unter Ausbildung einer N-terminalen a-helikalen Sekundirstruktur mit verschiedenen
Phospholipidmembranen mit negativ geladenen Phospholipidvesikeln (Palmitoyl-Oleyl-
Phosphatidylserin, POPS) sowie mit Fettsduren und mit zelluldiren Membranen (Beyer 2007;
Uversky 2007). Daher wird vermutet, dass a-Synuclein die Stabilisierung von Membranen
und die Regulierung des Vesikelpools unterstiitzt (Nuscher et al. 2004; Kamp and Beyer
2006; Beyer 2007). Zellorganellen wie Mitochondrien oder das endoplasmatische Retikulum
verfiigen iliber biologische Membranen, die aus ca. 40% zwitterionischen PC-Lipidstrukturen
(Phosphatidylcholin) bestehen und daher potentiell mit a-Synuclein-Aggregaten interagieren
konnen (Dowhan 2009). a-Synuclein, aber auch sein Homolog [-Synuclein werden als hoch
affine Inhibitoren der Phospholipase D2 (PLD2) beschrieben. Die PLD2 ist nahe der
Plasmamembran lokalisiert und hydrolysiert Phosphatidylcholin zu den sekundiren
Botenstoffen Phosphatidylsdure und Cholin. Diese greifen sowohl in die signalinduzierten,
zytoskelettalen Regulationsmechanismen als auch in Endozytosevorgidnge ein (Jenco et al.
1998; Goedert 2001). Hierbei wird auch durch die Phosphorylierung von a-Synuclein ein
weiterer Mechanismus ausgeldst. Durch verschiedene Kinasen, wie die Casein Kinase I oder
die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen wird a-Synuclein an Serin-129 phosphoryliert.
Dadurch vermindert sich die Fihigkeit des a-Synuclein, mit Phospholipiden und Lipasen zu
interagieren (Okochi et al. 2000; Pronin et al. 2000; Hogen 2009). Dies deutet auf einen
regulativen Effekt von a-Synuclein bei der Biosynthese von synaptischen Membranen und
auf den synaptischen Vesikelkreislauf hin. o-Synuclein weist eine 40-prozentige

Ubereinstimmung in der N-terminalen Aminosiuresequenz mit dem Chaperone 14-3-3 auf,
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was vermuten ldsst, dass o-Synuclein auch eine Chaperonefunktion besitzen konnte. Das
zytosolische 14-3-3 Protein hemmt die Apoptose von Nervenzellen iliber die Antagonisierung
von BAD (engl. Bcl-2-associated death promoter), einem proapoptotischen Mitglied der
BCL2-Familie. Fiir a-Synuclein wird hingegen eine toxische Wirkung diskutiert, die durch
die Ausbildung eines Proteinkomplexes mit dem antiapoptotischen Faktor 14-3-3 induziert
wird (Recchia et al. 2004).

a-Synuclein gilt auch als Hilfs-Chaperone, das die Nervenendigungen bei Schiddigung im
Cystein-Strang-Protein  (CSPa)-SNARE-Signalweg zu schiitzen vermag. So ist der
Neuronenverlust und die Letalitit der CSPa-defizienten Miuse durch eine Uberexpression
von a-Synuclein deutlich geringer. Es ist davon auszugehen, dass a-Synuclein nicht die
Funktion des CSPoa iibernimmt, sondern als Downstream in der Regulation und im
Zusammenbau des SNARE-Komplexes eingreift, welcher fiir die Vesikelfreisetzung
essentiell ist (Chandra et al. 2005). Derweil ist eine inhibierende Interaktion von a-Synuclein
mit der c-jun N-terminalen Kinase, einem Protein der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasefamilie, beschrieben (Hashimoto and Masliah 1999). Bisher jedoch sind der
Stellenwert und die funktionelle Konsequenz aller Interaktionen von a-Synuclein in vivo noch

nicht abschlieBend geklart.

134 Aggregationsverhalten und Pathophysiologie

Der  Entstehungsprozess von  amyloidartigen = Aggregaten bei  verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen beginnt mit nativen Monomeren, die sich zu Oligomeren
verschiedener Grofle zusammenlagern und schlieflich als fibrillire Aggregate in Lewy-
Korperchen vorliegen (Conway et al. 2000; Goldberg and Lansbury 2000; Volles et al. 2001;
Sanchez et al. 2003; Fink 2006; Kayed et al. 2007). Als pathologische Ursache der
Neurodegeneration beim Morbus Parkinson wird vermutet, dass kleine a-Synuclein-
Oligomere die wesentliche toxische Spezies darstellen und nicht Fibrillen (Haass and Selkoe
2007; Kayed et al. 2007). Folgt man dieser Hypothese, sind die groBen intrazelluldren
Proteinablagerungen, wie z.B. die LK oder LN, eher als ein Schutzmechanismus zu verstehen,
der eine Zellschiddigung unterbinden soll. Man nimmt jedoch auch an, dass sich aus den
fibrilliren Aggregaten kleine Fragmente, also Oligomere 16sen konnen. Diese induzieren
entweder toxische Effekte oder dienen als Aggregationskeime, an denen sich durch
Monomeranlagerung neue Aggregate bilden konnen. Dies wird im Englischen als seeding
bezeichnet (Wood et al. 1999; Haass and Selkoe 2007; Hogen 2009). Untersuchungen an

Zellen, die humanes o-Synuclein iiberexprimieren, zeigen eine hdhere Apoptoserate sowie
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eine Zellorganellschiddigung. Die genannten Effekte sind unabhingig von detektierbaren,
fibrilldren Proteinablagerungen, konnen aber durch oxidativen Stress erhoht werden (Gosavi
et al. 2002).

Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie MP, MA und CJD gibt es Hinweise auf einen
dhnlichen pathologischen Mechanismus der Aggregation (Bucciantini et al. 2002; Kayed et al.
2004). Als die beiden wahrscheinlichsten Mechanismen gelten die Einlagerung toxischer
Oligomere in Lipidmembranen (Volles et al. 2001; Volles and Lansbury 2002; Kayed et al.
2004) und eine Storung des Proteasomsystems. So wird vermutet, dass eine Einlagerung von
Oligomeren in Zellmembranen, Zellorganellmembranen oder Vesikeln zur Permeabilisierung
und damit zu Storungen in der Ionenverteilung fiihrt. Auf der anderen Seite kann eine
hemmende Wirkung im Proteinabbau zur Akkumulation verschiedener Proteine fiihren
(Tanaka et al. 2001; Lindersson et al. 2004). Es wird angenommen, dass bei der Aggregation
von Protein-Monomeren zu Amyloidfibrillen intermediire, globuldare Oligomerspezies oder
Protofibrillen eine Zwischenstufe bilden (Fink 2006; Kayed et al. 2007; Uversky 2007; Glabe
2008). Fiir a-Synuclein konnte gezeigt werden, dass sie ringférmige bzw. porendhnliche
Strukturen ausbilden (Sharon et al. 2003; Pountney et al. 2004; El-Agnaf et al. 2006).

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass Schwermetallionen wie Eisen bei
der Atiologie des Morbus Parkinson beteiligt sind (Zayed et al. 1990; Gorell et al. 1997).
Desweiteren zeigten die beim MP betroffenen Hirnregionen des Hirnstamms, wie die
Substantia nigra und der Locus coeruleus, eine hohe Eisenkonzentration. Beide Hirnregionen
zeichneten sich durch besonders viel Neuromelanin aus, das reaktive Metallionen vor allem
Eisenionen, bindet und sequestriert. Parkinson-Patienten zeigten bei einem erhohten
Eisenspiegel in dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra eine schwerere
neuropathologische Verdnderung (Gotz et al. 2004) und in post mortem Studien in LK einen
signifikant erhohten dreiwertigen Eisenionen-Spiegel (Fe’*) im Vergleich zu zweiwertigen
Fe**-Ionen (Gaeta and Hider 2005). Durch bildgebende Verfahren wie dem transcraniellen
Ultraschall oder der Magnetresonanztomographie konnen friihzeitig Verdnderungen im
Eisenmetabolismus und eine damit assoziierte gesteigerten Eisenablagerung detektiert
werden.

Es besteht die Vermutung, dass dies eine Vorstufe zur Degeneration der dopaminergen
Neurone ist und damit moglicherweise ein frithes Stadium des Morbus Parkinson darstellt
(Berg 2007; Michaeli et al. 2007; Oakley et al. 2007; Tofaris et al. 2007). In der Substantia
nigra werden ca. 10-20 % des gesamten zerebralen Eisenpools gespeichert. Hier sammelt sich

vom Kleinkindalter bis hin zum 40. Lebensjahr Eisen von 20 ng/mg auf iiber 200 ng/mg an.
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Danach bleibt das Niveau stabil (Gaeta and Hider 2005). Bei Parkinson-Patienten ist die
Eisenkonzentration in der Substantia Nigra pars compacta um bis zu 30-35 % erhoht. In
einem Tiermodellsystem konnte eine neuroprotektive Wirkung von Eisenchelatoren in der
Substantia nigra gezeigt werden, welche durch einen Neuronenverlust und durch eine
Proteasomeninhibition als auch durch MPTP- bzw. 6-Hydroxydopamin-Behandlung inhibiert
werden kann (Shachar et al. 2004; Zhang et al. 2005; Kaur et al. 2007). In in vitro
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass extrazelluldr bzw. intrazelluldr lokalisiertes
Eisen die Bildung von a-Synuclein-Oligomeren sowie Amyloidfibrillen triggert (Ostrerova et
al. 1999; Uversky et al. 2002; Hasegawa et al. 2004). Es gibt also viele Hinweise dafiir, dass

Eisenionen in der Pathogenese des Morbus Parkinson eine zentrale Rolle spielen.

Monomer PFI Oligomer

O —0—

Multimer (Fibrillen, Amyloid) Y

Abb. 4: Agregationsverhalten von Proteinen
Neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson zeichnen sich durch die Bildung und
Ablagerung verschiedener pathologischer Aggregatspezies aus. Aus dem Monomer bilden sich
oligomere Zwischenstufen wie das partiell gefalteten Molekiilen (engl. partially folded intermediat,

PFI) , welches als die wesentliche toxische Spezies angenommen wird.

14 Elektrophysiologische Grundlagen

14.1 Neurotransmitter Glutamat und Glutamat-Rezeptoren
Die Aminosdure L-Glutaminsdure (Abb. 35) ist die einzige Aminosdure, welche im Gehirn

oxidiert, transaminiert, aminiert und decarboxyliert wird. In den meisten physiologischen
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Beschreibungen wird sie Glutamat genannt, da die Verbindung im Korper dissoziiert vorliegt.
L-Glutamat wird als der essenziellste exzitatorische Neurotransmitter im zentralen
Saugetiernervensystem angesehen. Es ist an nahezu allen physiologischen Abldaufen wie
Kognition, Schmerzverarbeitung, Motorik, Gedichtnis und Lernen beteiligt (Danbolt 2001).
Glutamat interagiert mit sogenannten Glutamat-Rezeptoren, welche sich in zwei Gruppen
unterteilen lassen: Ionotrope Glutamat-Rezeptoren und die metabotropen Glutamat-
Rezeptoren (mGluRs). Ionotrope Glutamat-Rezeptoren sind membranstindig und an
Ionenkanalproteine gekoppelt. Die Bindung von Glutamat an ionotrope Rezeptoren induziert
eine Ionen-Permeabilisierung und darauf folgend eine Verdnderung des postsynaptischen
Membranpotentials (Seeburg 1993). Die metabotropen Glutamat-Rezeptoren sind préd- und
postsynaptisch in der Membran lokalisiert. Sie sind in die Signalkaskade zwischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren der Zellmembran und den Second Messengers geschaltet. Nach
einer Ligandenbindung iiber G-Proteine und die darauf folgende Signalkaskade vermittelt
einen modulatorischen Effekt auf die neuronale Signalverarbeitung (Morhagen 2000; Kew et
al. 2002).

Seit Hollmann den ersten funktionellen Glutamat-Rezeptor (GluR1, AMPA Rezeptor)
entdeckte (Hollmann et al. 1998), wurden iiber Sequenzanalogien weitere ionotrope und
metabotrope Glutamat-Rezeptoren gefunden. Glutamat wirkt nicht nur als Neurotransmitter,
sondern hat in hohen Konzentrationen einen neurotoxischen Effekt. Dies zeigt sich z.B. bei
epileptischen Anfillen (Babb et al. 1998), Schizophrenie (Catts et al. 1997), Hypoxie und
Ischimie (Budd 1998; Vandenberg 1998). Diese Neurotoxizitit von Glutamat ist im

Wesentlichen durch einen iibermiBigen Ca**-Einstrom bedingt (Choi et al. 1988).
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Abb. 5: L-Glutaminsiure

14.1.1 Metabotrope Rezeptoren

Metabotrope Rezeptoren veridndern iiber G-Proteine intrazelluldre Stoffwechselvorgéinge wie
zB. den intrazelluliren Ca’*-Haushalt. Hierbei wird iiber ein G-Protein das Enzym
Phospholipase C (PLC) aktiviert und die Spaltung des Membranlipids Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) in die beiden sekundiren Botenstoffe Inositol-1.,4,5,-triphosphat (IP3)

14



und Diacylglycerin (DAG) initiiert. DAG kann in der Gegenwart von Ca**-Ionen und Lipiden
die Sensitivitit der Proteinkinase C (PKC) gegeniiber Ca®* erhohen. Dieser Komplex von
PKC mit DAG sowie Ca’" und Lipiden ist in der Lage, Proteine zu phosphorylieren.

IP3 ist wasserloslich und fungiert als sekundérer Botenstoff (engl. second messenger), der in
das Zytoplasma diffundiert und an den ER-membranstidndigen IP3-Rezeptor bindet. Damit
bewirkt er die Freisetzung von Ca’* aus dem internen (IP3-sensitiven) Speicher. AnschlieBend
wird IP3 entweder zu freiem myo-Inositol dephosphoryliert oder durch eine spezifische Ca**-
aktivierte Kinase zu Inositol-1,3,4,5-tetraphosphat (IP4) weiterphosphoryliert, wahrend DAG
schnell abgebaut wird. Die Membranleitfdhigkeit fiir Ionen und damit auch das
Membranpotential werden durch die Aktivierung der ionotropen Glutamat-Rezeptoren

gedndert.

1.4.1.2 Ionotrope Glutamat-Rezeptoren

Die ionotropen Rezeptoren werden in zwei Hauptklassen unterteilt: die N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)- und non-NMDA-Rezeptoren. Mit Hilfe ihrer synthetischen Agonisten werden sie
zusitzlich in die drei Gruppen NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren eingeteilt.

14.1.2.1 NMDA-Rezeptoren

Der NMDA-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Tonenkanal, dessen
Offnungswahrscheinlichkeit vom Membranpotential abhiingig ist (Hollmann et al. 1998). Er
besteht aus fiinf Untereinheiten und erlaubt den Durchfluss von ein- und zweiwertigen lonen,
also auch von Ca® (sieche Abb. 8). Die Ionenpermeabilitit und deren Regulation durch Ca**
werden durch die Untereinheitenzusammensetzung beeinflusst. (Koltchine et al. 1996;
Morhagen 2000). Die Zusammensetzung der NMDA-Rezeptoruntereinheiten in jungen
Tieren, also bei hoher synaptischer Plastizitit, ermoglicht eine hohe Ca**-Permeabilitiit
(Constantine-Paton 1994), die mit zunehmendem Alter und der Verdnderung der
Untereinheitenzusammensetzung abnimmt.

Da zur NMDA-Rezeptoraktivierung gleichzeitig Glutamat und Glycin als Agonisten
vorhanden sein miissen (Kleckner and Dingledine 1988), sind diese Rezeptoren einzigartig
unter allen Neurotransmitter-Rezeptoren. Der Kanal wird durch Magnesiumionen, die bei der
Depolarisation aus der Zelle austreten, blockiert und es bedarf einer Vordepolarisation, damit
das blockierende Magnesiumion abdiffundieren kann und damit der Kanal fiir Ca’*-Ionen
permeabel ist. Daher ist der NMDA-Rezeptor ein sogenannter Koinzidenzdetektor.

Einstromende Na'-Ionen fiihren zu einer Membrandepolarisierung, wihrend einstromende
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Ca’*-Ionen als sekundire Botenstoffe iiber Proteinkinasen und Phosphatasen die
Proteinaktivitdten regulieren und die Genexpression modulieren (Kornhuber and Weller
1997). Dies hat eine Verdnderung der synaptischen Eigenschaften im Bereich von Stunden bis
Tagen zufolge, was als Langzeit-Potenzierung und Langzeit-Depression bezeichnet wird. LTP
und LTD gelten als die grundlegenden Mechanismen des Lernens und des Gedichtnisses
(Petrovic et al. 2005). NMDA-Rezeptoren sind fiir die Ca**-vermittelte Zytotoxizitdt von

entscheidender Bedeutung (siehe Kapitel 1.4.1.3).
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Abb. 6: Permeabilitit des NMDA-Rezeptors
Der NMDA-Rezeptor ist ein unspezifischer Kationenkanal, der permeabel fiir Kalzium (Ca**), Natrium
(Na*) und Kalium (K*) ist und Bindungsstellen fiir Glycin (Gly), Zink (Zn**), Phencyclidin (PCP) und

Magnesium (Mg?*) aufweist. Diese regulieren die Funktion des Kanals (Kandel et al. 1991).

14.1.2.2 Non-NMDA-Rezeptoren

Zu den non-NMDA-Rezeptoren gehoren die  a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionat (AMPA)- und die Kainat-Rezeptoren. AMPA-Rezeptoren besitzen die
Untereinheiten GluR1-4 und bilden daraus Homo- oder Heteromere (Hume et al. 1991;
Verdoorn et al. 1991; Burnashev et al. 1992).

Die GluR1-4- Untereinheiten konnen jeweils zwei Formen ausbilden, die iiber alternatives
Spleilen gebildet werden (Sommer et al. 1990). Die sogenannten flip und flop Varianten der
Untereinheiten werden im Laufe der Entwicklung in verschiedenem MaBle exprimiert
(Monyer et al. 1991). Alle Formen induzieren eine schnelle Neurotransmission und
ermoglichen den Durchfluss monovalenter Ionen wie Na* und K*. AMPA-Rezeptoren knnen
je nach Zusammensetzung der Untereinheiten der Kanile auch Ca**-permeabel sein. AMPA-
Rezeptoren ohne die GluR2-Untereinheit sind zusitzlich auch fiir Ca®* durchlissig (Pellegrini-
Giampietro et al. 1997).

Die Kainat-Rezeptoren bestehen aus den Untereinheiten GluRS5-7 und KA1-2 (Herb et al.

1992; Swanson et al. 1996). Deren nicht desensitivierender Antagonist ist Kainat. Die
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Funktion kann durch die differenzielle Expression der GluR2- und GluR4-Untereinheiten
beeinflusst werden und wird in der unterschiedlichen Ca’*-Permeabilitit und in der
Desensitivierungsgeschwindigkeit vermutet (Geiger et al. 1995). Kanidle mit der GluR2-
Untereinheit weisen ein langsames Zeitverhalten mit Zeitkonstanten von 10-15 ms sowie eine
geringe Ca’*-Permeabilitiit auf (Mayer and Westbrook 1987; Hestrin 1993). Kanile mit der
GluR4-Untereinheit besitzen eine schnellere Zeitkonstante (3-6 ms) und eine hohe Ca®*-

Durchlissigkeit (Hestrin 1993; Koh et al. 1995).
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Abb. 7: Non-NMDA-Rezeptoren
Die Rezeptoren werden selektiv von den Antagonisten Kainat, AMPA und Quisqualat gehemmt und
durch Glutamat (Glu) aktiviert. Der assoziierte Ionen-Kanal ist fiir Na*- und K*-Ionen stirker

permeabel als fiir Ca**-Ionen (Kandel et al. 1991).

1.4.1.3 Glutamat-Rezeptoren und Zelltoxizitit

Es ist gut Dbekannt, dass die Stimulierung von Glutamat-Rezeptoren und
Zelltoxizitdtsmechanismen in einem direkten Zusammenhang stehen. Dies ist allerdings im
Rahmen von akuten ZNS-Schidden, wie Hypoxie und Ischdmie, aber auch bei chronischen
neurologischen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer beschrieben (Martin and Shapiro
2000). Bei anhaltender Hypoxie oder Ischimie werden die zelluliren Energiereserven
aufgebraucht, der energieabhiingige Ca**-Auswirtstransport und die Speicherung von Ca**-
Ionen im endoplasmatischen Retikulum sind gestort. Mitochondrien nehmen hierbei vermehrt
Ca’*-Ionen auf, ohne den durch die Ischimie hervorgerufenen Ca’*-Einstrom zu
kompensieren. Durch die Erhohung der intrazelluliren Ca’**-Konzentration kann eine
Reaktionskette ausgelost werden, welche die irreversible Schidigung des Neurons zur Folge
hat. So kommt es z.B. zu einer vermehrten Freisetzung von exzitatorischen Transmittern wie
Glutamat. Durch die Anreicherung von Glutamat im Extrazelluldrraum werden die NMDA-
Rezeptoren iiberméBig aktiviert und damit kommt es zu einer sehr starken Erhéhung der Ca*"

Konzentration im Zytoplasma. Dies begiinstigt eine Aktivierung von Proteasen, Lipasen und
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Endonukleasen und fiihrt zu einer irreversiblen Schiddigung der Zelle. Dieser Mechanismus

wird Exzitotoxizitit genannt (Dirnagl et al. 1999; Hungerhuber 2003).

1.4.2 Ca™-Ionen als zelluliire Botenstoffe

Ca*-Signale sind streng definierte Anderungen lokaler Ca**-Ionenkonzentrationen, die zur
Aktivierung zellulidrer Prozesse fithren (Bootman et al. 2001), wie die Skelettmuskel- und
Herzmuskelkontraktion, Blutgerinnung, Sekretion, Endo-, Exo- und Phagozytose und die
Zellbewegung. Auch andere neurophysiologische Prozesse wie die Zellteilung, die
Differenzierung, der Zelltod, die Genexpression, die Enzymaktivierung und auch die
Neurotransmitterfreisetzung konnen beeinflusst werden (Hungerhuber 2003; Carafoli 2005).
Diese vielfiltigen Wirkungsweisen werden tiiber eine strikte Regulation der intrazelluldren
Ca’*-Ionenkonzentration kontrolliert. Ca®* liegt im Zytosol in einer sehr geringen
Konzentration von 100 nM vor und ist damit um den Faktor 10.000 niedriger als im
Extrazellulirraum. Mittels Pumpen werden Ca**-Ionen in die intrazelluliren Ca**-Depots
transportiert, wie z.B. das glatte endoplasmatische Retikulum (ER), so dass auch hier eine
hohe Konzentration vorherrscht. Extrazellulire Reize konnen die zytosolische Ca**-
Ionenkonzentration zeitweise um das 10-100-fache erhéhen (Carafoli 2005). Die zytosolische
Ca’*-Konzentration einer Nervenzelle wird iiber Aktionspotentiale und andere
depolarisierende Stimuli gesteuert. Hierbei wird ein Ca**-Einstrom durch membranstindige
spannungsabhédngige Kanidle (engl. Voltage Operated Channel, VOC) induziert. Die
postsynaptischen Ca**-Stréme werden hingegen durch die Aktivierung ligandengesteuerter
Ionenkanéle (engl. Receptor Operated Channel, ROC) reguliert, wie z.B. den NMDA-
Rezeptor oder durch einige Typen von AMPA-Rezeptoren (Blackstone and Sheng 2002). Die

Ca”*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern wie dem ER kann diese Signale verstéirken.

1.4.3 Synaptische Neurotransmission im Hippokampus

Der Hippokampus gehort zu den evolutionsbedingt éltesten Bestandteilen des Gehirns. Er
wird beim Menschem im Temporallappen lokalisiert und ist eine zentrale Schaltstation des
limbischen Systems. Die Hippokampus-Formation umfasst die Regionen Gyrus dentatus, die
Hippokampusrinde, welche aus den Regionen des Cornu ammonis und dem Subiculum
besteht. Die Hippokampusrinde gliedert sich in die Sektoren CAl, CA2 und CA3. Die
Aufteilung wird anhand ihrer Neuronendichte und neuronalen Verschaltungen vorgenommen.
Beim Gyrus dentatus unterscheidet man drei histologische Schichten: das relativ zellarme

Stratum moleculare, das Stratum granulosum, das von dicht gepackten Kornerzellen gebildet
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wird und die polymorphe Schicht im Hilus. Letztere weist einen hohen Anteil an terminalen
und verschiedene Interneurontypen auf (Baumgartner et al. 2004). Der Hippokampus ist durch
verschiedene Faserbahnen mit anderen Hirnregionen iiber extrinsische Verbindungen
verkniipft. Er erhiélt seine Afferenzen hauptsidchlich liber den Tractus perforans aus dem
entorhinalen Kortex. Im Gyrus dentatus wird auf die Kornerzellen umgeschaltet, worauthin
deren Axone, die sogenannten Moosfasern, auf die Pyramidenzellen der CA3-Region
projizieren. Diese ziehen ihrerseits liber die sogenannten Schaffer-Kollateralen zu den grof3en
CA1l-Pyramidenzellen. Die Fortsitze der CAl-Zellen verlaufen iiber das subiculum zuriick
zum entorhinalen Kortex.

Der Hippokampus hat in Verbindung mit anderen Strukturen des limbischen Systems grofe
Bedeutung fiir das Lern- und Gedéchtnissystem. Er hat eine Schliisselposition fiir das
anterograde und das retrograde Gedéchtnis innerhalb des Kurzzeitgedichtnisses (Scoville and
Milner 1957). Bei Parkinson-Patienten werden intrazytoplasmatische Lewy-Korperchen (LB)
und Lewy-Neuriten in den Bereichen der subkorticalen Nuclei und dem Hippokampus

nachgewiesen (Jellinger 2002).
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Abb. 8: Lokalisation des Hippokampus im Gehirn der Maus (Quelle)
Der Hippocampus umfasst die Regionen CA1 bis CA4 (von Cornu Ammonis), Eine tatsdchliche

anatomische und funktionale Bedeutung liegt nur in den CA1- und die CA3-Regionen vor.

14.4 Aufbau und Funktion der Synapse

Durch ein Aktionspotenzial (AP) o6ffnen sich Natrium- und Kaliumkanile sowie
voriibergehend spannungsaktivierte Ca**-Kanile. Das hat einen kurzen Ca**-Einstrom zur
Folge. Durch die intrazellulir erhohte Kalzium-Konzentration verschmelzen die

neurotransmitterhaltigen Vesikel mit der pridsynaptischen Membran, auch Endozytose
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genannt, und entleeren die Neurotransmitter in den synaptischen Spalt. Diese diffundieren zur
postsynaptischen Membran und binden dort an bestimmte Rezeptoren, woraufthin die Na'-
Ionenleitfahigkeit erhoht wird.

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn und bindet an non-
NMDA (AMPA/Kainat)- und NMDA-Rezeptoren der postsynaptischen Membran. Durch
Aktivierung dieser Rezeptoren wird ein Kationen-Einstrom ausgelost, der als exzitatorischer
postsynaptischer Strom (engl. Excitatory PostSynaptic Current, EPSC) bezeichnet wird.
Neurone weisen auch ohne AP-induzierte EPSCs eine Grundaktivitit auf, die durch die
spontane Freisetzung einer konstanten Transmittermenge aus einem mit der pridsynaptischen
Membran verschmelzenden Vesikel entsteht. Die resultierenden postsynaptischen Strome
bilden die Spontanaktivitit und werden spontane EPSCs (sEPSC) genannt. Die
Freisetzungswahrscheinlichkeit wird durch die prisynaptische Ca**-Konzentration beeinflusst
(Borst and Sakmann 1996). Ohne AP-induzierte Stimulation ist die [Ca**]i sehr niedrig, so
dass nur einzelne spontane Ereignisse detektiert werden. Durch ein AP erhoht sich die [Ca**]i
etwa um den Faktor 1000, wodurch es zur Freisetzung von zahlreichen Transmittervesikeln
kommt. Diese fiihren postsynaptisch zur Auslosung eines wesentlich groBeren EPSCs (Zucker

and Regehr 2002).

Abb. 9: Synapse
A Elektronenmikroskopisches Bild eines prasynaptischen Terminals. Die Sternchen kennzeichnen zwei
aktive Zonen (adaptiert nach (Dresbach et al. 2001))
B Schema einer Synapse. Ein eintreffendes Aktionspotenzial fiihrt zum Ca?*-Einstrom und konsekutiv
zu einer Transmitterfreisetzung aus synaptischen Vesikeln in den synaptischen Spalt. Diese
diffundieren iiber den synaptischen Spalt hinweg und binden auf der postsynaptischen Seite an

ligandengesteuerte Ionenkanile.

20



1.4.5 Synaptische Plastizitiit

Das Gehirn des Menschen verédndert seine Struktur und Funktion um Wahrnehmungen und
Erfahrungen zu verarbeiten und zu speichern. Diese strukturellen und funktionellen
Veridnderungen konnen iiber drei Mechanismen erfolgen (modifiziert nach Malenka,
Neuropsychopharmacology: The Fifth Generation of Progress, Chapter 11, 2002):

1. Funktionelle Veridnderungen an Neuronen, z. B. Modifikation der Erregbarkeit

2. Auf- und Abbau synaptischer Verbindungen, Neurogenese

3. Anderungen der Effektivitit synaptischer Ubertragung an bereits existierenden Synapsen
Dieser letzte Punkt wird als synaptische Plastizitit bezeichnet. Die Anderungen der
Neurotransmission in der synaptischen Plastizitdt konnen transient (voriibergehend) oder
persistierend (dauerhaft) sein. Die synaptische Plastizitdt wird unterteilt in Kurzzeitplastizitat
und Langzeitplastizitit. Als Kurzzeitplastizitit werden Anderungen der synaptischen
Ubertragung im Zeitraum einiger Millisekunden bis Sekunden bezeichnet. Langzeitplastizitit
hingegen bedeutet Minuten bis Tage dauernde Verdnderungen (Martin and Shapiro 2000;
Malenka and Bear 2004).

Die Erstbeschreibung von Langzeitplastizitit erfolgte durch Bliss und Lomo (Bliss and Lomo
1973). Sie wird in der Langzeitpotenzierung (LTP) und der Langzeitdepression (LTD)
unterschieden. Beiden Mechanismen muss eine Aktivierung ionotroper (Collingridge et al.
1983; Dudek and Bear 1992) oder metabotroper Glutamat-Rezeptoren (Bashir et al. 1993;
Manahan-Vaughan and Reymann 1997) vorangehen. Bliss und Lomo stimulierten den
Tractus perforans und erstellten eine Aufzeichnung der EPSP der Kornerzellen des Dentatus
Gyrus (Bliss and Lomo 1973). Die hochfrequente Stimulation der Hippokampuseinginge
bewirkte eine LTP, was zu einer Zunahme der Amplituden exzitatorischer postsynaptischer
Potentiale (EPSP) fiihrte.

Bei der Kurzzeitplastizitit bewirkt eine vorausgehende synaptische Aktivierung eine
synaptische Fazilitierung (Verstiarkung) oder Depression (Verminderung) der synaptischen
Ubertragung zwischen Neuronen (Zucker and Regehr 2002). Treffen also zwei
Aktionspotentiale in einem kurzen Intervall auf die priasynaptische Endigung, kann der zweite
Reiz eine stirkere oder schwichere postsynaptische Reaktion auslosen. Im Falle der stiarkeren
Reaktion spricht man von Doppelpulsverstiarkung (engl. Paired Pulse Facilitation, PPF), die
auf einer residualen Anhebung der prisynaptischen Ca**Konzentration beruht. Beim ersten
synaptischen Puls strémt [Ca®]; in die Prisynapse und fiihrt zur Transmitterfreisetzung. Ist

die [Ca*]

1

beim zweiten eintreffenden Puls durch residuales Ca** noch iiber der

Ruhekonzentration, wird beim wiederholten Einstrom von Ca* die
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Freisetzungswahrscheinlichkeit fiir die Neurotransmittervesikel erhoht. Daher werden beim
zweiten Reiz mehr Vesikel entleert und der postsynaptische Strom ist verstirkt (Katz and
Miledi 1968).

Eine Doppelpulserniedrigung (engl. Paired Pulse Depression, PPD) des zweiten Pulses
dagegen wird auf einen erschopften RRP zuriickgefiihrt. Durch diesen stehen dem kurz
darauffolgenden zweiten Impuls nicht mehr geniligend Vesikel zur Verfiigung und die
Neurotransmitterfreisetzung ist zwangslaufig geringer. Das Resultat ist eine geringere
postsynaptische Reaktion (Betz 1970). Die Feedback-Aktivierung priasynaptisch lokalisierter
Rezeptoren wie GABAB-, Kainat- oder metabotrope Glutamat-Rezeptoren kann ebenfalls die
Transmitterfreisetzung reduzieren (MacDermott et al. 1999; Schmitz et al. 2001). Auf
postsynaptischer  Seite kann dariiber hinaus eine Rezeptordesensitisierung zu
Doppelpulsverminderung fiihren (Jones and Westbrook 1996). In hippokampalen Kulturen ist
unter physiologischen Bedingungen die vorherrschende Form synaptischer Kurzzeitplastizitét

die PPD (Mennerick and Zorumski 1995).

1.4.6 Historische Betrachtung der Patch-Clamp-Technik

Die Urspriinge zur Untersuchung von Zellmembranen gehen auf den Arzt und Naturforscher
Luigi Galvani (1727-1798) zuriick, der das Vorhandensein einer ,tierischen Elektrizitat*
postulierte. Der erste elektrische Muskelstrom wurde von Carlo Matteucci (1811-1868)
gemessen, wihrend Emil du Bois-Reymonds (1818-1896) die wissenschaftliche
Elektrophysiologie begriindete. Julius Bernstein erkannte am Anfang des zwanzigsten
Jahrhunderts in seiner ,,Membrantheorie der bioelektrischen Strome®, dass an selektiv
permeablen Zellmembranen die wungleiche Ionenverteilung fiir das Ruhepotential
verantwortlich ist. Erst in den 1930er Jahren wurde von Kenneth S. Cole und H. J. Cutis die
Technik der Spannungsklemme entwickelt, womit die Erhohung der Membranleitfdhigkeit
einer Nervenzelle nach Erregung gezeigt werden konnte. Alan Hodgkin und Andrew Huxley
konnten 1952 den zeitlichen Verlauf eines Aktionpotentials nachweisen, wofiir ihnen 1963
der Nobel-Preis fiir Medizin und Physiologie verlichen wurde. Die ersten
Einzelkanaluntersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik wurden 1976 von den
Wissenschaftlern Bert Sakmann und Erwin Neher an Froschmuskelzellen durchgefiihrt
(Neher and Sakmann 1976). Sie verbesserten die Methode, so dass nun das starke, durch die
Kanile und Ionentransporter auf der Zelloberfliche verursachte Hintergrundrauschen
minimiert werden konnte. Dies wurde mittels eines Gigaseals (engl. to seal — versiegeln)

erreicht, bei dem der Abdichtwiderstand zwischen Pipette und Zellmembran durch einen
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elektrischen Widerstand in der GroBenordnung von bis zu 100 Gigaohm erreicht werden.
Damit konnten Manipulationen an der Zelle vorgenommen werden, ohne dass die Verbindung
zwischen Pipette und Zellmembran abriss. Neher und Sakmann gelang es erstmalig, einzelne
Kanile direkt zu beobachten. Auch sie wurden dafiir 1991 mit dem Nobel-Preis fiir Medizin
und Physiologie ausgezeichnet. Heutzutage ist die Patch-Clamp-Technik eine etablierte und

weltweit angewandte Methode zur Untersuchung von Membranstromen.

1.5 Konfokale Einzelmolekiilspektroskopie

Die fluoreszenzbasierte Einzelmolekiilspektroskopie zur Untersuchung chemischer
Reaktionen und zur Messung von Diffusionsprozessen wurde vor fast 40 Jahren entwickelt
(Magde et al. 1974; Aragon and Pecora 1975; Ehrenberg and Rigler 1976). Die Entwicklung
eines konfokalen Aufbaus zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl. Fluorescence
Correlation Spectroscopy, FCS) ermoglichte die Untersuchungen von Molekiilen im
femtomolaren Bereich anhand ihrer Fluoreszenzemission (Eigen and Rigler 1994; Schwille et
al. 1997). Dies erfolgt durch Messung und Analyse der Signalfluktuationen einer kleinen
Molekiilzahl in einem definierten Fokusmessvolumen. Mittels eines konfokalen Mikroskops
wird Licht eines Anregungslasers durch ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur
fokussiert. Das Volumen des gemessenen Fokus entspricht ca. 10-15 Femtoliter (1 fl) bei
einer Fokusabmessung von ca. 1 pm’. Die im Fokusvolumen befindlichen
fluoreszenzmarkierten Molekiille werden angeregt und die emittierenden Photonen
(Fluoreszenzemission) iiber das Objektiv gebiindelt. Die Erfassung erfolgt konfokal iiber eine
Lochblende (engl. Pinhole) mittels hochempfindlichem Einzelphotondetektors. Zweifarbige
FCS-Analysen mit verschiedenen Laseranregungswellenlidngen (Eigen and Rigler 1994;
Schwille et al. 1997) ermoglichen die Untersuchung von Aggregations- bzw. Enzymkinetiken
(Aragon and Pecora 1975; Winkler et al. 1999). Der Messbereich der FCS wird durch die
Konzentration der messbaren Partikel in der Messlosung begrenzt. Es konnen
Konzentrationen von nano- bis subpicomolar untersucht werden (Schwille et al. 1997). Die
PartikelgroBBe korreliert mit der Diffusionszeit, so dass bei groeren Partikeln die
Untersuchung der Diffusion bei einem stationédren Fokus limitiert ist. Um dies zu vermeiden,
wird ein konfokaler Messaufbau verwendet, bei dem die Helligkeitsfluktuation in
konsekutiven ~ Zeitsegmenten  (engl. bins) mittels der Fluoreszenz-Intensitits-
Verteilungsanalyse (engl. Fluorescence Intensity Distribution Analysis, FIDA) verfolgt und

ausgewertet wird. Fiir die Erfassung und Analyse groBer seltener Partikel wird die Messprobe
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mittels eines mobilen Fokus (engl. Beamscanner) mit einer Geschwindigkeit von 10 mm/s
durchfahren. Dadurch vervielfacht sich das erfasste Volumen und somit die Zahl der Partikel,
die im Fokus des Lasers erfasst werden. Hierbei konnen stark unterschiedliche Intensitédten
von grofen fluoreszierenden Molekiilen hinsichtlich ihrer Konzentration und spezifischen
Helligkeit dargestellt werden (Kask et al. 1999; Hogen 2009).

Eine weitere Auswertungsmoglichkeit stellt die SIFT-Technik dar (engl. scanning for
intensely fluorescent targets, Scannen nach hochintens fluoreszierenden Zielstrukturen).
Hierbei wird iiber eine zeitaufgeloste Intensitdtsanalyse der Fluoreszenzsignale bei
aufeinanderfolgenden Zeitintervallen (engl. Bins) und der gleichzeitigen analytischen
Abtrennung hoch intenser Signale vom Hintergrundsignal das selektive Vorhandensein
grofer Aggregate untersucht (Giese et al. 2005; Hogen 2009).

Da in Synucleopathien die Aggregation des a-Synucleins eine zentrale pathophysiologische
Rolle spielt, bietet sich die konfokale Einzelmolekiilspektroskopie mit FCS, FIDA und SIFT
zur Untersuchung an. Die theoretischen Grundlagen und die technische Realisierung sind

detailliert im Material- und Methodenteil erldutert (Material und Methoden 2.2.6).
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1.6 Zielsetzung

Das idiopatische Parkinson-Syndrom ist die zweithdufigste Form der neurodegenerativen
Erkrankungen. Parkinson ist morphologisch unter anderem durch die Ablagerung von
a-Synuclein im Gehirn sowie durch einen vermehrten Zelluntergang und eine Abnahme der
Synapsendichte charakterisiert. Insbesondere die Aggregation von o-Synuclein spielt in der
Pathogenese des Morbus Parkinson und anderer Synucleinopathien eine zentrale Rolle.
a-Synuclein ist ein synaptisches Protein, das an der Freisetzung von synaptischen Vesikeln
und damit auch an der synaptischen Transmission beteiligt ist.

Hauptziel dieser Dissertation ist es deshalb, den Einfluss verschiedener oligomerer Formen
von a-Synuclein auf die synaptische Transmission und deren moglichen toxischen Effekt auf
Nervenzellen zu untersuchen.

Hierfiir wird ein in vitro-Modell der o-Synuclein-Oligomerbildung etabliert, welches das
Aggregationsverhalten von o-Synuclein bei Parkinson-Patienten widerspiegeln soll. Es
werden verschiedene Priparationsprotokolle zur Herstellung von a-Synuclein-Oligomeren
verwendet und mittels Einzelmolekiilmessungen (FIDA-Analyse) charakterisiert.

Unter Verwendung von elektrophysiologischen Methoden soll schlieflich die Frage geklart
werden, ob a-Synuclein-Oligomere die synaptische Transmission beeinflussen. Als Modell
dienen autaptische hippokampale Primérzellkulturen von FVB-Miusen. Besonderes
Augenmerk liegt hierbei auf Veridnderungen in der Amplitude stimulierter EPSCs, der
Kurzzeitplastizitit sowie den Pools an synaptischen Neurotransmitter-Vesikeln.

AuBerdem soll geklirt werden, ob a-Synuclein-Oligomere das neuronale Ca**-Gleichgewicht

storen und damit moglicherweise den Untergang von Neuronen induzieren kdnnen.
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2 Material und Methoden

Der Material- und Methodenteil gliedert sich in vier Teile: Der erste Teil nennt die
verwendeten Materialien und der zweite beschreibt die Préiparation von a-Synuclein und
dessen Oligomeren. Im dritten Abschnitt werden die Zellkulturverfahren, die Messungen der
synaptischen Transmission und die Untersuchungen zur Zellvitalitit dargestellt. AnschlieBend
werden die Untersuchungsmethoden zum veridnderten Ionenhaushalt gezeigt und der letzte

Abschnitt befasst sich mit biochemischen Analysen.

2.1 Material

Allgemeine Verbrauchsmaterialien (Reaktionsgefdfe, Pipettenspitzen, Zellkulturplatten)
wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), VWR (Ismaning, Deutschland) und Nunc (Wiesbaden,
Deutschland) bezogen. Die mehrmalig verwendeten Materialien wurden vor jeder
Verwendung autoklaviert. Alle Chemikalien stammten von der Firma Sigma-Aldrich
(Miinchen, Deutschland) und Zellkulturmedien wurden iiber Pan-Biotech (Aidenbach,
Deutschland) bezogen. Gele und Puffer fiir die Western Blot-Analyse sowie die Zusitze fiir
die priméren Zellkulturen stammten von der Firma Invitrogen (Karlruhe, Deutschland). Alle
Chemikalien besaflen die hochste am Markt erhiltliche Reinheit. Die Losungen wurden mit
Wasser aus einem Milli-Q Synthesis A10 System (Millipore, MA, USA) aufbereitet. Die

verwendeten Méuse gehorten dem FvB-Wildtyp-Stamm (Charles River, Deutschland) an.

2.2 oa-Synuclein-Priaparation und Aggregationsanalyse

Diese Arbeiten wurden in Kooperation mit Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Giese durchgefiihrt, welche dieses Verfahren am ZNP etabliert hatten. Um das
Aggregationsverhalten des humanen a-Synuclein zu untersuchen, wird das Protein in E. coli-

Zellen exprimiert und iiber verschiedene Protokolle aggregiert.

2.2.1 Proteinexpression

Fiir die Transformation von E. coli BL21(DE3) pLysS (Novagen, Madison, WI, USA) wurde
das pET-5a/Synuclein wt-Plasmid (Prof. Phillip Kahle, Universitdt Tiibingen) nach dem
Protokoll von Nuscher et. al verwendet (Nuscher et al. 2004; Hogen 2009). Nach 4-stiindiger

Inkubation der Bakterienkultur bei 37 °C wurde mittels Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranose
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(IPTG, Promega, Mannheim, Deutschland) die Proteinexpression induziert. Die Zellen
wurden durch Behandlung mit fliissigem Stickstoff gefroren und aufgetaut sowie durch
anschlieende Sonifikation lysiert. Das Lysat wurde 30 Minuten bei 90 °C inkubiert und 15
Minuten bei 17600 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,22 pum
Filter (Millex-GV, Millipore Corp., Bredford, MA, USA) aufgereinigt und mittels eines 25
mM - 500 mM Salzgradienten iiber einer Q-Sepharose Sdule (HiTrap Q HP, 5 ml, Amersham
Biosciences, Miinchen, Deutschland) eluiert. Zur Entfernung der Salzriickstinde wurden alle
a-Synuclein-Monomer-Fraktionen durch eine Superdex 200 HR10/30 Gelfiltration
(Amersham Biosciences, Miinchen, Deutschland) mit 20 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl (pH
8.0) als Laufpuffer gereinigt. Uber Vivaspin-Sidulen MWCO 5 kDa (Vivasciene, Stonehouse,
UK) wurden die a-Synucleinfraktionen aufkonzentriert und mit Wasser dquilibriert. Mittels
eines Bicichoninsidure-BCA-Protein-Quantifikationskits (Pierce, Rockford, IL, USA) wurde
die Proteinkonzentration bestimmt, das a.-Synuclein aliquotiert, lyophilisiert und bei -80 °C

aufbewabhrt.

2.2.2 Fluoreszenzmarkierung von o.-Synuclein

Rekombinantes a-Synuclein wurde mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor-488-O-
Succinimidylester bzw. Alexa Fluor-647-O-Succinimidylester (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) markiert. Dies ermdéglichte eine Untersuchung der oa-Synuclein-Aggregation
mittels konfokaler Einzelmolekiilspektroskopie. Auch dieses Verfahren wurde in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Giese durchgefiihrt (Hogen 2009).
Stabile Farbstoff-Protein-Konjugate wurden iiber eine kovalente Verkniipfung des als
Succinimidylester vorliegenden Farbstoffes mit den primdren Aminogruppen des
entsprechenden Proteins erstellt. Jedes a-Synuclein-Monomer wurde im Mittel ein- bis
zweifach markiert. Dazu wurde der Fluoreszenzfarbstoff im stochiometrischen Verhéltnis von
zwel zu eins im Vergleich zur molaren Konzentration des «-Synucleins eingesetzt
(Endkonzentration des a-Synucleins: 30 #M). Die Bindung der Succinimidylester benotigte
ein Reaktionsmilieu zwischen pH 7.5 und 8,5, welches durch Zugabe von 10 vol% einer 1 M
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO);-Losung (pH 8,5) erreicht wurde. AnschlieBend wurden
die Proben fiir 12 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Die ungebundenen Farbstoffmolekiile des Reaktionsansatzes wurden in zwei
Filtrationsschritten mittels PDI10 Sédulen (GE Healthcare, Solingen, Deutschland)
chromatographisch abgetrennt. Die Aquilibrierung erfolgte mit 50 mM Natrium-Phosphat

(NaPi)-Puffer pH 7,0. In sechs Zentrifugierungsschritten (Eppendorf Zentrifuge 5810,
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RSwing angle A462) in Amicon-Ultra-4 Rohrchen (5000 kDa MW) wurden verbliebene freie
Farbstoffmolekiile abgetrennt und die a-Synucleinlosung umgepuffert und aufkonzentriert.
Mittels FCS wurde das markierte a-Synuclein hinsichtlich der Markierungsrate, der
Diffusionszeit und der Partikelzahl evaluiert sowie die Partikelzahl des freien Farbstoffes in
einem Zwei-Komponenten-Fit als Qualitdtskontrolle bestimmt. Die Stammldsung wurde bei
45000 x g fiir 30 min zentrifugiert (Optima MAX-XP, Beckmann Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland) und mittels SIFT-Messung auf die Anwesenheit von priformierten Aggregaten

untersucht. Die Stammldsungen wurden im Anschluss aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Konfokale Molekiilspektroskopie

Die Moglichkeit konfokale Molekiilspektroskopie durchzufiihren, wurde von der
Arbeitsgruppe des Herrn Prof. Dr. Giese zur Verfiigung gestellt (Hogen 2009). Ahnliche
Untersuchungen auf den Gebieten der Prionforschung und allgemeinen Proteinaggregation,
z.B. die Dissertation von Tobias Hogen, dienten mir als Anleitung und Vorlage. Die
a-Synuclein-Aggregate wurden durch die Verwendung von Alexa-488- und Alexa-647-
markierten o-Synuclein-Monomeren fluoreszenzmarkiert. Zur Charakterisierung der
verschiedenen  o-Synuclein-Oligomere ~ wurden drei  Bereiche der  konfokalen
Einzelmolekiilspektroskopie eingesetzt: die Fluoreszenz-Intensitéts-Verteilungsanalyse (engl.
Fluorescence Intensity Distribution Analysis, FIDA), das Scannen nach intensiv
fluoreszierenden Zielstrukturen (engl. Scanning for Intensely Fluorescent Targets, SIFT) und
die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl. Fluorescence Correlation Spectroscopy,
FCS). Die theoretischen Grundlagen der FCS-, FIDA- und SIFT-Methode sind von Schwille,
Kask, Bieschke und Giese beschrieben worden (Schwille et al. 1997; Schwille et al. 1997,
Kask et al. 1999; Bacia and Schwille 2003; Bieschke et al. 2004; Giese et al. 2005; Hogen
2009). In dieser Arbeit sollen nur das Prinzip der Messmethode und die verschiedenen

Analyseverfahren kurz beschrieben werden.

224 Messaufbau

Das Aggregationsverhalten von fluoreszenzmarkiertem rekombinantem o-Synuclein wurde
mittels konfokaler Einzelmolekiilspektroskopie (Schwille et al. 1997; Schwille et al. 1997,
Giese et al. 2004; Giese et al. 2005; Hogen 2009) in einem [Insight-Reader untersucht
(Evotec-Technologies, Hamburg, Deutschland). Ein Insight-Reader dhnelt im Grundaufbau
einem konfokalen Mikroskop. Alle Proben werden mittels eines Argon-Ionen-Lasers (488

nm) und eines Helium-Neon-Lasers (633 nm) mit einem 40x Wasserimmersionsobjektiv (40x
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NA 1,2, Olympus, Japan) bei RT untersucht. Die Messungen erfolgen in 96-Multiproben-
Platten (96well Platten, Evotec-Technologies/Perkin Elmer, Hamburg, Deutschland) in einem
Reaktionsvolumen von 30ul/well. Das gemessene Fokusvolumen wird aus den Laserfokussen
gebildet und betrédgt ca.1 Femtoliter.

Nach Anregung der fluoreszierenden Partikel im Lasermessfokus werden Photonen emittiert,
welche retrograd dem Weg des Anregungslichts entgegen durch die Objektivlinse iiber zwei
dichroische Spiegel und eine Lochblende (engl. Pinhole, Durchmesser 70 pwm) auf zwei
getrennte Einzelphotonendetektoren (Avalanche-Photodioden, APD) geleitet werden (Abb.
10: Messaufbau des Insight Readers).
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Einzel-Photonen /
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Cross-correlation FCS
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Dichromatisch Pinhole S I FT

Abb. 10: Messaufbau des Insight Readers
Schematische Darstellung des Zwei-Farben-FCS-Readers mit Beamscanner-Einheit aus dem
Lehrvortrag von Prof. Dr. Giese. Das Laserlicht wird iiber einen dichromatischen Spiegel und die
konfokale Optik des Mikroskops in das Probenvolumen fokussiert. Das emittierte Fluoreszenzlicht
kommt iiber denselben Weg zuriick, passiert jedoch den Dichroit und wird iiber ein Pinhole auf die
Einzel-Photonen-Detektoren (Avalanche-Photodioden) abgebildet. Hierbei sind Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FCS), Fluoreszenz-Intensitits-Verteilungs-Histogramm (FIDA), Scannen

nach hochintens fluoreszierenden Zielstrukturen (SIFT)-Messungen moglich.

2.2.5 Justage und Messbedingungen

Vor Inbetriebnahme wurde der Messaufbau justiert, um vergleichbare Messergebnisse zu
erhalten. Alle Messungen und Arbeiten wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt.
Sowohl der Argon-Laser (488 nm) als auch der Helium-Neon-Laser (633 nm) wurden auf die
Anregungsleistungen von 200 uW (488 nm Laser) bzw. 300 uW (633 nm Laser) eingestellt.
Anschlieend erfolgte die Justage des Pinhole und der Glasfaserleitung sowie die Einstellung
des optischen Korrekturrings am Objektiv mit einer freien Farbstofflosung (Alexa 488 und
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Alexa 647) als Referenzwert. Die Messzeit betrug 10-15s pro Einzelmessung (30 ul
Reaktionsansatz). Die Léange des Scan-Pfades wurde auf 100 um, die Frequenz des mobilen
Fokus (engl. Beamscanner) auf 50 Hz und die Distanz der Probentischverschiebung auf 2000
pm festgesetzt. Daraus resultierte eine Geschwindigkeit von

=2*100 um * 50 Hz = 10 mm/s,

VSCH.H

mit der sich der Messfokus durch die Probe bewegt.

2.2.6 Analyseverfahren der konfokalen Einzelmolekiilspektroskopie

Bei der konfokalen Einzelmolekiilspektroskopie wird das Detektionsvolumenelement durch
den Lasermessfokus definiert. Durch den Ein- und Austritt fluoreszenzmarkierter Partikel in
einem mobilen Messfokus kann die Fluoreszenzsignalfluktuation gemessen und durch

verschiedene Analyseverfahren ausgewertet werden.

2.2.6.1 FIDA

Die FIDA-Analyse ermoglicht die Charakterisierung und Unterscheidung verschiedener
Molekiilspezies hinsichtlich ihrer spezifischen Helligkeitsintensitédt (Fearnley and Lees 1991;
Kask et al. 1999; Hogen 2009). Bei der FIDA-Messung wird die Intensititsverteilung in
konsekutiven Zeitintervallen statistisch mit dem Programm FCSPP Evaluation Software
Version 2.0 (Evotec Technologies, Hamburg, Deutschland) ausgewertet. Es werden die
Photonenzahlen in Zeitintervallen von konstanter Lange (engl. Bins, typischerweise 40 us)
innerhalb der Einzelmessung ermittelt. Die Anzahl der pro Zeitintervall detektierten Photonen
und die Hiufigkeit dieser Ereignisse werden dann durch einen FIDA-Multikomponenten-Fit
statistisch analysiert. Dadurch konnen unterschiedliche fluoreszierende Oligomerspezies auf
der Basis ihrer spezifischen molekularen Inte