Aus der Neurologischen Klinik und Poliklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktorin: Frau Prof. Dr. med. M. Dieterich

Mitochondriale Dysfunktion bei

Parkin-Mausmodellen des Morbus Parkinson

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von

Johannes Amadeus Ludwig Markus Hauer

aus

Minchen

2017



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

Prof. Dr. med. Andreas Bender

Priv. Doz. Dr. Rupert Egensperger
Prof. Dr. Gerhard F. Hamann

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

30.03.2017



Inhaltsverzeichnis

1 EINIEIUNG - 4
1.1. Der Morbus ParkiNSON .........cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 4
1.1.1. Klinik des Morbus ParkiNSON ........cooooiiioeeeeeeeee s 4
1.1.2. Pathophysiologische Grundlage der motorischen Symptomatik ...............cccccoiis 4
1.1.3. Therapie des Morbus ParkinSON............ccooiiiiiiiiii i 5
1.1.4. Neuropathologische Befunde des Morbus Parkinson ..............ccccvvviiceiiiiieicieeiiiceee e, 5
1.1.5. Atiologie des Morbus ParkinSON .............c.covueiieoreeeieiee e ee e e ee e e anes 6
1.1.6. Molekulare Mechanismen des Morbus ParkinSon ............ccccoooiiiiiiiiiiiiiie e 6

1.2. Mitochondriale Dysfunktion in der Pathogenese des Morbus Parkinson................ccccoevvvneen. 8
1.2.1. Zusammenhange zwischen mtDNA und Morbus Parkinson ..., 8
1.2.1.1. MIDNA-DEIBLIONEN......coiiiiiiiiiiiiieeeeee e 8
1.2.1.2. MIDNA-KOPIENZANI ... 10

1.3 PACKIN e 11
1.3.1. Physiologische FUNKLON ..........oouimiiii e 11
1.3.2. Parkin-assoziiertes Parkinson-Syndrom ..............ccooiiiiiiiiiii e 12
1.3.2.1. GENELIK ... 12
1.3.2.2. Pathophysiologie und neuropathologische Befunde ............ccccooooiiiiiiiiiieiiiennee, 12
1.3.2.3. Klinische Charakteristika ..............oooiiiiiii e 13

1.3.3. Interaktionen von Parkin und mitochondrialem Metabolismus................ccoooeeeiiiiieenn. 14
1.3.4. Parkin-Tiermodelle des Morbus ParkinSon ..o 15
1.3.4.1. Parkin-Mausmodelle .............ooooiiiiiiiiiiiiiie e 15
1.3.4.2. Parkin-Drosophilamodelle............ooooiiiniiie e 16

B A 1= 1= 4 | Lo PSPPI 17
3. Material und MethOTeN ...........ouiiiiiiiii e 18
3.1. Verwendetes TiermMOdell.............uuiiiiiiiiiiiiie et 18
3.2, DINA-ISOIALION ...t e e 19
3.2.1. Anfertigung histologischer SChnitte ..., 19
K o= o0 [T 1T o PP PPPPPPPP 20
3.2.2.1. NiSSI-FArDUNG ... 20



3.2.2.2. Anti-TH-FArbUNG ... 21

3.2.3. LasermikrodiSSEKEION ..........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 22
3.2.4. DNA-EXITAKLON ...cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt 23
3.2.4.1. DNA-Extraktion aus HOmogenat................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeee 23
3.2.4.2. DNA-Extraktion aus Hippocampus und Substantia nigra.............cccccccvvvveveeenennnnn. 24

3.3. Bestimmung von mtDNA-Kopienzahl und Deletionsgrad ..............cooceeeiiiiiiiiiiiiiccee e, 25
3.3.1. Das Prinzip der PCR ... ..o 25
3.3.2. Die quantitative realtime-PCR ...........oouiiii i 25
T TG T B 1= G O A Y o TR 26
3.3.4. Rechenmodelle auf Grundlage des Ci-Weres........coooeieiiiiiiiiiieii e, 28
3.3.4.1. Die relative Bestimmung der mtDNA-Kopienzahl aus Homogenat......................... 28

3.3.4.2. Die absolute Bestimmung der mtDNA-Kopienzahl aus Hippocampus und Substantia

1T = PP TR 29
3.3.4.3. Die Bestimmung des Deletionsgrades .................uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineeiiiineeens 29

3.4. Die Messung der Mitochondrienzahl...............oooooi i 30
3.4.1. Proteinisolation aus HOMOGeNaLt.............cooiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 30
3.4.2. Protein-Konzentrationsmessung mittels BCA-ASSAY ........coovveeiiiiiiiiiiiiiccee e, 30
3.4.3. WESTEIN BIOt ...t 32
3.5, SHALISTIK. ... e e 35

3.5.2. Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl mit zunehmendem Alter...................cnneeen. 36
3.5.3. Deletionsgrad in Abhangigkeit von der anatomischen Region...........cccccccoooiiiiiiiiiinnnnnn. 36

4 BTGNS S . s 37
4.1, DeletioNSGrad ........coooiiiiiiiiie e 37
4.1.1. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und Parkin-Expressionsprofil ....................... 37
4.1.2. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und Alter..........cccoooviiiiiiiiciii e, 38
4.1.3. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und der anatomischen Region..................... 40
1 411D\ e o] o1 =10 <= | o | PP 41
4.2.1. Zusammenhang zwischen mtDNA-Kopienzahl und Parkin-Expressionsprofil............... 41
4.2.2. Zusammenhang zwischen mtDNA-Kopienzahl und ARer ..., 43



4.3. Untersuchung der Mitochondrienzahl mittels Western Blot ..., 43

4.4. Zusammenfassung der BEfUNAE..........coooiiiiiiiiii e 44
5. DISKUSSION ...ttt nnes 46
5.1. Einfluss der Parkin-Expression auf Biogenese und Deletionsgrad...............cccuviiieeiieinnnnns 46
5.1.1. Vermehrte Biogenese bei jungen Mausen mit Parkin-Knockout ...................ccciinneenn. 46
5.1.2. Akkumulation von Deletionen bei Mausen, die humanes Parkin exprimieren ............... 48
5.1.3. Keine Auswirkungen der Stop-Mutation ............cccceiiiiiiiicce e, 49
5.1.4. Kritische Bewertung der ErgebniSSe ..........ccoooiiiiiciiiiii e 50
5.1.4.1. Methodische LImitiErUNGEN ........ccooiiiiiiic e 50
5.1.4.2. Rolle der mtDNA in der Pathogenese des Morbus Parkinson............cccccccvveen.. 51
5.1.4.3. Vorschlage fir zukunftige Studien ... 51

5.2. Einfluss des Alters auf Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl.............cc.cccooiiiiiinnnnn, 52
5.2.1. Verlauf der Deletionsgrade im AIRErungSproZess...........oocuuriiieeieeiiiiiiiiiieeeea e 52
5.2.2. Verlauf der mtDNA-Kopienzahl im ARerungsprozess ...........ccevveveeeeeeiieeiiieieeeieeeeeeeeeeen. 53
5.2.3. Vergleichbarkeit des Alterungsprozesses von Maus und Mensch ..................ccceevvnneen. 53

5.3. Unterschiede zwischen den einzelnen anatomischen Regionen...............ccoevvvviceeiiieniieenn, 54
6. ZUSAMMENTASSUNG .....iiiiiiiiiiici et et e e e e e et et e et s e e e e e e e eea s b s e eeaaeeeesstaneeeaeas 57
A Y o] 8 [V g To E V=T Y (od o 1 TR 59
8. LIteratUrVerZEICNNIS ........coiiie e a e 60
0. DANKSAGUNG . ...ttt n e nnnes 67
10. CUTICUIUM VITAE ...ttt e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e nnnneeeas 68
11. Eidesstattliche VersiCNerung ... 70



1. Einleitung

Ziel dieses Projektes war, den Einfluss verschiedener Parkin-Expressionsmuster auf die Haufigkeit
von Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA) sowie auf die mtDNA-Kopienzahl in Parkin-
Mausmodellen des Morbus Parkinson zu untersuchen. Beim Morbus Parkinson handelt es sich um
die haufigste Bewegungsstorung und die nach dem Morbus Alzheimer zweithaufigste
neurodegenerative Krankheit [1]. Die Angaben zur Pravalenz variieren zwischen verschiedenen
Studien, liegen aber meistens in einer GroRenordnung von etwa 1-5 % [2]. Die Erkrankung beginnt
meist um das 60. Lebensjahr und schreitet kontinuierlich fort bis zum Tod, der durchschnittlich 15
Jahre nach dem Zeitpunkt der Diagnosestellung eintritt [3]. In etwa 90 % der Falle ist der Morbus
Parkinson idiopathisch, in den restlichen Fallen liegen familidre Varianten mit spezifischen
genetischen Defekten, unter anderem im Parkin-Gen, vor [1]. Die mitochondriale Dysfunktion
kénnte in der Pathogenese des Morbus Parkinson eine Rolle spielen und stellt ein potentielles Ziel
fur Therapien, die den Krankheitsprozess aufhalten kénnten, dar [4]. Daher ist es von grof3em

Interesse, die Zusammenhange zwischen Parkin und der mtDNA zu erforschen.

1.1. Der Morbus Parkinson
1.1.1. Klinik des Morbus Parkinson

Der Morbus Parkinson ist gekennzeichnet durch das Auftreten der vier Kardinalsymptome Rigor,

Tremor, Bradykinesie und posturale Instabilitat [5]. Je nach Auspragung der einzelnen Symptome
unterscheidet man den akinetisch-rigiden, den Aquivalenz- und den Tremordominanz-Typ sowie
den monosymptomatischen Ruhetremor [5]. Neben der motorischen Symptomatik kdnnen weitere
Symptome auftreten. Dazu gehdren psychische Stérungen wie Verhaltensauffalligkeiten und

kognitive Einbufden, vegetative Dysregulation und Schlafstérungen [6].

1.1.2. Pathophysiologische Grundlage der motorischen Symptomatik

Als pathophysiologische Grundlage der motorischen Symptomatik des Morbus Parkinson wird eine
Ubermafige Hemmung von motorischen Netzwerken des Hirnstamms und des thalamokortikalen
Systems angenommen, die auf einer vermehrten Aktivitat der Efferenzen des Globus pallidus
internus und der Pars reticulata der Substantia nigra beruhen [7]. Bei diesen Strukturen handelt es
sich um Areale der Basalganglien, einer Gruppe von subkortikalen, untereinander verschalteten
Kerngebieten des Telenzephalon, Dienzephalon und Mittelhirns, die eine zentrale Rolle bei
samtlichen Formen der Bewegungsstérungen einnimmt [8]. Nach dem klassischen Konzept gibt es
eine direkte striatale und eine indirekte, Uber den Nucleus subthalamicus laufende Leitungsbahn,
deren verminderte Hemmung bzw. vermehrte Erregung zu einer gesteigerten Aktivitat des Globus
pallidus und der Pars reticulata der Substantia nigra flihren [8]. Es hat sich jedoch gezeigt, dass
dieses Konzept keinen pathophysiologisch umfassend zufriedenstellenden Erklarungsansatz
darstellt [7]. Gegenwartig geht man davon aus, dass der Bewegungsplanung ein komplexes

Zusammenspiel sowohl von Interaktionen der Basalganglien mit dem Kortex Uber kortikostriatale
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und kortikosubthalamische Bahnen als auch von zahlreichen Verschaltungen innerhalb der

Basalganglien selbst zugrunde liegt [7].

1.1.3. Therapie des Morbus Parkinson

Grundprinzip der derzeitigen Therapie ist entweder die Erhéhung des Dopamin-Spiegels durch
Substitution oder Hemmung des Abbaus des Neurotransmitters oder der Einsatz von
Dopaminrezeptor-Agonisten [9].

Als die wirksamste Therapie hat sich L-Dopa, die Vorstufe von Dopamin, erwiesen [9]. Nachteil der
Behandlung mit L-Dopa ist das Auftreten von Wirkungsfluktuationen und Dyskinesien nach
langjahriger Anwendung [9]. Als weitere Therapieoptionen stehen noch andere Wirktstoffgruppen
wie Dopaminrezeptor-Agonisten und Inhibitoren des Dopamin-Metabolismus (COMT- und MAO-B-
Hemmer) zur Verfligung [9].

Fir L-Dopa sowie fur den Dopaminrezeptor-Agonisten Apomorphin besteht neben der oralen
Anwendung zudem die Mdglichkeit der kontinuierlichen Gabe mittels Pumpe Uber eine
intrajejunale bzw. subkutane Sonde [10]. Als operative Behandlungsoption kann die tiefe
Hirnstimulation erwogen werden, bei der Elektroden in verschiedene Regionen des zentralen
Nervensystems (ZNS) implantiert werden, bevorzugt dienen der Globus pallidus internus oder der
Nucleus subthalamicus als Zielregion [11].

Die hier genannten Therapieoptionen zielen lediglich auf die Verbesserung der motorischen
Symptomatik. Eine Therapie, die den zugrundeliegenden neurodegenerativen Prozess aufhalten

koénnte, steht momentan noch nicht zur Verfigung [1].

1.1.4. Neuropathologische Befunde des Morbus
Parkinson

Der Morbus Parkinson ist eine neurodegenerative
Erkrankung, die durch den Verlust dopaminerger Neurone
in der Pars compacta der Substantia nigra sowie
noradrenerger Neurone des Locus coeruleus

charakterisiert ist [12]. Die Angaben zum Ausmal} des

Zelluntergangs, ab dem motorische Symptome auftreten,
schwanken zwischen 30 [13] und 70 % der Zellen [14]. & .
- T
Mikroskopisch sind die betroffenen Zellen durch
A i i Abb. 1.1. (aus [15]): Darstellung eines Neurons ohne
sogenannte Lewykorper und Lewyneuriten gekennzeichnet, a-Synuclein-Ablagerung (inks) bzw. mit - Synuclein
bei denen es sich um a-Synuclein-immunoreaktive Einschiiissen (rechts). Die Pfeile markieren a-
Synuclein-Aggregate.
Einschlisse in den Neuronen handelt (s. Abb. 1.1. [15])
[16]. Diese Einschlisse sind Uberwiegend in der Pars compacta der Substantia nigra festzustellen

und flihren durch einen Untergang Melanin-haltiger Neurone zu einer Depigmentierung dieser
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Region [17]. Darlber hinaus liegen sie jedoch auch in weiteren Regionen des ZNS sowie im
peripheren und enterischen Nervensystem vor [16]. Zwar sind viele verschiedene Regionen des
Nervensystems betroffen [16], doch zeichnen sich die anfalligen Neurone durch gewisse
Gemeinsamkeiten aus: Es handelt sich vornehmlich um lange, dinne und kaum myelinisierte

Neurone [15].

1.1.5. Atiologie des Morbus Parkinson

Die genaue Atiologie des dem Morbus Parkinson zugrunde liegenden neurodegenerativen
Prozesses ist nicht eindeutig geklart, es scheinen verschiedene Faktoren die
Krankheitsentstehung zu begtinstigen [18].

Wichtigster Risikofaktor ist das Alter [3]. Dartber hinaus wird auch diversen Umwelteinfllissen eine
Rolle in der Pathogenese zugeschrieben [6]. Beispielsweise stehen Pestizide, Herbizide, Metalle
und andere Stoffe im Verdacht, das Erkrankungsrisiko zu erhéhen [6]. Auch Berufstatigkeit in der
Landwirtschaft und Leben in landlichen Gegenden ist mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko
assoziiert [19]. Auf der anderen Seite gibt es auch Substanzen, denen protektive Faktoren
zugeschrieben werden, wie zum Beispiel Nikotin, Koffein und Harnsaure [6].

Ein weiterer sehr bedeutender Aspekt in der Pathogenese ist die individuelle genetische
Pradisposition. In den vergangenen 15 Jahren stellte die Analyse des Genoms einen wichtigen
Teilbereich der Parkinson-Forschung dar und lieferte mehrere Gene bzw. Loci, die das
Erkrankungsrisiko erhéhen [20]. Derzeit sind etwa 16 solcher Suszeptibilitatsgene wie LRRK2,
MAPT und SNCA bekannt [20]. Neben diesen Suszeptibilitdtsgenen wurden auch mehrere Gene
identifiziert, die ein familiares Parkinson-Syndrom gemafly der Mendelschen Vererbungsregeln
nach autosomal-dominantem oder autosomal-rezessivem Erbgang verursachen. Das autosomal-
dominant vererbte Parkinson-Syndrom tritt in Folge von Mutationen zweier Gene, SNCA und
LRRK2, auf [20]. Als Ausldéser eines autosomal-rezessiv vererbten Parkinson-Syndroms gelten
PARK2, PINK1, DJ1, ATP13A2, FBXO7 und PLA2G6. Die drei erst genannten sind mit einem
frihen Krankheitsbeginn assoziiert, wahrend bei den letztgenannten zum Parkinson-Syndrom
weitere klinische Auffalligkeiten wie beispielsweise Pyramidenbahnzeichen und kognitive Einbul3en
hinzutreten [21]. Varianten der Gene, die familiare Parkinson-Formen auslésen, werden auch mit
der sporadischen Krankheitsform assoziiert, weshalb eine atiologische Verwandtschaft von
familiaren und sporadischen Krankheitsformen angenommen wird [22]. Das macht die Gene des
familidren Parkinson-Syndroms trotz ihrer relativen Seltenheit zu einem interessanten Ziel fir die
Forschung, da man sich von ihnen neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie der Erkrankung und

Therapieansatze auch fir die idiopathische Erkrankung verspricht [20].

1.1.6. Molekulare Mechanismen des Morbus Parkinson
Es werden mehrere mogliche Erklarungen fir die molekularen Mechanismen der

Neurodegeneration beim Morbus Parkinson diskutiert. Unter anderem koénnten oxidativer Stress,
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inflammatorische und exzitotoxische Prozesse sowie mitochondriale Dysfunktion eine Rolle spielen
[23]. Aufgrund der Vielzahl der diskutierten Ansatze wird auch die Multiple-Hit-Hypothese
postuliert, die besagt, dass eine Kombination dieser Stressoren zusammen mit dem Versagen
neuroprotektiver Kompensationsmechanismen die Zelle permanent schadigt, bis es schlie3lich zur
Induktion der Apoptose kommt [24].

Eine sehr bedeutende Rolle in der Neurodegeneration spielt die mitochondriale Dysfunktion, die
zum einen zu einem Energiemangel der Zelle und zum anderen zum vermehrten Anfall von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt [23]. Die Generierung von ROS ist ein physiologischer
Prozess, der unter anderem bei der Immunantwort von Bedeutung ist, jedoch werden ROS auch
fur eine Reihe zellschadigender Effekte verantwortlich gemacht [25]. Neurone sind besonders
anfallig gegen eine Akkumulation von ROS [25], weshalb diese einen Hauptmechanismus in der
Neurodegeneration darstellen kdnnte [26]. Dabei steht insbesondere das Mitochondrium als Ort
der Atmungskette im Mittelpunkt, da dort im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung freie
Radikale entstehen. Eine weitere Quelle flr oxidativen Stress ist der Neurotransmitter Dopamin,
der durch seine Neigung zur Oxidation leicht ROS und Quinone bildet [25].

Darlber hinaus existieren weitere zellimmanente Substanzen, die eine neurotoxische Wirkung
entfalten kénnen, wie Glutamat und Kalzium. Glutamat ist an sich nicht giftig, kann jedoch durch
exzessive Stimulation glutamaterger Rezeptoren schadlich wirken, was als Exzitotoxizitat
bezeichnet wird [27]. Die Veranderungen in der Neurotransmission der Basalganglien beim
Morbus Parkinson beeintrachtigen auch das glutamaterge System und tragen zur Progression des
neurodegenerativen Prozesses bei. Unklar ist, ob es sich dabei um einen weiteren ursachlichen
Mechanismus fir die Neurodegeneration oder um eine Folge der Stérung im dopaminergen
System handelt [27]. Diese Exzitotoxizitat sowie ein begleitender neuroinflammatorischer Prozess
kénnten sich dabei gegenseitig im Sinne eines Circulus Vvitiosus stimulieren und die
Neurodegeneration verschlimmern [27]. Auch Kalzium, das in den dopaminergen Neuronen der
Pars compacta der Substantia nigra aufgrund deren kontinuierlichen autonomen Generierung von
Aktionspotentialen in hoher Konzentration vorliegt [28], beeintrachtigt die mitochondriale Funktion
und fihrt zu vermehrtem oxidativen Stress [29].

Desweiteren sind wohl auch neuroinflammatorische Prozesse an der Neurodegeneration beteiligt
[30]. Dabei kommt vor allem der Mikroglia, die toxisch auf die dopaminergen Neurone wirken und
sogar das periphere Immunsystem zur Aufrechterhaltung der Entziindung rekrutieren kénnte, eine
besondere Bedeutung zu [30]. Mdglicherweise tragen die Gliazellen Uber einen sich im
Alterungsprozess entwickelnden, kontinuierlich proinflammatorische Zytokine sezernierenden
Phanotyp, der auch von Umweltstressoren aufrechterhalten wird, zur Neurodegeneration bei [31].
Eine aktuelle Veroéffentlichung hat darliber hinaus gezeigt, dass es sich bei der
Multisystematrophie, einer weiteren a-Synucleinopathie, um eine Ubertragbare Prionenkrankheit
handelt. Auch wenn die Untersuchungen zum Morbus Parkinson weniger deutliche Ergebnisse

erbrachten, halten die Autoren einen entsprechenden Mechanismus auch hier fir moglich [32].



Wie bereits angedeutet, spielt die mitochondriale Dysfunktion eine bedeutende Rolle in diesen
komplexen Interaktionen. In diesem Kontext ist auch das Protein Parkin, dessen Einfluss in dieser
Arbeit untersucht wird, essentiell, da es iber mehrere Mechanismen an der Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Integritat beteiligt ist. Beide Aspekte werden im Folgenden in eigenen Abschnitten

vorgestellt.

1.2. Mitochondriale Dysfunktion in der Pathogenese des Morbus Parkinson

Die Mitochondrien sind an entscheidenden zellularen Prozessen wie ATP-Produktion, Apoptose
und Aufrechterhaltung der Calcium-Homdostase beteiligt [4]. Wie bereits einleitend erwahnt,
kdnnte die mitochondriale Dysfunktion in der Pathogenese des Morbus Parkinson eine bedeutende
Rolle spielen [4]. Es bestehen zahlreiche Zusammenhange zwischen mitochondrialer Dysfunktion
und sowohl dem idiopathischen als auch dem genetischen Parkinson-Syndrom [33]. Mehrere
Mechanismen werden diskutiert, Gber die mitochondriale Dysfunktion zum Parkinson-Syndrom
fuhren kann. Als mdgliche Prozesse gelten unter anderem eine Hemmung des Komplex | der
Atmungskette, Veranderungen der mitochondrialen Morphologie, Abnormitaten der Spaltung und
Verschmelzung von Mitochondrien, des zelluldren Mitochondrien-Transportes und der Mitophagie
sowie Zusammenhange zwischen mitochondrialem Metabolismus und Apoptose [33]. Weitere

Auffalligkeiten, die im folgenden Abschnitt detaillierter dargestellt werden, betreffen die mtDNA.

1.2.1. Zusammenhédnge zwischen mtDNA und Morbus Parkinson

Ein besonderes Charakteristikum der Mitochondrien ist der Besitz einer eigenen DNA. Die mtDNA
wird matterlich vererbt und kann je nach Zelltyp in hunderten bis einigen tausend Kopien pro Zelle
vorliegen [34]. Sie ist etwa 16,6 kb grof3 und liegt in zirkularer, doppelstrangiger Form vor. Das
DNA-Molekdl wird unterteilt in einen leichten und einen schweren Strang, auf denen sich nur
wenige nicht-kodierende Abschnitte befinden [34]. Die mtDNA kodiert die 13 Proteine der
Atmungskette und 24 fur die Translation benétigte Ribonukleinsduren (RNA). Das Mitochondrium
enthalt jedoch eine Vielzahl weiterer Proteine. Die Mehrheit davon wird durch nukledre DNA

kodiert und in das Mitochondrium importiert [4].

1.2.1.1. mtDNA-Deletionen

Im Normalfall sind alle mtDNA-Molekdile identisch, was als Homoplasmie bezeichnet wird [4]. Die

DNA kann jedoch mutieren, vermutlich ist die Mutationsrate der mtDNA sogar hoher als die der
nuklearen DNA [34]. Fir das Auftreten von Mutationen werden vor allem die bei der oxidativen
Phosphorylierung entstehenden ROS verantwortlich gemacht, die in rdumlich enger Beziehung zur
mtDNA stehen [34]. Lange war man der Ansicht, dass die mtDNA auch durch ein unzureichendes
DNA-Reparatursystem und den fehlenden Schutz durch Histone zu vermehrten Mutationen neigt.
Es zeigt sich jedoch zunehmend, dass die Reparaturmechanismen der Mitochondrien effizienter

sind als zunachst angenommen [35]. Mutationen kommen gewohnlich nicht in allen Kopien vor,
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vielmehr existieren in einem Mitochondrium gesunde und mutierte mtDNA-Molekiile
nebeneinander, es liegt also Heteroplasmie vor [4]. Da die mitochondrialen Gene ausnahmslos fir
Proteine der Atmungskette kodieren, fihren Mutationen der mtDNA zu Defekten der Atmungskette
und resultieren letztendlich in mitochondrialer Dysfunktion [36]. Zur Auslésung von mitochondrialer
Dysfunktion und deren klinischer Manifestation muss der Anteil an mutierter mtDNA einen
gewissen Grenzwert Uberschreiten, der in Geweben mit vermehrter Abhangigkeit von oxidativem

Metabolismus wie Gehirn und Herz niedriger ist (s. Abb. 1.2.) [4].

A B

Grenzwert

Atmungsketten-
Keine Dysfunktion G Dysfunkti

0% D % ¢ 30% D °-c 50% D ° N\ 70% J_o\ 100%
)

° CR} o__

220 ©JAO, 0% © A0, 09 © JI\o, 0.0 O
Komplex I-kodierende Gene © Normales Mitochondrium
Komplex lll-kodierende Gene © Mutiertes Mitochondrium

Komplex IV-kodierende Gene
Il Komplex V-kodierende Gene
Nichtkodierend

3 rNA

Abb. 1.2. (modifiziert nach [4]): Darstellung der mtDNA mit ihren 37 Genen (A). Entstehung von Atmungsketten-Dysfunktion durch
Zunahme der Heteroplasmie Uber einen tolerierten Grenzwert (B).

Die Grenze fir die klinische Manifestation mutierter mtDNA ist abhangig von der Art der Mutation.
Sie liegt bei einem Anteil von etwa 50-60 % fir Deletionen, bei einigen Punkt-Mutationen der
tRNA-kodierenden Bereiche kénnen bis zu 85 % mutierter mtDNA toleriert werden [34].

Typische Krankheiten, die durch diese Mutationen ausgeldést werden, sind priméare
Mitochondriopathien wie MELAS, ein Syndrom mit den Leitsymptomen mitochondriale
Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlaganfall-ahnliche Episoden, und das Kearns-Sayre-
Syndrom. AuRerdem akkumulieren mtDNA-Mutationen mit dem naturlichen Alterungsprozess und
werden haufig in Malignomen gefunden [36].

Daruber hinaus ist die Rolle der mtDNA-Mutationen in neurodegenerativen Erkrankungen
Gegenstand der Forschung [36]. In Neuronen der Substantia nigra von Parkinson-Patienten sowie
von alteren Menschen wurden vermehrt mtDNA-Deletionen gefunden [37-39]. Transfektion von
mtDNA, die aus Blutplattchen von Parkinson-Patienten gewonnen wurde, flhrt in Zellkulturen zu

Defekten des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette und weiteren zellularen Pathologien
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[40] und enthalt folglich moglicherweise eine fur die Mitochondrien pathogene Information [4]. In
einem Mausmodell flihrte ein Defekt von TFAM, dem Transkriptionsfaktor fir mtDNA, zu einem
Parkinson-Syndrom mit dysfunktionaler Atmungskette [41]. Mutationen der nuklear kodierten
POLG1, einem Reparaturenzym, auf das im nachsten Absatz noch naher eingegangen werden
wird, sind mit Parkinson und komplexeren Syndromen assoziiert und fihren zu Akkumulation von
mtDNA-Deletionen und Verlust von Neuronen der Substantia nigra [42]. Darlber hinaus gibt es
noch weitere Untersuchungen, die Assoziationen zwischen mtDNA-Mutationen und dem Morbus

Parkinson aufgedeckt haben [23].

1.2.1.2. mtDNA-Kopienzahl

Wie bereits erwahnt, existieren in einer Zelle mehrere hundert bis tausend Kopien der mtDNA [43].

Die mtDNA-Kopienzahl ist abhangig vom Energiebedarf der Zelle und gewebespezifisch variabel
[43]. In Neuronen finden sich etwa 1.200-10.800 Kopien [44], in der Leber kénnen bis zu 25.000
mtDNA-Moleklile vorkommen [45]. In der Kontrolle der mtDNA-Kopienzahl nehmen die
Regulatoren PGC-1a, NRF-1 und NRF-2 eine wichtige Position ein [46]. PGC-1a fungiert als
Aktivator von Transkriptionsfaktoren wie NRF-1 und NRF-2, die wiederum stimulierend auf diverse
fur Replikation, Transkription und Translation der mtDNA relevante Gene wie den mitochondrialen
Transkriptionsfaktor TFAM wirken [46].

Klinisch relevant wird die Reduktion der mtDNA-Kopienzahl bei den sogenannten mtDNA-
Depletions-Syndromen. Dabei handelt es sich um schwere padiatrische Erkrankungen, die in
myopathische, enzephalomyopathische und hepatozerebrale Formen eingeteilt werden [47]. Sie
sind charakterisiert durch eine Reduktion der mtDNA-Kopienzahl auf unter 35-40 %, manchmal
sogar auf etwa 1-2 %, des Normalwerts. Ursachlich flr diese Krankheiten sind Mutationen von
Genen, die flr verschiedene Enzyme, unter anderem POLG1, kodieren [47]. POLG1 ist ein nuklear
kodiertes Gen, das in den Mitochondrien als DNA-Polymerase, 3’-5-Exonuklease und 5’-dRP-
Lyase fungiert und als solche an der DNA-Replikation und -Reparatur beteiligt ist [48]. Mutationen
von POLG1 gehoéren zu den haufigsten Grinden fir mitochondriale Erkrankungen sowohl bei
Kindern als auch bei Erwachsenen. Sie prasentieren heterogene klinische Manifestationen wie
Enzephalopathie, Leberversagen, Ataxie u.v.m. [47].

In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen POLG1-Mutationen und Syndromen, die
auch Parkinson-Symptomatik beinhalteten, berichtet [42, 49]. Darlber hinaus wurden in
Zellkulturen, in denen die mtDNA von Parkinson-Patienten exprimiert wurde, reduzierte Level von
mtDNA gefunden [50]. In einem Mausmodell mit Knockout von TFAM zeigte sich, dass die Tiere
neben der Parkinson-Symptomatik auch eine Reduktion der mtDNA-Expression und eine mtDNA-
Depletion entwickelten [41]. Somit erscheint es plausibel, dass auch eine Stérung der

mitochondrialen Biogenese an der Pathogenese des Morbus Parkinson beteiligt sein kann.
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1.3. Parkin
1.3.1. Physiologische Funktion

WT (Rl

V15M P37L A82E K161N T240R G284R G328E A398T
R42P M192v T240M C289G R334C T415N
Ad6P K211R C253wW T351P G430D
K211N R256C C431F
C212Y R275W P437L
D280N C441R

238 293 314 377 418 449 465

Abb. 1.3. (modifiziert nach [26]): Darstellung von Parkin mit seinen Domanen und bekannten Mutationen.

Parkin ist ein 465 Aminosauren langes Protein (s. Abb. 1.3.), das durch das PARK2-Gen kodiert
wird [33]. Dieses Gen enthalt 12 Exons und ist wohl aufgrund seiner Gréf3e von 1,3 Mb besonders
anfallig gegen Mutationen [51], von denen derzeit etwa 200 bekannt sind [33]. Biochemisch
gesehen handelt es sich bei Parkin um eine E3 Ubiquitin-Protein-Ligase, an deren C-Terminus sich
eine fur Ubiquitin-Ligasen charakteristische RBR-Struktur, bestehend aus einer RING I-, IBR- und
RING II-Domane, befindet [33]. Parkin ist Uberwiegend zytosolisch, teilweise jedoch auch in
Zellorganellen wie beispielsweise der Mitochondrienmembran, lokalisiert [33]. Bei Anzeichen
mitochondrialer Schadigung wird Parkin spezifisch an die defekten Mitochondrien mobilisiert [52].

Parkin nimmt in seiner Funktion als E3 Ubiquitin-Protein-Ligase an der Proteindegradation Uber
das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) teil [33]. Ubiquitin ist ein Protein mit einer Lange von 76
Aminosauren, das Proteine unter anderem fiir die Degradation kennzeichnet, indem es sie durch
Bildung von Polyubiquitinketten markiert und dem Abbau durch 26S-Proteasome zufihrt [53]. E1-
Proteine aktivieren Ubiquitin und binden es an das Ubiquitin-Tragerprotein E2. E3-Proteine wie
Parkin verbinden Ubiquitin mit dem Zielprotein und gewahrleisten Substratspezifitat [53], wobei
Parkin in diesem Rahmen mit vielen verschiedenen Proteinen als Substrat interagiert [26]. E4-
Proteine kénnen die Verbindung verschiedener Ubiquitinmolekile untereinander Uber Lysin-Reste
in Position 48 und 63 vermitteln, so dass an den Zielproteinen neben einer Monoubiquitinierung
auch zwei verschiedene Arten von Polyubiquitinierung vorliegen kénnen [54]. Jede Art der
Ubiquitinierung hat eine andere Funktion. Eine Polyubiquitinierung Gber Lysin in Position 48 ist das
Signal fir Proteindegradation [54], Polyubiquitinierung Uber Lysin in Position 63 reguliert ebenso
wie die Monoubiquitinierung andere zelluldre Prozesse, beispielsweise Proteintransport,
Transkription und die DNA-Reparatur [33]. Darlber hinaus beeinflusst die Monoubiquitinierung
auch den Rezeptorumsatz [54]. Parkin katalysiert normalerweise Lysin-48-Polyubiquitinierungen,
kann jedoch auch Mono- und Lysin-63-Polybubiquitinierungen ermdglichen [33]. Neben seiner
Rolle im UPS ist Parkin an der Erhaltung der Mitochondrien und dem Schutz der zellularen
Integritat beteiligt [33], die Mechanismen hierfir werden im Kap. 1.3.3. beschrieben. Dabei
kooperiert es mit einem anderen Parkinson-assoziierten Gen, PINK1 [55, 56], das in den gleichen

Stoffwechselwegen wie Parkin agiert [57].
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1.3.2. Parkin-assoziiertes Parkinson-Syndrom
1.3.2.1. Genetik

Parkin wurde erstmals vor etwa 15 Jahren beschrieben und als Ausloser eines familiaren

Parkinson-Syndroms in einer japanischen Familie erkannt [58]. Mutationen des Parkin-Gens
verursachen einen frihen Erkrankungsbeginn mit einem Erkrankungsalter unter 40 Jahren und
sind der zweithaufigste Grund der genetischen L-Dopa-sensitiven Form der Erkrankung [3].
Daneben spielt Parkin auch bei der idiopathischen Form der Erkrankung eine Rolle. Derzeit sind
laut Website http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB, auf der in einer Datenbank alle Mutationen
von Parkin gesammelt werden, etwa 200 Mutationen bekannt, darunter Punktmutationen,
Insertionen, Deletionen und Multiplikationen [33]. Diese Mutationen sind Uber das ganze Gen
verteilt und sowohl in vererbten als auch idiopathischen Fallen anzutreffen [59]. Homozygote
krankheitsverursachende Mutationen beider Allele fihren ebenso wie eine Compound-
Heterozygotie flr Mutationen zum Ausbruch der Erkrankung [60]. Zur Rolle isolierter heterozygoter
Mutationen gibt es widerspriichliche Ergebnisse. Manche Studien berichten von einer gréf3eren
Haufigkeit bei Parkinson-Patienten, wahrend andere keinen Unterschied zwischen Erkrankten und

Kontrollgruppen finden [60, 61].

1.3.2.2. Pathophysiologie und neuropathologische Befunde

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze, Uber welchen Pathomechanismus die Mutationen zur
Neurodegeneration fiihren. Initial wurde der Funktionsverlust der enzymatischen Aktivitat durch die
Mutation als Ursache postuliert, infolgedessen es zu einer Stérung der proteasomalen Degradation
und einer pathologischen Protein-Akkumulation kame [62]. Die einzelnen Mutationen
unterscheiden sich jedoch bezlglich ihrer biochemischen Eigenschaften wie intrazellularer
Lokalisierung, Affinitdt zu Substraten und enzymatischer Aktivitdt [62]. Manche Mutationen
akkumulieren und verandern ihre Lokalisierung innerhalb des Zytoplasmas. Andere zeigen eine
vermehrte enzymatische Aktivitdt und ineffizienten Transport zum Proteasom oder verminderte
Substratbindung und enzymatische Aktivitat [62]. Unter anderem ist auch entscheidend, an
welcher Stelle des Parkin-Proteins sich die Mutation befindet. Deletionen am C-terminalen Ende
weisen eine mangelnde Interaktion mit der Zellmembran sowie die Neigung zur Fehlfaltung mit
konsekutiver Aggregation auf, wahrend Missense-Mutationen am N-Terminus in einer schnellen
Degradation durch Proteasomen resultieren [63]. Weiterhin setzt der Austausch von Cystein durch
andere Aminosauren die Ldslichkeit von Parkin herab und macht das Protein empfindlicher gegen
Stress, wobei das Ausmal’ der Schadigung entscheidend davon abhangt, an welcher Stelle sich
das ausgetauschte Cystein befindet [64]. Durch die Untersuchung von Tiermodellen, Zellkulturen
und Gewebe von Patienten richtet sich das Augenmerk auf einen weiteren Erklarungsansatz,
namlich die Rolle Parkins in der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritat [33].

Die histopathologischen Befunde des Parkin-assoziierten Parkinson-Syndroms unterscheiden sich

von denen des idiopathischen Morbus Parkinson. Zwar kommt es auch hier zur
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Neurodegeneration der Pars compacta der Substantia nigra und einer reaktiven Gliose [65], im
Gegensatz zum idiopathischen Morbus Parkinson ist jedoch der Locus coeruleus weniger betroffen
[66]. Auch die typischen Lewykdrper wurden teils nicht gefunden [65], es gibt allerdings auch
Berichte von Fallen mit Lewykorpern [67]. In einem Fall wurden a-Synuclein-positive Einschliisse
gefunden, dabei handelte es sich jedoch nicht um klassische Lewykdrper [68]. In zwei
Untersuchungen konnten auch neurofibrillare Tangles und 1-positive Astrozyten nachgewiesen
werden. Insgesamt zeigen sich auf neuropathologischer Ebene beim Parkin-abhangigen
Parkinson-Syndrom sehr variable Befunde [66]. Einen Uberblick (ber die histopathologischen
Befunde bietet Tab. 1.1. [66].

Tab. 1.1. (modifiziert nach [66]): Zusammenfassung der histopathologischen Befunde beim

Parkin-abhangigen Parkinson-Syndrom

Autor Verteilung des Lewykérper- und Tau-Pathologie | Andere Zelleinschlisse
Zelluntergangs Lewyneuriten-Pathologie | NFT-Stadium
Yamamura 1996 [ SNpc > LC -- - -
Mori 1998 SNpc > LC -- 1} Dornférmige Astrozyten
Hayashi 2000 SNpc > SNpr, LC -- vereinzelt -
Van der SNpc > LC -- -- Dornférmige Astrozyten
Warrenburg
2001
Mori 2003 SNpc > LC -- - -
Gouider-Khouja | SNpc, SNpr > LC -- -- --
2003
Farrer 2001 SNpc, LC + - -
Pramstaller 2005 | SNpc, LC + -- --
Sasaki 2004, SNpc>LC Basophile Lewykorper- - Eosinophile Lewykérper in
2008 ahnliche Pathologie in Vorderhornzellen
PPN

Abkilrzungen: SNpc/pr = Substantia nigra pars compacta/reticulata; LC = Locus coeruleus; PPN = Ncl. pedunculopontinus; NFT =
Neurofibrillare Tangles

1.3.2.3. Klinische Charakteristika

Das Parkin-assoziierte Parkinson-Syndrom ist charakterisiert durch einen frihen, haufig

symmetrischen Krankheitsbeginn, langsame Progredienz und gutes Ansprechen auf Therapie mit
L-Dopa, die jedoch frihzeitig zu Dyskinesien flhrt. Es ist gelegentlich von einer Dystonie der
Extremitaten begleitet, dementielle Begleitsyndrome werden kaum beobachtet [3]. Ebenso treten
selten Hyposmie und Bulbarsymptomatik auf, wohingegen bereits relativ bald Verhaltensstérungen
festgestellt werden kdnnen [3]. Parkin-Mutationen sind neben dem Parkinson-Syndrom noch in
anderen neurologischen Erkrankungen beschrieben wie bei einer gemeinsamen Manifestation von
Parkinson-Syndrom und essentiellem Tremor sowie bei Patienten mit Restless-legs-Syndrom [69,
70].
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1.3.3. Interaktionen von Parkin und mitochondrialem Metabolismus

Parkin ist in verschiedene zellulare Ablaufe involviert, die mit dem Metabolismus der Mitochondrien
zusammenhangen. Dazu gehoéren die Spaltung und Verschmelzung der Mitochondrien, deren
Transport Uber das Mikrotubulussystem, die Eliminierung mittels Mitophagie und die Kontrolle der
Biogenese [33].

Parkin ist an zwei Prozessen, die wichtig fur die Erhaltung der mitochondrialen Funktionsfahigkeit
sind, beteiligt, der Spaltung eines Mitochondriums in mehrere (Fission) und der Verschmelzung
mehrerer Mitochondrien zu einem (Fusion) [33]. Parkin reguliert dabei den Metabolismus der
Fusionsproteine MFN1, MFN2 und DRP1 [71, 72]. Dadurch kénnte es zu einem Uberwiegen der
Fission und einer Hemmung der Fusion kommen, weshalb immer mehr, allerdings kleinere
Mitochondrien entstehen [73]. Dies erleichtert die Mitophagie, also die Eliminierung dysfunktionaler
Mitochondrien, die einen wichtigen Teil der mitochondrialen Qualitatskontrolle darstellt [74]. Der
genaue Mechanismus ist noch nicht verstanden, jedoch gilt es als gesichert, dass Parkin Uber die
Regulation von Fusion und Fission in die mitochondriale Dynamik eingreift, was einen potentiellen
Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunktion und Neurodegeneration darstellt [33].
Desweiteren geht Parkin Gber mehrere Domanen starke Bindungen mit a- und B-Tubulin ein und
interagiert so mit dem Mikrotubulus-System [33]. In Zellkulturen von Fibroblasten von Patienten mit
Parkin-Mutationen konserviert die Uberexpression von Parkin die Funktion des Mikrotubulus-
Systems, das fir die Verteilung von Mitochondrien innerhalb der Neurone verantwortlich ist [33].
Méglicherweise handelt es sich also bei Parkin um einen wichtigen Regulator der mitochondrialen
Mobilitat, der auf diese Weise defekte Mitochondrien der Elimination durch Mitophagie zufthrt [33].
Bei der Mitophagie handelt es sich um die Degradation defekter Mitochondrien durch
Autophagosomen, einem wichtigen Prozess der Qualitatskontrolle [4]. Es gibt mehrere Stadien der
Qualitatskontrolle. Das erste Stadium umfasst die Verhinderung des oxidativen Stress” und
mitochondrialer Schaden. Kommt es trotzdem zu Schadigungen, erfolgt in einem zweiten Stadium
die Degradation defekter Proteine durch Proteasen und das UPS [75]. Wenn auch diese
Mechanismen nicht ausreichen, kommt es im dritten Stadium bei schwerer Dysfunktion zur Fission
und Entfernung der geschadigten Mitochondrien durch Mitophagie [75]. Dabei werden die zu
degradierenden Mitochondrien in Autophagosomen eingeschlossen, woraufhin diese mit
Lysosomen fusionieren, in denen die Degradation stattfindet [4]. Parkin transloziert zu
Mitochondrien, wenn diese ihr Membranpotential verlieren, was ein Zeichen fir die
Dysfunktionalitat des Mitochondriums ist, und beglinstigt die Kolokalisation von Mitochondrien und
Autophagosomen [52]. Es fuhrt zu deren Degradation mittels Mitophagie [52] und ist somit an der
mitochondrialen Qualitatskontrolle beteiligt [74].

Neben diesen Interaktionen ist Parkin auch an der Regulation der mitochondrialen Biogenese und
der mtDNA beteiligt. Uberexpression von Wildtyp-Parkin stimuliert die mtDNA-Transkription und -
Replikation, wahrend Parkin-Mutationen diese Prozesse storen [76]. Parkin kdnnte Uber mehrere

Mechanismen die mitochondriale Transkription und Replikation erhéhen [33]. Zum einen ist eine
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direkte Stimulation denkbar, andererseits kdnnte es indirekt Gber die Regulation von Proteinen der
Biogenese und nukledren Genen, die die mitochondriale Physiologie kontrollieren, wirken [33].
Eine Mdglichkeit der indirekten Stimulation ist die Interaktion mit TFAM, einem wichtigen Faktor der
mtDNA-Transkription. In dessen Anwesenheit bindet Parkin mtDNA und stimuliert die Transkription
der mtDNA-Promoter LSP und HSP [77]. Daruber hinaus sind TFAM und Parkin wohl an der
Erkennung und Reparatur nuklearer und mitochondrialer DNA-Schaden beteiligt [76]. Neben TFAM
ist auch das Protein PARIS, ein negativer Regulator von PGC-1a, ein wichtiger Interaktionspartner
von Parkin. Durch die artifizielle Inaktivierung von Parkin erhéht sich die Konzentration von PARIS,
wodurch die Transkription von PGC-1a gehemmt wird. Simultan wurde eine Reduktion von NRF-1
beobachtet [78]. Dieses ist ein wichtiger Regulator der Mitochondrien auf mehreren Ebenen und ist
neben der Beteiligung an der Expression von Untereinheiten der Atmungsketten an der Aktivierung
mitochondrialer Transkriptionsfaktoren und nukledrer Gene involviert [46]. Es wurden eine Reihe
weiterer Interaktionen gefunden, die auch als mogliche Ziele einer antineurodegenerativen
Therapie identifiziert wurden [33]. Diese Zusammenhange koénnten fir den Morbus Parkinson
pathogenetisch bedeutsam sein. PARIS akkumuliert in der Substantia nigra von Parkinson-
Patienten und wird in Parkin-Knockout-Mausen hochreguliert, woraufhin es zum Untergang
dopaminerger Neurone kommt [78]. Ubereinstimmend dazu zeigt sich in einer Metaanalyse des

Genoms von Parkinson-Patienten eine Erniedrigung von PGC-1a-abhangigen Genen [79].

1.3.4. Parkin-Tiermodelle des Morbus Parkinson

In einem idealen Tiermodell des Morbus Parkinson sollte ein altersabhangiger, progredienter
Untergang dopaminerger Neurone stattfinden, der zu einer Motorikstérung fihrt, die sich nach L-
Dopa-Gabe bessert, und neuropathologisch von Lewykdrpern mit a-Synuclein-Einschliissen und
Ubiquitin-Proteasom-Proteinen begleitet ist [51]. Bisher konnten keine Knockout-Modelle generiert

werden, die alle diese Charakteristika aufweisen [80].

1.3.4.1. Parkin-Mausmodelle

In mehreren Knockout-Modellen wurden geringe Auffalligkeiten des Verhaltens und der

dopaminergen Neurotransmission gezeigt, teilweise wurden Stérungen des noradrenergen
Systems im Locus coeruleus beobachtet, jedoch konnte kein Untergang dopaminerger Neurone
nachgewiesen werden [81, 82]. In einem weiteren Modell zeigten die Tiere mitochondriale
Dysfunktion und oxidative Schadigung ohne Degeneration dopaminerger Neurone [83]. Ein
progredienter Zelluntergang in der Substantia Nigra konnte erst in einem neueren Knockout-Modell
nachgewiesen werden [78]. Dabei wurden auf molekularer Ebene eine Akkumulation von PARIS,
eine Reduktion von PGC-1a-mRNA sowie mitochondriale Dysfunktion gefunden [78]. Neben reinen
Parkin-Knockout-Modellen wurden auch Tiermodelle mit kombiniertem Knockout von Parkin,
PINK1 und DJ1 generiert, die ebenso wie die meisten isolierten Parkin-Knockout-Modelle keinen

degenerativen Prozess entwickelten [84]. Die Expression einer human-pathogenen Mutante fiihrte
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im Mausmodell klinisch zu progredienten, hypokinetischen Defiziten der Motorik und zeigte
neuropathologisch eine Degeneration dopaminerger Neurone mit Akkumulation von a-Synuclein
[85]. Eine Uberexpression von Wildtyp-Parkin konnte die Toxizitdt von MPTP abmildern und
verbesserte das Uberleben dopaminerger Neurone sowie die mitochondriale Funktionsfahigkeit

nach Exposition der Mause gegenuber diesem Nervengift [86].

1.3.4.2. Parkin-Drosophilamodelle

Ebenso wurden diverse Drosophila-Modelle generiert, in denen sich insgesamt auffalligere
Befunde ergaben. Der Knockout von Parkin fihrte dort zu diversen Pathologien wie
mitochondrialer Dysfunktion, Apoptose in Muskeln und defekter Spermiendifferenzierung,
Unfruchtbarkeit, reduzierter Lebenserwartung und Defiziten beim Fliegen und Klettern [87, 88]. Es
wurde auch eine Degeneration dopaminerger Neurone beobachtet [89]. Neben Knockout-Tieren
gibt es auch Tiermodelle, die eine human-pathogene Mutation von Parkin tberexprimieren. Diese
verursacht eine Degeneration dopaminerger Neurone und teilweise auch motorische Defizite und
mitochondriale Dysfunktion [90, 91]. Eine Uberexpression humanen Wildtyp-Parkins hingegen hat
in Tieren mit PINK1-Mutationen eine protektive Wirkung und machte die durch die PINK1-
Mutationen hervorgerufenen Auffalligkeiten wieder riickgangig [55, 56]. Auch in Tieren, deren
Genotyp bis auf die Parkin-Uberexpression unverandert ist, wirkt Parkin positiv und erhoht die
Lebenserwartung bei vermehrter motorischer Aktivitat. Auf molekularer Ebene zeigte sich hier eine

reduzierte Aggregation von Proteinen und eine Verbesserung der mitochondrialen Aktivitat [92].
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2. Zielsetzung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dargelegt, konnte die mtDNA einerseits ein wichtiger
Baustein in der Pathogenese des Morbus Parkinson sein, andererseits unterliegt sie der
Regulation durch Parkin. Da man sich von einem besseren Verstandnis der Pathomechanismen
der Neurodegeneration neue Therapieansatze erhofft, ist es von groem Interesse, die

Zusammenhange zwischen Parkin und mtDNA zu erforschen.

Diese Arbeit sollte folgende Fragen beantworten:

1. Haben verschiedene Parkin-Expressionsmuster einen Einfluss auf die Haufigkeit von
Deletionen der mtDNA?
Beeinflussen verschiedene Parkin-Expressionsmuster die Kopienzahl der mtDNA?
Beeinflussen verschiedene Parkin-Expressionsmuster die Expression charakteristischer

mitochondrialer Proteine?

Diese Fragestellungen wurden mit folgendem prinzipiellen experimentellen Ansatz bearbeitet: Es
wurde Gewebe aus verschiedenen Hirnregionen (Substantia nigra, Hippocampus, Bulbus
olfactorius) von Mausen mit unterschiedlichem Parkin-Expressionsmuster und unterschiedlichem
Alter gewonnen. Fur die Gewinnung von Neuronen der Substantia nigra und des Hippocampus
wurden histologische Schnitte angefertigt und mittels Lasermikrodissektion die Neurone aus dem
Gewebeverband herausgeldst. Nach Isolierung der DNA erfolgte die Amplifizierung mitochondrialer
Gene mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Hieraus wurden die Haufigkeit von Deletionen
sowie die Kopienzahl der mtDNA berechnet. Zur semiquantitativen Bestimmung mitochondrialer
Proteine wurde nach Isolierung der Proteine aus Gewebehomogenat des Bulbus olfactorius die

Menge des mitochondrialen Membran-Proteins VDAC im Western Blot bestimmt.
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3. Material und Methoden

Zunachst wird die Gewinnung von DNA aus Frontalpolhomogenat, Hippocampus und Substantia

nigra beschrieben. Dazu wurden histologische Schnitte angefertigt und gefarbt, um mikroskopisch
die Zielregionen in Hippocampus und Substantia nigra zu identifizieren und mittels
Lasermikrodissektion aus dem Gewebeverband I6sen zu kénnen. AnschlieBend wurde die DNA
aus den Zellen isoliert und in einer realtime-PCR amplifiziert. Durch Bestimmung der Ci-Werte in
der PCR und auf Grundlage von Rechenmodellen mit diesen C-Werten wurde die relative Anzahl
von Deletionen der mtDNA (im Folgenden Deletionsgrad genannt) sowie der mtDNA-Kopienzahl
bestimmt. Aus dem Frontalpolhomogenat wurden auch Proteine gewonnen, die anschlieRend im
Western Blot untersucht wurden. Dabei erfolgte die Detektion der Proteine Actin-f als
Ladekontrolle und VDAC als ubiquitéar vorhandenem mitochondrialen Membranprotein, wodurch

man Rickschlisse auf die Anzahl der Mitochondrien ziehen kann.

3.1. Verwendetes Tiermodell

Insgesamt standen die Gehirnproben von 69 Mausen zur Verfigung. Das Alter der Mause betrug

zwischen 2 und 12 Monaten, es lagen 4 verschiedene Parkin-Genotypen vor:

Wildtyp
Wildtyp mit zusatzlicher Expression von humanem Parkin

Knockout

e~

Human-pathogene Stop-Mutation

Tab. 3.1. gibt einen nach Genotyp und Alter aufgegliederten Uberblick Uber die Anzahl der

untersuchten Tiere.

Tab. 3.1.: Anzahl der Tiere

Genotyp Alter der Tiere
2 Monate 9 Monate 12 Monate
Wildtyp 3 15 16

Expression von

humanem Parkin 4 6

Knockout 3 7 6

Human-pathogene

Stop-Mutation 5 4

Es erfolgte die Untersuchung verschiedener Genotypen, um sowohl den Effekt einer GbermaRigen
Parkin-Expression als auch des Vorliegens einer mutierten Form sowie der Abwesenheit von
Parkin beurteilen zu kédnnen. Um eine Dynamik der Befunde im Laufe des Lebens erkennen zu

kénnen, wurden die Tiere in verschiedenen Altersgruppen untersucht.
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Tab. 3.2.: Allgemeine Materialien

Material Produktnummer Hersteller
Eppendorf Centrifuge 5415 R 5426000.018 Eppendorf
Thermomixer compact 5350 Eppendorf
Mini Rocker MR-1 N042063 PeqglLab

Safe-Lock GefaRe™: 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml 0030121.023, 0030120.086, Eppendorf

0030120.094

BD Falcon™ Conical Tubes: 50 ml

352070

BD Biosciences

PIPETMAN Classic™ Pipetten: P2 - P1000 | F144801, F144802, Gilson
F123600, F123615,
F123601, F123602
MultiFlex Pipettenspitzen 0,5-200 pl 81-13790 PeqlLab
TipOne ® Pipette Tips: Starlab
10 ul Graduated Tip, S1111-3700
20 ul Micro Tip, S1111-4800
200 pl Yellow Tip, S1111-0706
1000 pl Blue, Graduated Tip S1111-2721
Ethanol 100% 100983 Merck
TWEEN® 20 P2287 Sigma-Aldrich
Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7,4 70011-036 Invitrogen

(10x)

3.2. DNA-Isolation

3.2.1. Anfertigung histologischer Schnitte

Die bei -80°C eingefrorenen Gehirne wurden zur Verbesserung der Schnittqualitdt zunachst fir

eine Stunde bei -20°C gelagert. Bei dieser Temperatur erfolgte auch nach Entfernung des

Kleinhirns die Anfertigung von Koronarschnitten auf Hohe des Hippocampus und der Substantia

nigra von kaudal nach rostral unter Orientierung mithilfe eines anatomischen Atlas” [93]. Es wurden

mittels Kryostat jeweils etwa 10 Schnitte mit einer Dicke von 10 ym von insgesamt 18 Tieren

angefertigt. Diese wurden auf Membranobjekttrager gezogen, die zur Weiterverwendung durch die

Lasermikrodissektion geeignet sind, und bei -20°C gelagert.

Tab. 3.3.: Materialien fir Anfertigung histologischer Schnitte

Material

Produktnummer

Hersteller

Leica Membrane slides PEN- | 11505158

Membran 2,0 um

Micro Dissect GmbH

Kryostat 2800 Frigocut -

Reichert-Jung
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3.2.2. Farbungen

AnschlieRend wurden die Schnitte mit zwei verschiedenen Techniken gefarbt. Bei einem Teil der
Schnitte wurde die Nissl-Farbung, mit deren Hilfe die einzelnen Regionen des Hippocampus
identifiziert wurden, angewandt, beim anderen Teil die Anti-Tyrosin-Hydroxylase(TH)-Farbung, die

zur Erkennung der Neurone in der Substantia nigra dient.

3.2.2.1. Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung ist eine histologische Farbemethode, die vor allem zur Darstellung von

Nervengewebe verwendet wird. Der basische Farbstoff Cresylviolett bindet an negativ geladene
Verbindungen wie RNA und DNA, wodurch Zellkern, Ribosomen und endoplasmatische Retikula
kenntlich gemacht werden. Im Nervengewebe werden damit vor allem die Somata angefarbt und
sind deshalb besonders gut zu identifizieren, die Nervenzellfortsatze sind mit dieser Technik nicht
darstellbar (s. Abb. 3.1.) [94].

Tab. 3.4.: Materialien fur Nissl-Farbung

Material Produktnummer Hersteller
Essigsaure 100% 137000 Merck
Natriumacetat 106268 Merck
Cresylviolett C5042 Sigma Aldrich

Protokoll der Nissl-Farbung:
1. Herstellung von Acetat-Puffer: 800 ml destilliertes Wasser mit 9,6 ml 100%iger Essigsaure
und 5,44 g Natriumacetat mischen, dann mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffillen
2. Herstellung der Farbelésung: 100 ml Acetat-Puffer und 0,5 g Cresylviolett mischen. Gefaf
mit Aluminiumfolie lichtgeschitzt verschliefen und Uber Nacht Farbeldsung auf einem
Magnetrihrer vermischen
Inkubation der Schnitte in Nissl-Farbeldsung fir 5 Minuten
Inkubation in Acetat-Puffer flir 90 Sekunden
Inkubation in destilliertem Wasser fir 1 Minute
Inkubation in 70%igem Alkohol fiir 2 Minuten
Inkubation in 100%igem Alkohol fur 2 Minuten

Abwaschen mit destilliertem Wasser und Abwischen der Schnitte

®© N o o ke
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Abb. 3.1.: Koronarschnitt des Gehirns, Nissl-Farbung: Links Ubersichtsaufnahme (1,25x vergrdRert), rechts Nahaufnahme des
Hippocampus (6,3x vergrofiert). Man erkennt die Strata radiatum (A), lacunosum moleculare (B) und pyramidale (C).

3.2.2.2. Anti-TH-Farbung
Mithilfe immunhistochemischer Markierung des Enzyms TH koénnen katecholaminerge Neurone

angefarbt werden. Diese umfassen neben den dopaminergen auch die adrenergen und
noradrenergen Neurone. Da jedoch die Substantia nigra fast ausschlief3lich aus dopaminergen
Neuronen besteht, kdnnen diese als selektiv angefarbt betrachtet werden [95]. Zunachst werden
die Schnitte mit einem primaren Antikérper gegen die TH inkubiert, in einem zweiten Schritt wird
ein sekundarer, gegen den primaren gerichteter Antikérper hinzugefugt. Dieser enthalt das Enzym
Meerrettich-Peroxidase, welches Diaminobenzidin oxidiert und dadurch braun anfarbt (s. Abb. 3.2.)
[96]. Um die Qualitat der DNA nicht negativ zu beeinflussen, wurden Protokolle mit kurzen
Inkubationszeiten gewahlt, die schlechtere Darstellung der Morphologie wurde bewusst in Kauf
genommen. Weiterhin ist bei der Beurteilung der Qualitdt der histologischen Abbildung zu
bedenken, dass die Morphologie aufgrund der verwendeten Membranobjekttrager flr die
Lasermikrodissektion prinzipiell undeutlicher ausfallt als bei vergleichbaren Standard-Glas-

Objekttragern.

Tab. 3.5.: Materialien fur Anti-TH-Farbung

Material Produktnumme | Hersteller
Aceton 822251 Merck
Anti-tyrosine hydroxylase antibody ab152 Chemicon
Anti-Rabbit Poly HRP IHC Detection Kit | 2770 Millipore
Formaldehyd 100496 Merck

Protokoll der Anti-TH-Farbung:
1. Fixierung der Schnitte in -20°C kaltem Aceton flr 30 Sekunden
5-10 Minuten trocknen lassen
3x mit PBS-T waschen
Inkubation in 4%igem Formaldehyd fir 1 Minute
3x mit PBS-T waschen

o & DN
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Blocken mit ready-to-use Peroxidase Blocking Solution fir 5 Minuten

3x mit PBS-T waschen

Inkubation mit primarem Antikorper flr eine Stunde

9. 3x mit PBS-T waschen

10. Inkubation mit ready-to-use Anti-Rabbit poly HRP fir 30 Minuten

11. 3x mit PBS-T waschen

12. Inkubation mit DAB-Chromogen-Buffer solution (25ul DAB und 1 ml DAB Buffer) fur 25
Minuten

13. 3x mit PBS-T waschen

14. Inkubation in 80%igem Alkohol fur 30 Sekunden

© N o

Abb. 3.2.: Koronarschnitt des Gehirns, Anti-TH-Farbung:
Ubersichtsaufnahme, 1,25x vergroRert (A). Nahaufnahmen der
Substantia nigra, 10x bzw. 20x vergroRert (B), (C). Man erkennt
braun angefarbt die Zellsomata der Neurone der Pars compacta
substantiae nigrae.

3.2.3. Lasermikrodissektion

Mit der Lasermikrodissektion kdnnen einzelne Zellen und kleinere Gewebeabschnitte aus einem
histologischen Praparat herausgeldst werden. Nach lIdentifikation des Zielareals wird dieses
markiert und mithilfe eines UV-Lasers die Membran durchschnitten. Der abgetrennte Bereich der
Membran fallt nun mitsamt dem darauf befindlichen Gewebe in ein Gefalt mit Pufferlésung [97].

In den angefertigten Schnitten wurden zunachst die anatomischen Strukturen mikroskopisch
identifiziert. Die Strata pyramidale, radiatum und lacunosum moleculare des Hippocampus konnten
mithilfe der Nissl-Farbung lokalisiert werden, die Einzelzellen der Substantia nigra mithilfe der Anti-

TH-Farbung. Die relevanten Areale — im Hippocampus die einzelnen Schichten in ihrer kompletten
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Breite und Lange bei einem Sichtfeld von 20-facher VergrofRerung, in der Substantia nigra 20
Zellsomata — wurden markiert und mit Laser ausgeschnitten (s. Abb. 3.3.). Die Proben fielen in ein
mit ATL-Buffer gefulltes Gefal, jede genannte anatomische Region wurde getrennt und fur jedes
Tier einzeln gesammelt. AnschlieRend wurden die Gefafle bis zur DNA-Extraktion bei -80°C

gelagert.

Tab. 3.6.: Materialien fir Lasermikrodissektion

Material Produktnummer Hersteller
Leica LMD 7000 - Leica
Buffer ATL 19076 Qiagen

. - ; = . ' o iy |

Abb. 3.3.: Koronarschnitt des Gehirns, Anti-TH-Farbung. Links vor der Lasermikrodissektion, rechts danach (1,25x vergroRert). Die
Pfeile markieren die Substantia nigra.

3.2.4. DNA-Extraktion
3.2.4.1. DNA-Extraktion aus Homogenat
Zunachst wurde bei -20°C mit einem Skalpell eine dinne Scheibe vom vordersten Teil des

Gehirns, dem Bulbus olfactorius, abgeschnitten. Aus diesem wurde dann die DNA gemal} des
entsprechenden Protokolls des QlAamp DNA Mini Kits des Herstellers Qiagen gewonnen. Dabei
wird in mehreren Arbeitsschritten zunachst die Zelle lysiert und anschliel3end die DNA an spezielle
Silica-Membranen gebunden, wahrend durch mehrmaliges Waschen Proteine, Kationen und
andere verunreinigende Substanzen entfernt werden. AbschlieRend wird die gereinigte DNA mit
Wasser von der Membran gelést und die DNA-Konzentration bestimmt. Dies erfolgt mit dem
NanoDrop-Spektrometer, das basierend auf der Absorption der Probe bei 260 nm die

Konzentration misst.

Tab. 3.7.: Materialien fir DNA-Extraktion aus Homogenat

Material Produktnummer Hersteller
QIAamp DNA Mini Kit 51304 Qiagen
NanoDrop 1000, Software: V3.8.1 91-ND-1000 Peqlab
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Protokoll fur die DNA-Extraktion aus Homogenat:

1. Zugabe von 180 ul ATL Buffer und 20 pl Proteinase K, dann vortexen und Inkubation im
Thermomixer bei 56°C bis zur kompletten Lyse des Gewebes
Kurze Zentrifugation
Zugabe von 200 ul AL Buffer, 15 Sekunden vortexen, Inkubation bei 70°C fir 10 Minuten,
kurze Zentrifugation
Zugabe von 200 pl 100%igem Ethanol, 15 Sekunden vortexen, kurze Zentrifugation
Umflllen des Lysats in QlAamp Mini Spin Columns und Zentrifugation bei 8000 rpm fur 1
Minute, dann Flussigkeit verwerfen

6. Zugabe von 500 ul AW1 Buffer, Zentrifugation bei 8000 rpm fir 1 Minute, Flissigkeit
verwerfen
Zugabe von 500 ul AW2 Buffer, Zentrifugation bei 14000 rpm fir 3 Minuten
Einsetzen der QlAamp Mini Spin Columns in frische 2 ml-Gefal3e und Zentrifugation bei
14000 rpm flr 1 Minute

9. Einsetzen der QIAamp Mini Spin Columns in 1,5 ml-GefalRe, Zugabe von 100 ul
destilliertem Wasser, einmintitige Inkubation bei Raumtemperatur, Zentrifugation bei 8000
rpm fur 1 Minute

10. Messung der DNA-Konzentration mit NanoDrop: Reinigung des Gerats, Eichung mit 1 pl

Wasser, Messung der DNA-Konzentration

3.2.4.2. DNA-Extraktion aus Hippocampus und Substantia nigra

Die DNA-Extraktion erfolgte bei den durch Lasermikrodissektion erhaltenen Geweben des
Hippocampus und der Substantia nigra nach dem gleichen Prinzip wie die oben beschriebene
Extraktion der DNA des Homogenats, jedoch wurde das QlAamp DNA Micro Kit des Herstellers
Qiagen verwendet. Da hier jedoch — im Gegensatz zum Homogenat — von jedem Tier eine gleich
groRe Probenmenge entnommen wurde, wurde nach erfolgter Extraktion keine

Konzentrationsbestimmung durchgefihrt.

Tab. 3.8.: Materialien fir DNA-Extraktion aus Hippocampus und Substantia nigra

Material Produktnummer Hersteller

QlAamp DNA Micro Kit 56304 Qiagen

Protokoll fir die DNA-Extraktion aus Hippocampus und Substantia nigra:
1. Auftauen der Proben und einminitige Zentrifugation
2. Zugabe von 10 pl Proteinase K, 15 Sekunden vortexen, Inkubation im Thermomixer bei
56°C fur 3 Stunden
Zugabe von 25 ul ATL Buffer
Zugabe von 50 pl AL Buffer und carrier-RNA, 15 Sekunden vortexen

24



5. Zugabe von 50 pl 100%igem Ethanol, 15 Sekunden vortexen, Inkubation bei
Raumtemperatur fir 5 Minuten, kurze Zentrifugation

6. Umflllen des Lysats in QlAamp MinElute Columns und Zentrifugation bei 8000 rpm flr 1
Minute, dann Flussigkeit verwerfen

7. Zugabe von 500 pyl AW1 Buffer, Zentrifugation bei 8000 rpm fur 1 Minute, Flussigkeit
verwerfen

8. Zugabe von 500 ul AW2 Buffer, Zentrifugation bei 8000 rpm fir 1 Minute, FlUssigkeit
verwerfen

9. Einsetzen der QlAamp MinElute Columns in frische 2 ml-Gefalde, Zentrifugation bei 14000
rom fur 3 Minuten

10. Einsetzen der QlAamp MinElute Columns in 1,5 ml-Gefal3e, Zugabe von 25 pl destilliertem
Wasser, einminitige Inkubation bei Raumtemperatur, Zentrifugation bei 14000 rpm fir 1

Minute

3.3. Bestimmung von mtDNA-Kopienzahl und Deletionsgrad

3.3.1. Das Prinzip der PCR

Die PCR ist eine aus repetitiven Arbeitsschritten bestehende Methode zur Vervielfaltigung von
DNA [98]. Bei der Denaturierung wird die DNA erhitzt, wodurch die Wasserstoffbriicken, die die

beiden DNA-Strange zusammenhalten, aufgebrochen werden. Anschlielend lagern sich Primer an

die DNA-Einzelstrange an und es beginnt die Synthese des komplementaren DNA-Stranges durch
hitzestabile Tag-Polymerasen. Diese Arbeitsschritte werden wiederholt in Zyklen durchlaufen.
Dadurch, dass auller der urspringlich vorhandenen DNA auch die in den vorangegangenen
Zyklen amplifizierte DNA als Vorlage fiir weitere Kopien dient, steigt der DNA-Gehalt exponentiell

an und man erhalt relativ schnell groe Mengen von DNA [98].

3.3.2. Die quantitative realtime-PCR

Die quantitative realtime-PCR ermdglicht zusatzlich zur DNA-Amplifikation Aussagen Uber die
DNA-Menge. Dabei misst man wahrend der PCR Fluoreszenzsignale, die von der amplifizierten
DNA emittiert werden und direkt proportional zur vorhandenen DNA-Menge sind [99].

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten der Signalgenerierung, eine davon ist die Zugabe von
sogenannten FRET-Sonden [99]. Diese bedienen sich des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET), bei dem Energie von einem Donor- auf ein Akzeptormolekil (Reporter)
Ubertragen wird. Eine Methode, die bei FRET-Sonden zum Einsatz kommt, ist die Anwendung von
sogenannten TagMan-Probes [99]. Dabei werden Oligonukleotide, die mit einem
Fluoreszenzsignal-emittierenden Reporter und einem Fluoreszenzsignal-unterdriickenden Molekdl
(Quencher) versehen sind, eingesetzt. Initial wird das Signal durch den Quencher unterdriickt,
nach Anlagerung der Probes an den zu amplifizierenden DNA-Strang wird der Quencher wahrend

der DNA-Synthese durch die Endonuklease-Aktivitdt der Polymerase abgespalten, wodurch sich
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die Distanz zum Reporter vergrof3ert und der Quencher das Signal nicht mehr absorbieren kann.

Der Reporter kann nun ein Fluoreszenzsignal emittieren, das durch entsprechende Messtechniken

detektiert werden kann [99]. Abb. 3.4. veranschaulicht schematisch das Prinzip dieser Methode der

Signalgenerierung.
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Abb. 3.4.: Schematische Darstellung einer PCR: Reporter (F), Quencher (Q) und Primer lagern sich an den Einzelstrang an (b.). Die
Polymerase synthetisiert den Komplementérstrang und trennt Quencher und Reporter, wodurch dieser sein Fluoreszenzsignal

em
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Abb. 3.5.: Schematische Darstellung des Verlaufs des Fluoreszenzsignals
(rote Linie). Uber mehr als 20 Zyklen hinweg gibt es keinen Anstieg des
Signals, dann erfolgt der Ubergang in die exponentielle Phase. Der
Zykluswert, an dem die rote Linie die griine Baseline kreuzt, stellt den Ci-

ittieren kann (c.) (Abb. aus Manual des Herstellers).
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3.3.3. Der Ci-Wert

Dieses gemessene Fluoreszenzsignal
wird nun in einem Diagramm auf der
Ordinate gegen die PCR-Zyklen auf der
Abszisse eingetragen. Dabei ergibt sich
typischerweise eine Kurve wie in Abb.
3.5. dargestellt. Initial erhalt man ein
unspezifisches, schwaches Signal, das
nicht vom Hintergrundrauschen
unterschieden werden kann [100]. Nach
einigen Zyklen beginnt ein
exponentielles Wachstum, bis die Kurve
sich letztendlich ihrem Maximum nahert

und abflacht [100].
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Man legt nun einen Grenzwert auf der Ordinate fest, dessen Uberschreiten kein
Hintergrundrauschen mehr, sondern ein echtes Wachstumssignal darstellt. Der Zykluswert auf der
Abszisse, an dem das Fluoreszenzsignal diesen Grenzwert Uberschreitet, wird als Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase angesehen und als Ci-Wert bezeichnet [100]. Je mehr DNA
anfangs vorhanden war, umso friher Uberschreitet das Signal den Grenzwert und man erhalt
entsprechend einen niedrigeren C-Wert, analog fihren geringere DNA-Mengen zu einem héheren
Ci-Wert [100]. Da also der C-Wert ein Mal fiur die DNA-Menge ist, kann man mit Rechenmodellen
wie im nachsten Abschnitt dargestellt Rickschlusse auf die Anzahl mitochondrialer Gene und den

Deletionsgrad ziehen.

Tab. 3.9.: Materialien fur die quantitative realtime PCR

Material Produktnummer Hersteller

step one plus real-time PCR System, | 4376592 Applied Biosystems
Software: StepOne ™ v2.0

ND1-Any Lot 911611

CytB-Any Lot 913082 C3

Cox3-Any Lot 911611 C12

ACTB 4352933 Applied Biosystems
TagMan ® Gene Expression Master | 4369016 Applied Biosystems
Mix

MicroAmp ® Fast Optical 96-Well 4346906 Applied Biosystems
Reaction Plate

MicroAmp 96-Well Optical Adhesive | 4311971 Applied Biosystems
Film

Protokoll fir die quantitative realtime-PCR:
1. Erstellen der Blutverdunnungen im Verhaltnis 1:10 und 1:100

2. Erstellen des Master Mixes mit einem Volumen von 18 pl:

Master Mix 10 pl
Primer Probe 1l
H.O 7 pl

Verdiinnung der Proben mit H,O auf eine Konzentration von 1 ng/pl
Befullen der Wells der Reaction Plate mit dem Master Mix
Beflllen der Wells der Reaction Plate mit 2 ul der Proben, der Wildtypblut-DNA bzw. der

Leerkontrollen mit Wasser, z.B. nach dem Belegungsplan in Abb. 3.6.
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Abb. 3.6.: Beispielhafter Belegungsplan einer PCR-Platte. Die Wells sind farblich unterschiedlich dargestellt je nach amplifiziertem Gen.
Pro Gen werden 6 Wells durch Wildtyp-Blut in drei doppelbestimmten Verdlinnungsstufen und 2 Wells durch Leerproben belegt. Folglich
kénnen bis zu 16 Proben pro Experiment untersucht werden.

6. Verschluss der Platte und Zentrifugation
7. Einlegen der Platte in das PCR-Gerat, Starten der Software stepone software v2.0 und
Beginn der PCR:
a. 2 Minuten bei 50°C
b. 10 Minuten bei 95°C
c. 15 Sekunden bei 95°C, dann 1 Minute bei 60°C (40-mal wiederholt)

3.3.4. Rechenmodelle auf Grundlage des C-Wertes
3.3.4.1. Die relative Bestimmung der mtDNA-Kopienzahl aus Homogenat

Zur Berechnung der mtDNA-Kopienzahl aus Homogenat amplifiziert man mitochondrial kodierte
Gene, in diesem Fall ND1 (Gen-Ildentifier-Code: 17716), CytB (17711) und COX3 (17710), und ein
nuklear kodiertes Gen wie ACTB (11461) und bestimmt jeweils die C-Werte. Uber den Vergleich
der Werte nuklear und mitochondrial kodierter Gene sowohl im Homogenat als auch in Wildtyp-
Kontrollblut kann man Rickschlisse auf die relative Kopienzahl der mtDNA ziehen. Man bestimmt
die Differenz der Ci-Werte zwischen den mitochondrialen Genen und ACTB, die AC-Werte. Da drei
mitochondriale Gene amplifiziert werden, erhalt man drei AC-Werte, von denen flr die folgenden

Rechenschritte der grofite ausgewahlt wird [101]. Nun erhalt man den AAC-Wert durch Bildung
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der Differenz aus den AC-Werten von Probe und Kontrollblut-DNA. Die relative mtDNA-Kopienzahl

wird daraus mit folgender Formel berechnet:

mtDNA-Kopienzahl=2"4",

Um die Rechnung zu prazisieren, amplifiziert man das Kontrollblut in mehreren
Verdinnungsstufen. Dadurch erhdlt man mehrere Ci-Wert-Paare, die man in einem
Koordinatensystem als Eichgerade gegeneinander auftragen kann, und kann jedem beliebigen
ACTB-Ci-Wert seinen ,idealen“ Partner-Ci-Wert der anderen Gene zuordnen, den das Wildtypblut
an dieser Stelle eingenommen hatte. Somit ergibt sich fir jeden reell gemessenen ACTB-C-Wert
der Proben der im Wildtypblut zu erwartende Ci-Wert der anderen Gene und man kann die

Differenz aus diesem und dem in der Probe gemessenen Ci-Wert bestimmen.

3.3.4.2. Die absolute Bestimmung der mtDNA-Kopienzahl aus Hippocampus und Substantia nigra

Die Bestimmung der mtDNA-Kopienzahl aus Einzelzellen erfolgt Gber den Vergleich mit Standards.
Die Standards werden in drei Verdinnungsstufen mit bekannter Gen-Menge amplifiziert und der
jeweilige dekadische Logarithmus in einem Koordinatensystem gegen die im Experiment
gemessenen Ci-Werte der Standards aufgetragen. Es besteht ein linearer Zusammenhang,
entsprechend erhéalt man eine Gerade und kann eine Gleichung der Form y=m*x+t aufstellen, die
Steigung m und der Achsenabschnitt t kdnnen mithilfe der Standards bestimmt werden. Wenn man
nun als x in diese Formel die C-Werte der untersuchten Proben einsetzt, kann man y errechnen

und erhalt damit den Exponenten fiir die Formel

mtDNA-Kopienzahl= 107,

mit der man die absolute mtDNA-Kopienzahl erhélt. Diese Rechnung fiihrt man mit allen

amplifizierten Genen aus, der Maximalwert wird als mtDNA-Kopienzahl angesehen.

3.3.4.3. Die Bestimmung des Deletionsgrades

Grundlage dieses Rechenmodells ist die flir menschliche DNA entwickelte ND1/ND4-Methode
[102]. Diese basiert auf der Erkenntnis, dass Deletionen der mtDNA fast immer im Bereich des
ND4-Gens liegen und selten im Bereich des ND1-Gens [103]. Ein Bereich des ND1-Gens ist bei
Uber 95 % der Falle mit mtDNA-Deletionen konserviert, wahrend bei 82-96 % der Falle mit mtDNA-
Deletionen eine Region des ND4-Gens deletiert ist [103]. Daraus wurde eine Methode zur
Deletionsbestimmng durch Quantifizierung von ND1 und ND4 entwickelt [102]. In einer
Modifizierung dieser Technik flir murine mtDNA werden in unserer Arbeitsgruppe insgesamt drei
jeweils etwa gleich weit voneinander entfernte Gene — CYTB und COX3, die bei den Positionen

2752 bzw. 8609 beginnen und auf dem grof3en Bogen liegen, und ND1 auf dem kleinen Bogen,
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Beginn bei Position 14148 — amplifiziert [101]. Aus den 6 mdglichen Kombinationen der Gene
werden die ACi-Werte berechnet und der Maximalwert ausgewahlt. AnschlieRend werden wie im
Kap. 3.2.4.1. beschrieben die AACi-Werte von Proben und Wildtyp-DNA verglichen und in folgende

Formel eingesetzt:

Deletionenmona= (1-224°1*100.

3.4. Die Messung der Mitochondrienzahl

3.4.1. Proteinisolation aus Homogenat
Zur Gewinnung von Proteinen werden mit einem speziellen Zelllyse-Reagenz die Zellen lysiert und
die Proteine in FlUssigkeit geldst. Zugabe von Protease- und Phosphataseinhibitoren verhindert

dabei die Degradation der Proteine.

Tab. 3.10.: Materialien fir Proteinisolation aus Homogenat

Material Produktnummer Hersteller
CelLytic™ MT Cell Lysis Reagent C3228-50ML Sigma Aldrich
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor 04906837001 Roche
Cocktail Tablets

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail | 4693116001 Roche
Tablets provided in EASYPACK

Protokoll fir die Proteinisolation:
1. Abschneiden einer Scheibe des Riechkolbens des Gehirns bei -20°C mit einem Skalpell
2. Mischen des Gewebes mit Zelllysereagenz (20 ul), Proteaseinhibitor (0,5 pl) und
Phosphataseinhibitor (2 pl)
Durchmischen mit einer Pipette, bis die Flussigkeit klar wird
Zentrifugieren der Proben bei 4°C fir 10 Minuten

Umfillen des Uberstands mit den Proteinen in ein neues GefaR, Pellet verwerfen.

3.4.2. Protein-Konzentrationsmessung mittels BCA-Assay

Zur Bestimmung des Proteingehalts der Proben wurde der BCA-Assay verwendet. Dabei wird
Kupfer in zwei Schritten reduziert, was zu einem Farbumschlag fuhrt. Im ersten Schritt findet die
sogenannte Biuret-Reaktion statt, bei der zweiwertige Kupferionen durch Peptidbindungen zu
einwertigen reduziert werden, wobei ein farbiger Komplex entsteht. Die Farbreaktion kann nun
durch eine weitere Reaktion noch verstarkt werden. Bicinchoninsdure (BCA) komplexiert mit
einwertigen Kupferionen und fihrt zu einem noch intensiveren Farbumschlag mit einem

Absorptionsmaximum bei 562 nm. Diese Absorption ist proportional zur Proteinmenge und
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korreliert mit ihr zuverlassig Gber mehrere GréRenordnungen [104]. Durch Messung der Absorption

der unbekannten Proben und Vergleich mit Absorptionswerten bekannter Proteinmengen anhand

einer Standard-Reihe kann die Proteinkonzentration bestimmt werden.

Tab. 3.11.: Materialien flir Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay

Material Produktnummer Hersteller
Bovine Serum Albumin Standard 23209 Thermo Scientific
Ampules, 2 mg/ml

BCA Protein Assay Reagent A 23228 Thermo Scientific
BCA Protein Assay Reagent B 23224 Thermo Scientific
Microplatte, 96 Well, PS, F-Boden 655101 Greiner Bio One
VICTOR™ X3 Multilabel Plate 2030-0030 PerkinElmer
Reader, Software: WorkOut 2.5

Protokoll:

1. Herstellung von Standards aus bovinem Serumalbumin (BSA) mit bekannter Konzentration
(300 pl unverdinntes BSA)

(375 pl BSA + 125 ul PBS)

(325 pl BSA + 325 Il PBS)

(175 pl Lésung b + 175 ul PBS)

(325 pl Lésung ¢ + 325 ul PBS)

(325 pl Lésung e + 325 ul PBS)

(325 pl Lésung f + 325 pl PBS)

(100 pl Lésung g + 400 ul PBS)

Mischen von Reagent A und Reagent B im Verhaltnis 49:1

a. 2000 pg/ml
b. 1500 pg/ml
c. 1000 pg/mi
d. 750 pg/mi
e. 500 pg/mi
f. 250 pg/ml
g. 125 ug/ml
h. 25 ug/ml

Pipettieren von 10 pl Standards (Doppelbestimmung) bzw. von 2 ul der Proben und 8 l

Wasser in die Wells (Einfachbestimmung) nach Belegungsplan, s. Abb. 3.7.

4. Zugabe von 90 ul Reagent-Mix zu den gefiliten Wells

Inkubation fir 15 Minuten bei 60°C

Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration unter Berticksichtigung der 5-fachen

Verdinnung mittels Plate Reader
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3.4.3. Western Blot

Der Western Blot ist eine Nachweismethode zur semiquantitativen Bestimmung von Proteinen
[106]. Zunachst wird eine Gelelektrophorese durchgeflihrt, bei der die Proteine in einem Gel durch
Anlegen einer elektrischen Spannung nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das Gel
aus Polyacrylamid behindert dabei die Wanderung der Proteine abhangig von deren Grofe,
weshalb kleine Proteine eine groRere Strecke durchlaufen [107]. Durch die Zugabe von
Natriumdodecylsulfat werden alle Proteine denaturiert und Unterschiede in den Ladungen, die die
Wanderungseigenschaften beeinflussen kénnten, aufgehoben [107, 108]. Um die Proben fur die
folgenden Untersuchungsschritte nutzbar zu machen, erfolgt nun das eigentliche ,Blotting®.
Darunter versteht man die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Membran aus PVDF

unter erneutem Anlegen elektrischer Spannung (s. Abb. 3.8.) [108].

Abb. 3.8.: Schematische Darstellung des Blottings:
eingerahmt von je drei Schwadmmen (rot) und einem
Filterpapier (lila) findet der Transfer der Proteine von dem
Gel (griin) auf die Membran (blau) statt. Der Proteinfluss
erfolgt nach Anlegung einer Spannung vom Minus- zum
Plus-Pol.

Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen in der nachfolgenden Immunodetektion und
Verbesserung der Qualitat wird die Membran anschlieRend mit Tween-20 geblockt [109]. Bei der
Immunodetektion wird zunachst ein primarer, direkt an das zu detektierende Protein bindender
Antikérper zugegeben, an den wiederum ein sekundarer Antikérper bindet [109]. Dieser enthalt ein
Markerenzym wie Meerrettich-Peroxidase [109], das nach Versetzung mit einem
Chemilumineszenzsubstrat ein Signal aussendet, welches digital erfasst werden kann [110].
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Sollen mehrere Proteine nachgewiesen werden, so kann man die Membran mehrere Male
wiederverwenden. Beim sogenannten Stripping werden die gebundenen Antikérper unter
Schonung der auf der Membran befindlichen Proteine entfernt [111]. Nach erneutem Waschen und
Blocken kann die Membran flr weitere Experimente benutzt werden.

In dieser Arbeit wurden zwei Proteine detektiert: Actin-§ ist ein ,housekeeping protein“ und dient
als Qualitatskontrolle zur Bestatigung, dass bei allen Proben die gleiche Proteinmenge verwendet
wurde [106]. Bei VDAC handelt es sich um ein Protein der Mitochondrienmembran. Es liegt in drei
Isoformen vor und dient als spannungsabhangiger Anionenkanal der &ufleren
Mitochondrienmembran [112]. Aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens [112] kann es als

Indikator fir die Mitochondrienmasse verwendet werden [101].

Tab. 3.12.: Materialien flr Western Blot

Material Produktnummer Hersteller
NuPAGE ® LDS Sample Buffer (4x) NPO00OQ7 Invitrogen
NuPAGE ® Sample Reducing Agent (10x) NP0009 Invitrogen
NuPAGE ® Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.0 mm Invitrogen

10 well NP0321BOX

12 well NP0322BOX

15 well NP0323BOX

NuPAGE ® MES SDS Running Buffer (20x) NP0002 Invitrogen
SeeBlue ® Plus2 Pre-Stained Standard (1x) LC5925 Invitrogen
Methanol zur Analyse EMSURE ® 106009 Merck Chemicals
SeeBlue ® Plus2 Pre-Stained Standard (1x) LC5925 Invitrogen
NuPAGE ® Transfer Buffer (20x) NP0006 Invitrogen
Priméare Antikorper

Rb pAb to VDAC1/Porin ab15895 abcam

Rb pAb to beta Actin ab8227 abcam
ImmunoPure Antibody Goat anti-Rabbit IgG 31460 Thermo Scientific
Pierce ECL Western Blotting Substrate 32106 Thermo Scientific
Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer 46430 Thermo Scientific
Fusion FX7, Software: Fusion-Capt™ Vilber Lourmat

Protokoll fur den Western Blot:
1. Elektrophorese
a. Mischen der 25 pl-Proben: 3 pl Reducing Agent + 7,5 yl Sample Buffer + Zelllysat
mit 15 ug Proteinmenge + Auffullen auf 25 yl mit Wasser
b. Inkubation der Proben bei 70°C fir 10 Minuten mit anschlieRender Zentrifugation

c. 40 ml Running Buffer mit 760 ml Wasser mischen
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d. Gel in Elektrophoresekammer einspannen und die Kammer mit dem Running Buffer
fullen

e. Spulen der Wells mit Running Buffer
Einpipettieren von Standard und Proben

g. Elektrophorese bei 200 V fir 50 Minuten, Kihlung mit Eis

2. Blotting

a. Herstellen des Transfer Buffers: 50 ml NUPAGE® Transfer Buffer + 100 ml Methanol
+ 850 ml Wasser

b. Filterpapiere in Transfer Buffer einlegen

c. Waschen der Membran in Methanol und einlegen zwischen die Filterpapiere im
Transfer Buffer

d. Schwamme in Transfer Buffer befeuchten

e. Gel aus Elektrophoresekammer entfernen und auf Membran Ubertragen
Anordnung der Bestandteile in folgender Reihenfolge: 3 in Transfer Buffer getrankte
Schwamme — Filter — Gel — Membran — Filter — 3 in Transfer Buffer getrankte
Schwamme

g. Entfernung von Luftblasen, Einsetzen der einzelnen Elemente gemal oben
genannter Anordnung in die Blotkammer, innen mit Transfer Buffer auffiillen, au3en
mit Leitungswasser

h. Anlegen einer Spannung von 35 V Uber eine Stunde, Kiihlung mit Eis

3. Immunodetektion

13

@ ™ o o

Membran 3x in PBS waschen

Blocken durch einstiindiges Schwenken in Blocking Buffer

Inkubation in primarem Antikorper, Actin-g fur eine Stunde bei Raumtemperatur,
VDAC im Kuhlschrank Gber Nacht

3x mit PBS-T waschen, beim vierten Waschvorgang 15 Minuten in PBS schwenken
Inkubation mit sekundarem Antikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur
Waschen in PBS-T fur eine Stunde und PBS fur 30 Minuten

Eine Minute lichtgeschutzt mit je 2 ml der Bestandteile des Pierce ECL Western
Blotting Substrate inkubieren

Membran luftblasenfrei in Klarsichthillle einlegen, abtrocknen, Detektion des

Chemolumineszenzsignals in Fusion FX7-Gerat

4. Ggf. Stripping

a
b.
c
d

Membran in PBS waschen
Inkubation mit Stripping Buffer fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
2x mit PBS waschen

Beginn einer erneuten Immunodetektion mit Schritt 3. b.
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3.5. Statistik

3.5.1. Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl in Abhdngigkeit vom Parkin-Expressionsprofil
Es wurde jeweils eine Gruppe von Wildtyp-Tieren mir einem der drei anderen Genotypen
verglichen. Flr jeden Mutations-Genotyp gab es eine eigene Gruppe von Wildtypen.

Auf Homogenats-Ebene wurden in der Gruppe der 2 Monate alten Tiere 3 Knockout-Mausen 3
Wildtypen gegenilbergestellt. In der Gruppe der 9 Monate alten Tiere wurden 7 Knockout-Mausen
5 Wildtypen, 5 Mausen mit human-pathogener Stop-Mutation 6 Wildtypen und 4 Mausen mit
zusatzlicher Expression von humanem Parkin 4 Wildtypen gegenlibergestellt. In der Gruppe der 12
Monate alten Tiere wurden 6 Knockout-Mausen 6 Wildtypen, 4 Mausen mit human-pathogener
Stop-Mutation 5 Wildtypen und 6 Mausen mit zusatzlicher Expression von humanem Parkin 5
Wildtypen gegeniibergestellt.

Um die Genauigkeit der Messung zu erhéhen, wurden fir jedes Tier die Deletionsgrade sowie die
mtDNA-Kopienzahl mindestens viermal bestimmt.

Auf Hippocampus-Ebene wurden in der Gruppe der 9 Monate alten Tiere 3 Knockout-Mausen 3
Wildtypen und in der Gruppe der 12 Monate alten Tiere 6 Knockout-Mausen 6 Wildtypen
gegenubergestellt. Fur jedes Tier wurden Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl einmal bestimmt.
Auf Substantia nigra-Ebene wurden in der Gruppe der 9 Monate alten Tiere 3 Knockout-Mausen 3
Wildtypen und in der Gruppe der 12 Monate alten Tiere 6 Knockout-Mausen 5 Wildtypen
gegenubergestellt. Fur jedes Tier erfolgte mindestens eine Doppelbestimmung von Deletionsgrad
und mtDNA-Kopienzahl. Aus den erfolgten Messungen wurde fir jedes Tier ein Mittelwert fur
Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl gebildet.

AnschlieRend wurde aus den Mittelwerten der einzelnen Tiere ein Mittelwert fir jede Gruppe sowie
die Standardabweichung errechnet. Diese Werte stellen die fur uns bedeutenden Parameter dar
und werden im Ergebnisteil detailliert vorgestellt.

Die Berechnung der Standardabweichung erfolgte durch das Programm Microsoft Excel mit der

> x-x
(n-D

Zur Bestimmung der Signifikanz des Unterschieds zwischen den Gruppen wurde ein zweiseitiger

Formel

T-Test mit einem angestrebten Signifikanzniveau p<0,05 durchgefiihrt und nach folgender Formel

durch das Programm Microsoft Excel berechnet

X — g
T=n>—10
vn S .
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Die Nullhypothese lautete:

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen bezlglich
Deletionsgrad oder mtDNA-Kopienzahl.

Die Alternativhypothese lautete:

Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen bezlglich
Deletionsgrad oder mtDNA-Kopienzahl.

Die Alternativhypothese wurde bei p<0,05 als bestatigt angesehen.

3.5.2. Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl mit zunehmendem Alter

Da sich in oben genannten Berechnungen auf’er beim Vergleich von Wildtyp-Tieren mit Mausen
mit zusatzlicher Expression von humanem Parkin keine Unterschiede zeigten, wurden Tiere
gleichen Alters mit unterschiedlichem Genotyp zu einer Gruppe vereint.

Man erhielt so auf Homogenats-Ebene eine Gruppe 2 Monate alter Mause mit 6 Tieren (3 Wildtyp,
3 Knockout), zwei Gruppen 9 Monate alter Mause mit 12 Tieren (5 Wildtyp, 7 Knockout) bzw. 11
Tieren (6 Wildtyp, 5 mit human-pathogene Stop-Mutation) und zwei Gruppen 12 Monate alter
Mause mit 12 Tieren (6 Wildtyp, 6 Knockout) bzw. 9 Tieren (5 Wildtyp, 4 mit human-pathogener
Stop-Mutation).

Auf Substantia nigra-Ebene erhielt man eine Gruppe 9 Monate alter Mause mit 6 Tieren (3 Wildtyp,
3 Knockout) und eine Gruppe 12 Monate alter Mause mit 11 Tieren (5 Wildtyp, 6 Knockout).

Auf Hippocampus-Ebene erhielt man eine Gruppe 9 Monate alter Mause mit 6 Tieren (3 Wildtyp, 3
Knockout) und eine Gruppe 12 Monate alter Mause mit 12 Tieren (6 Wildtyp, 6 Knockout).

Die weiteren Berechnungen wurden analog zu Kap. 3.5.1. durchgefihrt.

3.5.3. Deletionsgrad in Abhédngigkeit von der anatomischen Region

Analog zu Kap. 3.5.2. wurden auch die Gewebeproben der einzelnen anatomischen Regionen von
Tieren unterschiedlichen Genotyps zusammengefasst.

Es wurden die in Kap. 3.5.2. genannten Gruppen der Substantia nigra und des Hippocampus
verwendet. Auf Homogenats-Ebene wurden fiir diese Analysen die 9 Monate alte Gruppe mit 12
Tieren (5 Wildtyp, 7 Knockout) sowie die 12 Monate alte Gruppe mit 12 Tieren (6 Wildtyp, 6
Knockout) herangezogen.

Es wurden jeweils Gruppen gleichen Alters miteinander verglichen und Berechnungen analog zu
Kap. 3.5.1. durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden mittels quantitativer realtime-PCR die Deletionsgrade und die mtDNA-
Kopienzahl aus Maushirnen bestimmt und ein Western Blot zur Bestimmung der
Mitochondrienzahl durchgefuhrt.

Das Gewebe stammte aus Lasermikrodissekaten von Substantia nigra und Hippocampus sowie
homogenisiertem Gewebe des Bulbus olfactorius. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

Untersuchungen dargestellt.

4.1. Deletionsgrad

4.1.1. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und Parkin-Expressionsprofil

Bei 12 Monate alten Tieren mit zusatzlicher Expression von humanem Wildtyp-Parkin zeigte sich
eine signifikante Erhdhung des Deletionsgrades im Vergleich zu Wildtypen im Homogenat. Er lag
in der Wildtypgruppe bei durchschnittlich 11,4 % (Mittelwert) £ 4,4 % (Standardabweichung), in der
Vergleichsgruppe bei 17,2 % + 2,2 %, p=0,02 (s. Abb. 4.1.). Sonst ergaben sich in keinem Gewebe
bei keinem der anderen Expressionsmuster signifikante Unterschiede zu den Wildtypen, die

Ergebnisse werden in Abb. 4.1. und Tab. 4.1. gezeigt.

25

p=0,02

15

10 A

Deletiosngrad in %

Wildtyp Uberexpression humanes Parkin

Abb. 4.1.: Erhéhter Deletionsgrad im Homogenat bei Mausen mit zusatzlicher Expression von humanem Wildtyp-Parkin (6 Mause im
Alter von 12 Monaten) im Vergleich zu Wildtypen (5 Mause im Alter von 12 Monaten).

Tab. 4.1.: Vergleich des Deletionsgrades von Wildtypen mit Mutanten in verschiedenen Geweben und Altersgruppen. Ubersicht
samtlicher Ergebnisse mit Standardabweichung und T-Test, signifikante Ergebnisse fett markiert.

Deletionsgrad

Gewebe Alter Genotyp %r::hl der Mittelwert Standardabweichung T-Test
Homogenat des .
Bulbus olfactorius 2 Monate Wildtyp 3 20,6 49
Knockout 3 24,8 1,9 0,24
9 Monate Wildtyp 5 30,3 4,3
Knockout 7 30,5 3,8 0,93
Wildtyp 6 26,4 6,4
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Stop-Mutation 5 29,4 2,0 0,34

Wildtyp 4 12,2 3,8
humanes Parkin 4 11,4 0,8 0,7
12 Monate Wildtyp 6 22,1 2,8
Knockout 6 20,7 3,2 0,41
Wildtyp 5 20,9 3,2
Stop-Mutation 4 19,7 5,6 0,69
Wildtyp 5 11,4 4,4
humanes Parkin 6 17,2 2,2 0,02
Neurone der 9 Monate Wildtyp 3 22,8 5,1
Substantia nigra ’ ’
Knockout 3 25,7 11,1 0,7
12 Monate Wildtyp 6 17,4 3,6
Knockout 6 14,8 4,8 0,36
ﬂ?“m”e des 9 Monate Wildtyp 3 18,3 9,1
ippocampus
Knockout 3 14,6 7.4 0,36
12 Monate Wildtyp 6 20,4 14,4
Knockout 6 17,4 8,3 0,45

4.1.2. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und Alter

Es wurde untersucht, ob der Deletionsgrad abhangig vom Alter ist. Da zwischen den Knockout-
Mausen und den Wildtypen sowie Mausen mit Stop-Mutation und Wildtypen in den einzelnen
Altersgruppen kein signifikanter Unterschied bestand, wurden die unter Punkt 4.1.1. miteinander
verglichenen Gruppen als einheitliche Gruppe ausgewertet. Dadurch erhielt man Gruppen mit 6 bis
12 Tieren mit unterschiedlicher Parkin-Expression (Wildtyp und je eine Mutation) gleichen Alters
und stellte ihr eine analog gebildete Kontrollkohorte unterschiedlichen Alters zum Vergleich
gegenuber.

Im Homogenat zeigte sich bei Gruppen aus Knockout- und Wildtyp-Mausen altersabhangig ein
signifikanter Anstieg des Deletionsgrades von 22,7 % + 4,0 % bei 2 Monaten auf 30,4 % * 3,8 %
bei 9 Monaten, p=0,001. Von 9 auf 12 Monate fiel der Deletionsgrad im Homogenat und in der
Substantia nigra ab (30,4 % + 3,8 % auf 21,4 % + 2,9 %, 27,8 % £ 4,9 % auf 20,4 % + 4,2 %, 24,3
% + 7,9 % auf 16 % * 4,3 %, jeweils p<0,05). Im Hippocampus zeigten sich keine signifikanten

Veranderungen. Die Ergebnisse werden in den Abb. 4.2.-4.4. sowie Tab. 4.2. gezeigt.
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Abb. 4.2.: Anstieg des Deletionsgrades im Homogenat von 2 Monaten (6 Mause) auf 9 Monate (12 Mause).
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Abb. 4.3.: Reprasentativ fir den Abfall des Deletionsgrades von 9 auf 12 Monate in Substantia nigra und Homogenat die graphische
Gegenlberstellung des Deletionsgrades im Homogenat von 12 Mausen im Alter von 9 Monaten (Wildtyp und Stop-Mutation) und 9
Mausen im Alter von 12 Monaten (Wildtyp und Stop-Mutation).
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Abb. 4.4.: Deletionsgrade von Knockout- und Wildtyp-Mausen im zeitlichen Verlauf (6 Tiere im Alter von 2 Monaten, 12 Tiere im Alter
von 9 Monaten, 9 Tiere im Alter von 12 Monaten).
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Tab. 4.2.: Vergleich des Deletionsgrades von Mausen unterschiedlichen Alters. Ubersicht s&mtlicher Ergebnisse mit
Standardabweichung und T-Test, signifikante Ergebnisse fett markiert.

Deletionsgrad

Gewebe Alter Genotyp Anza!ll Mittelwert Standardabweichung T-Test
der Tiere
Homogenat des .
Bulbus olfactorius 2 Monate Wildtyp+Knockout 6 22,7 4,0
9 Monate Wildtyp+Knockout 12 30,4 3,8 0,001
9 Monate Wildtyp+Knockout 12 30,4 3,8
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 21,4 2,9 <0,001
9 Monate Wildtyp+Stop-Mutation 11 27,8 4,9
12 Monate Wildtyp+Stop-Mutation 9 20,4 4,2 0,001
Neurone der "
Substantia nigra 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 24,3 7,9
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 16 4,3 0,01
H.e“m”e des 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 165 8,3
ippocampus
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 19 11,7 0,43

4.1.3. Zusammenhang zwischen Deletionsgrad und der anatomischen Region

Die einzelnen untersuchten anatomischen Regionen wurden hinsichtlich des Deletionsgrades der
mtDNA miteinander verglichen. Es wurden Knockout-Mause und Wildtypen in einer Gruppe
zusammengefasst und mit entsprechenden Kohorten anderen Gewebes korreliert.

Hierbei zeigte sich eine signifikante Erniedrigung des Deletionsgrades in der Substantia nigra
sowie im Hippocampus im Vergleich zum Homogenat. Dies war in der Substantia nigra sowohl bei
9 als auch 12 Monate alten Tieren, im Hippocampus lediglich bei 9 Monate alten Tieren zu
beobachten (24,3 % + 7,9% zu 30,4 % £ 3,8 %, 16 % + 4,3 % zu 21,4 % + 2,9 %, 16,5 % + 8,3 %
zu 30,4 % * 3,8%, jeweils p<0,05).

Desweiteren zeigte sich bei 9 Monate alten Tieren eine Tendenz zur Erhéhung des
Deletionsgrades in der Substantia nigra im Vergleich zum Hippocampus (24,3 % + 7,9% zu 16,5 %
t 8,3 %, p=0,06). Die Ergebnisse sind in Abb. 4.5. und Tab. 4.3. dargestellt.
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Abb. 4.5.: Reprasentativ fur den erhohten Deletionsgrad im Homogenat die graphische Gegenuberstellung mit den im Hippocampus
gemessenen Werten bei Tieren im Alter von 9 Monaten (Hippocampus-Gewebeproben von 6 Tieren, Homogenat von 12 Tieren, jeweils
Wildtyp und Knockout).
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Tab. 4.3.: Vergleich des Deletionsgrades in verschiedenen Geweben. Ubersicht sémtlicher Ergebnisse mit Standardabweichung und T-
Test, signifikante Ergebnisse fett markiert.

Deletionsgrad

Gewebe Alter Genotyp Anza!ll Mittelwert Standardabweichung T-Test
der Tiere
Homogenat des .
Bulbus olfactorius 9 Monate Wildtyp+Knockout 12 30,4 3,8
Neurone der 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 24,3 7,9 0,04
Substantia nigra
Homogenat des .
Bulbus olfactorius 12 Monate Wildtyp+Knockout 12 21,4 2,9
Neurone der 12 Monate Wildtyp+Knockout 12 16 43 0,002
Substantia nigra
Neurone der .
Substantia nigra 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 24,3 7,9
H?‘”O”e des 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 16,5 8,3 0,06
ippocampus
Neurone der .
Substantia nigra 12 Monate Wildtyp+Knockout 12 16 4,3
Neurone des 12 Monate  Wildtyp+Knockout 12 19 117 0,42
Hippocampus
H?‘”O”e des 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 16,5 8,3
ippocampus
Homogenat des 9 Monate Wildtyp+Knockout 12 30,4 38 <0,001
Bulbus olfactorius
H?‘”O”e des 12 Monate Wildtyp+Knockout 12 19 1,7
ippocampus
Homogenat  des 45 \ionate wildtyp+Knockout 12 21,4 2.9 0,47

Bulbus olfactorius

4.2. mtDNA-Kopienzahl
4.2.1. Zusammenhang zwischen mtDNA-Kopienzahl und Parkin-Expressionsprofil

Darlber hinaus wurde die mtDNA-Kopienzahl mittels quantitativer realtime-PCR untersucht. Das
vorhandene Material und die weitere Vorgehensweise entsprechen der in Punkt 4.1.1.
beschriebenen Auswertung des Deletionsgrades.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Rein deskriptiv zeigte sich bei 2 Monate alten
Mausen eine Erhéhung der mtDNA-Kopienzahl im Vergleich zu Wildtypmausen (18,7 + 14,6 zu 6,1
* 4,0, p=0,39). Diese war nicht signifikant, wobei pro Gruppe aber auch nur 3 Tiere zur Verfigung

standen. Die Ergebnisse werden in Abb. 4.6. und Tab. 4.4. dargestellt.
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Abb. 4.6.: Erhohte mtDNA-Kopienzahl im Homogenat bei 2 Monate alten Knockout-Tieren im Vergleich zu Wildtypen. Ergebnisse nicht
signifikant, pro Gruppe standen nur 3 Tiere zur Verfiigung.

Tab. 4.4.: Vergleich der mtDNA-Kopienzahl von Wildtypen mit Mutanten in verschiedenen Geweben und Altersgruppen. Ubersicht
samtlicher Ergebnisse mit Standardabweichung und T-Test.

mtDNA-Kopienzahl
Gewebe Alter Genotyp %r:zhl der Mittelwert Standardabweichung T-Test
Homogenat des )
Bulbus olfactorius 2 Monate Wildtyp 3 6.1 4.0
Knockout 3 18,7 14,6 0,39
9 Monate Wildtyp 5 0,9 0,4
Knockout 7 2 2,3 0,36
Wildtyp 6 2,5 2,7
Stop-Mutation 5 0,5 0,2 0,13
Wildtyp 4 4,4 0,3
humanes Parkin 4 3,3 1,4 0,16
12 Monate Wildtyp 6 14,2 5,2
Knockout 6 14,7 4,6 0,87
Wildtyp 5 13,2 5,2
Stop-Mutation 4 19,8 12,3 0,3
Wildtyp 5 8,8 6,3
humanes Parkin 6 11,3 2,5 0,39
Neurone der 9 Monate Wildtyp 3 2278 888
Substantia nigra
Knockout 3 2585 636 0,65
12 Monate Wildtyp 6 6120 4014
Knockout 6 7636 3995 0,55
H.e“m”e des 9 Monate Wildtyp 3 43920 24224
ippocampus
Knockout 3 31699 26696 0,32
12 Monate Wildtyp 6 66074 65358
Knockout 6 43404 42993 0,23
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4.2.2. Zusammenhang zwischen mtDNA-Kopienzahl und Alter

Analog zu Punkt 4.1.2. wurde auch die mtDNA-Kopienzahl auf Veranderungen im
Alterungsprozess unter Zusammenlegung von Wildtyp und einer Mutationsgruppe untersucht.

Es zeigte sich ein Anstieg von 9 auf 12 Monate, der in Homogenat und Substantia nigra signifikant
war (1,5+1,8zu14,4+4,7,1,6 £+ 2,2 zu 16,1 £ 9,1, 2431 + 711 zu 6947 £ 3880, jeweils p<0,05).
Die Ergebnisse werden in Abb. 4.7. und Tab. 4.5. dargestellt.

12000

10000
p=0,01
8000

——

6000

Y
o
o
o

mtDNA-Kopienzahl

2000 -

9 Monate; Wildtyp+Knockout 12 Monate; Wildtyp+Knockout

Abb. 4.7.: Reprasentativ fir die erhdéhte mtDNA-Kopienzahl bei 12 Monate alten Tieren die graphische Gegeniberstellung mit den
Werten der 9 Monate alten Tiere in 20 Neuronen der Substantia nigra von sechs 9 Monate alten Tieren und elf 12 Monate alten Tieren.

Tab. 4.5.: Vergleich der mtDNA-Kopienzahl von Mé&usen unterschiedlichen Alters. Ubersicht samtlicher Ergebnisse mit
Standardabweichung und T-Test, signifikante Ergebnisse fett markiert.

mtDNA-Kopienzahl

Gewebe Alter Genotyp Anza!ﬂ Mittelwert Standardabweichung T-Test
der Tiere
Homogenat des "
Bulbus olfactorius 9 Monate Wildtyp+Knockout 12 1,5 1,8
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 14,4 4,7 <0,001
9 Monate Wildtyp+Stop-Mutation 11 1,6 2,2
12 Monate Wildtyp+Stop-Mutation 9 16,1 9,1 <0,001
Neurone der "
Substantia nigra 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 2431 711
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 6947 3880 0,01
H?“m”e des 9 Monate Wildtyp+Knockout 6 37810 25516
ippocampus
12 Monate Wildtyp+Knockout 12 54740 55721 0,23

4.3. Untersuchung der Mitochondrienzahl mittels Western Blot

Mittels Western Blot wurden in den Proben zwei Proteine untersucht, Actin-f und VDAC. Actin-8
diente der Qualitatskontrolle, VDAC wurde als Marker fiir die Menge der Mitochondrien verwandt.
Bei jedem Versuch wurden Wildtyp und ein genetisch manipuliertes Modell gegenlber gestellt. In

jedem Well war das Actin-B-Signal gleich intensiv, was fir eine Uberall identische Proteinmenge
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spricht und eine korrekte Durchfliihrung des Versuchs bestéatigt. Fir VDAC waren die Signale
ebenfalls ohne Unterschied, lediglich bei der 9-Monats-Gruppe der Knockout-Mause liegt ein leicht

starkeres Signal als bei der Vergleichsgruppe vor (s. Abb. 4.8. und 4.9.).

63 130 132 154 -105 106 107 146 209

o “

63 130 132 154-105 106 107 146 209
ko - wt
Abb. 4.8.: Western Blot fur VDAC in 5 Wildtyp- und 7 Knockout-Mausen im Alter von 9 Monaten mit Signalsteigerung bei den

Knockout-Mausen. 1. Ak 1:1000, 2. Ak 1:5000, Belichtungszeit 498 Sekunden. Gleiche Intensitat des Actin-B-Signals bei allen
Tieren als Nachweis einer identischen Protein-Menge.

Actin

22 4 21 113 116 -23 3 112 114 115

113 116-23 3 112 114 115
tg - wt
Abb. 4.9.: Western Blot fur VDAC in 5 Wildtyp- und 5 Stop-Mausen im Alter von 12 Monaten mit Uberall &hnlicher Signalintensitat.

1. Ak 1:1000, 2. Ak 1:5000, Belichtungszeit 362 Sekunden. Gleiche Intensitat des Actin-B-Signals bei allen Tieren als Nachweis
einer identischen Protein-Menge.

4.4. Zusammenfassung der Befunde

Abschlielend sollen die Befunde zusammengefasst dargestellt werden: Bei 2 Monate alten Tieren
zeigte sich fraglich eine erhéhte mtDNA-Kopienzahl in Knockout-Tieren, der T-Test war nicht
signifikant bei jeweils nur 3 Tieren. Bei alteren Tieren ist diese Tendenz nicht nachweisbar. Es zeigt
sich jedoch im Western Blot ein starkeres VDAC-Signal als Zeichen einer vermehrten Mitogenese
bei 9 Monate alten Tieren. Bei 12 Monate alten Tieren sind keine signifikanten Unterschiede zu
erkennen. Eine zusatzliche Expression von humanem Parkin flihrte nach 12 Monaten zu einem
erhdhten Deletionsgrad im Homogenat, eine human-pathogene Stop-Mutation hatte keinen
signifikanten Effekt. Tab. 4.6. zeigt einen Uberblick tiber die Befunde.
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Tab. 4.6.: Ubersicht iiber alle Befunde der mutierten Genotypen im Vergleich zu Wildtyp. 1 = erhéht; | = erniedrigt; < = kein
Unterschied; n.d. = nicht durchgefiihrt

2 Monate 9 Monate 12 Monate
Gewebe Deletions- mtDNA- Western Deletions- mtDNA- Western Deletions- mtDNA- Western
grad Kopienzahl Blot grad Kopienzahl Blot grad Kopienzahl Blot
Homogenat
Knockout des Bulbus > - n.d. . — 1 > > .
olfactorius
Hippocampus- nd. n.d. o o nd. o o nd.
Neurone
S_ubstantla n.d. n.d. n.d. — - n.d. - — n.d.
nigra-Neurone
Stop- Homogenat
p- des Bulbus nd. nd. nd. - o o o o o
Mutation N
olfactorius
humanes Homogenat
Parki des Bulbus n.d. n.d. n.d. — — > 1(p=0,02) -
arkin N
olfactorius

Unabhangig von der Parkin-Expression nahm der Deletionsgrad zwischen dem zweiten und dem
neunten Monat zu, um dann danach bis zum zwédlften Monat in Homogenat und Substantia nigra
wieder abzufallen wie in Tab. 4.7. dargelegt. Weiterhin zeigte sich ein Anstieg der mtDNA-
Kopienzahl von 9 auf 12 Monate in Homogenat und Substantia nigra. Im Hippocampus war dies

nicht feststellbar.

Tab. 4.7.: Vergleich der Deletionsgrade und der mtDNA-Kopienzahl unterschiedlicher Altersgruppen. Die Auffalligkeiten werden aus
Sicht der in der jeweiligen Zeile in der ersten Spalte genannten Altersgruppe in Bezug auf die 9 Monate alte Gruppe dargestellt.

9 Monate
Gewebe Deletionsgrad mtDNA-Kopienzahl
2 Monate ;?a:?:?o%ieuns?tv(\j/ﬁgtsgl%r?ockout { (p=0,001) n.d.
12 Monate ;?ar?:?o%ieuns?tv(\j/ﬁjtsgl?(u:ockout 1 (p<0,001) 1 (p<0,001)
12 Monate S?aﬂ?o%?u"s?tviﬁﬁtsﬂ%ﬁ ) | (p=0,001) 1 (<0,001)
12 Monate \I/E\}ﬂg;a}lgililfnnogsgj‘;ubstantia nigra; 1 (p=0,01) 1 (p=0,01)
12 Monate Einzelzellen des Hippocampus; o o

Wildtyp+Knockout

Insgesamt waren die Deletionsgrade im Homogenat hoher als auf Einzelzellebene in Substantia

nigra und Hippocampus, die Ergebnisse werden in Tab. 4.8. gezeigt.

Tab. 4.8.: Vergleich der Deletionsgrade der unterschiedlichen Gewebe. Die Auffalligkeiten werden aus Sicht der in der jeweiligen Zeile
in der ersten Spalte genannten Region in Bezug auf die in der jeweiligen Spalte oben genannte Region dargestellt.

Deletionsgrad

Hippocampus 12

Homogenat 9 Monate Homogenat 12 Monate Hippocampus 9 Monate Monate
Einzelzellen des
Hippocampus | (p=<0,001) And --- -
Einzelzellen der

1 (p=0,04) | (p=0,002) 1 (p=0,08) o

Substantia nigra
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5. Diskussion

Wie in der Einleitung dargelegt, kdnnten die mitochondriale Integritat und die Qualitat der mtDNA
eine bedeutende Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen spielen. Ein wichtiger Faktor in
diesem Zusammenhang ist das Protein Parkin, das bei familidren und sporadischen Féllen des
Parkinson-Syndroms mutiert ist [59]. Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, wie sich
Veranderungen der Parkin-Expression auf die Biogenese und Deletionen der mtDNA auswirken.
Es zeigte sich bei 2 Monate alten Tieren fraglich eine erhéhte mtDNA-Kopienzahl in Knockout-
Tieren sowie im Western Blot ein visuell starkeres VDAC-Signal als Zeichen einer vermehrten
Mitogenese bei 9 Monate alten Knockout-Tieren. Bei 12 Monate alten Mausen mit zusatzlicher
Expression von humanem Parkin zeigte sich ein erhohter Deletionsgrad im Homogenat, eine
human-pathogene Stop-Mutation hatte keinen signifikanten Effekt. Der Deletionsgrad nahm
unabhangig vom Genotyp zwischen dem zweiten und dem neunten Monat zu und fiel bis zum
zwolften Monat wieder ab. Weiterhin zeigte sich ein Anstieg der mtDNA-Kopienzahl von 9 auf 12
Monate in Homogenat und Substantia nigra. Die Deletionsgrade im Homogenat waren hdher als

auf Einzelzellebene in Substantia nigra und Hippocampus.

5.1. Einfluss der Parkin-Expression auf Biogenese und Deletionsgrad

5.1.1. Vermehrte Biogenese bei jungen Mausen mit Parkin-Knockout

Bei jungeren Tieren zeigte sich mit der Tendenz zur Erhdhung der mtDNA-Kopienzahl bei 2
Monate alten Tieren und dem verstarkten VDAC-Signal bei 9 Monate alten Tieren ein Hinweis auf
eine verstarkte mitochondriale Biogenese. Dieser Befund kdnnte als Kompensationsmechanismus
gegen den Parkin-Knockout gedeutet werden. Kompensation ist ein bekanntes Phanomen in
neurodegenerativen Erkrankungen [51] und wird insbesondere in Mausmodellen regelmafig
beobachtet, in denen sie haufiger auftritt als in niedriger entwickelten Tieren wie Drosophila und
Caenorhabditis elegans [113]. Beispielsweise zeigten Parkin-Knockout-Mause erhdhte Level von
Glutathion [81] und in DJ-1-Knockout-Mausen wurde eine erhohte Aktivitat der mitochondrialen
Glutathion-Peroxidase gefunden [114]. Kompensationsmechanismen gelten auch als mdgliche
Erklarung fur die unzureichende Entwicklung von Pathologien in Parkin-Tiermodellen, indem die
dopaminergen Neurone durch intrinsische protektive Faktoren und genetische Modifikationen
Resistenzen gegen Mutationen entwickeln kénnten [51].

Die  Hochregulation der mtDNA-Kopienzahl wurde bereits als eine mdgliche
Kompensationsstrategie gegen mitochondriale Dysfunktion bei mitochondrialen Erkrankungen
beobachtet [115]. Die Vermehrung der Anzahl an Mitochondrien kann hier bis zu einem gewissen
Male eine erfolgreiche Gegenregulation darstellen und mtDNA-Mutationen kompensieren [115].
Eine Hochregulation der mtDNA-Kopienzahl war in mehreren Studien assoziiert mit vermehrtem
oxidativen Stress, beispielsweise im Blut von Dialyse-Patienten [116] und in humanen Mesangium-

Zellen [117]. Diese Hochregulation kénnte als Kompensationsmechanismus gegen mtDNA-
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Schaden gewertet werden [117]. Die Bedeutung der Erhdhung der mtDNA-Kopienzahl wird
unterstrichen durch den Versuch, sie therapeutisch zu nutzen. So kdnnte sie bei der Behandlung
der hypertensiven Herzerkrankung von Nutzen sein [118]. In einer Medikamentenstudie zur
Behandlung von Bluthochdruck, Ubergewicht und Diabetes wurde eine Hochregulation der
mtDNA-Kopienzahl gezeigt, die begleitet war von einer Abnahme des oxidativen Stress” [119].
Entsprechend ist es denkbar, dass auch die in dieser Arbeit untersuchten Tiere einen
Kompensationsmechanismus entwickelten, der in einer Hochregulation der Mitogenese bestehen
konnte. Wie in der Einleitung unter Punkt 1.3.3. dargelegt, wird Parkin eine wichtige Rolle in der
mitochondrialen Qualitatskontrolle durch Mitophagie, unter anderem Uber seine Interaktion mit dem
Mikrotubulus-System und dem Fusions-Fissions-Apparat, und an der mtDNA-Reparatur mittels
TFAM zugeschrieben [33]. Ein Ausfall dieser Funktionen durch Ausschaltung des Parkin-Gens
kénnte daher fir die Zelle das Risiko eines erhdhten Anteils dysfunktionaler Mitochondrien bergen
und zellschadigend wirken, weshalb sie Mallnahmen zur Verbesserung der mitochondrialen
Qualitat ergreifen musste. Der Schweregrad zellularer Dysfunktion und Krankheit wird maf3geblich
beeinflusst vom Verhaltnis mutierter mtDNA zu Wildtyp-mtDNA und die Verschiebung des
Verhaltnisses zu einem grofReren Anteil von Wildtyp-mtDNA verbessert die mitochondriale Funktion
[120]. Daher wirde eine erhdhte Produktion neuer Mitochondrien zwar nicht die Menge, jedoch
Uber einen Verdinnungseffekt den relativen Anteil defekter Mitochondrien reduzieren und so
zellschitzend wirken kénnen. Somit stellt sie einen moglichen Mechanismus dar, mit dem die Zelle
die Qualitat der Mitochondrien verbessern kénnte.

Auffallend an unseren Ergebnissen ist die Abhangigkeit der Befunde vom Alter der Tiere. Wahrend
sich bei jungen Tieren Hinweise auf eine vermehrte Mitogenese finden lassen, sind die Resultate
nach 12 Monaten unauffallig. Bereits frGher wurde angenommen, dass das Versagen von
Kompensationsmechanismen ein typisches Phanomen im Alterungsprozess ist [121] und die
Effektivitat kompensatorischer Malinahmen altersabhangig ist: Junge Mause reagierten auf einen
Knockout von Parkin mit der Erhéhung von Stressproteinen, wahrend alte Tiere hierzu nicht in der
Lage waren und einen klinischen Phanotyp entwickelten [122]. Dementsprechend koénnten
Kompensationsmechanismen bzw. deren Versagen ein wichtiger Aspekt in der demographischen
Verteilung des Morbus Parkinson sein, da es erst bei Menschen fortgeschrittenen Alters, nachdem
die Zellen Uber einen langen Zeitraum die Stérungen des Metabolismus korrigieren konnten, zur
Neurodegeneration kommt [78].

In einer Arbeit GUber Parkinson-Mausmodelle wurde postuliert, dass bei Knockout eines Parkinson-
assoziierten Gens ein Kompensationsmechanismus implementiert wird, der die Funktion des Gens
in der Zelle mdglichst gut imitiert [113]. Unter Berlcksichtigung der vorangegangenen
Uberlegungen konnte die Hochregulation der mtDNA-Kopienzahl als eine zellulare Antwort auf den
Parkin-Knockout, deren Effektivitat im Laufe des Lebens nachlasst, erklart werden. Unter dieser
Annahme muisste man dann allerdings davon ausgehen, dass der entscheidende

pathophysiologische Mechanismus von Parkin-Knockouts bei der Entstehung eines Parkinson-
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Syndroms nicht in der Biogenese liegt, da diese ja offensichtlich intakt ist und sogar gesteigert
wird, um das Fehlen von Parkin zu kompensieren. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen,

ware es interessant, die Qualitat der neu gebildeten Mitochondrien zu beurteilen.

5.1.2. Akkumulation von Deletionen bei Mausen, die humanes Parkin exprimieren

In dieser Arbeit zeigte sich ein erhohter Deletionsgrad bei Tieren, die zusatzlich humanes Parkin
exprimierten. Verschiedene Studien an Tiermodellen von Maus und Drosophila sowie Zellkulturen
berichten Uibereinstimmend, dass die Uberexpression von Parkin einen neuroprotektiven Effekt hat
[55, 56, 86, 92, 120]. In all diesen Studien wurden lediglich einmal explizit mtDNA-Deletionen
untersucht. Dabei wurde eine Erhdhung des Anteils nicht-mutierter mtDNA in humanen Zybrid-
Zellen nach Parkin-Uberexpression beobachtet, wobei die mtDNA mittels RFLP-PCR untersucht
wurde und keine Aussage Uber die Art der DNA-Mutation gemacht werden konnte [120]. Vor
diesem Hintergrund musste also im Widerspruch zu unseren Ergebnissen von einer
neuroprotektiven Wirkung der Uberexpression von Parkin ausgegangen werden, die sich
moglicherweise auch in einer Verbesserung der Qualitdt der mtDNA manifestiert. Allerdings
wurden in den meisten dieser Untersuchungen Tiermodelle und Zellkulturen verwendet, die sich
durch eine genetische Manipulation oder Exposition gegen toxische Substanzen in einem Zustand
unphysiologischer Belastung befanden.

In einer aktuellen Untersuchung an Ratten und Mausen wurde eine Toxizitdt von Wildtyp-Parkin
beobachtet [80]. Den Tieren wurde humanes mutiertes und Wildtyp-Parkin stereotaktisch in die
Substantia nigra injiziert, was zu einer Hochregulation von Parkin selektiv in den dopaminergen
Neuronen fuhrte. In der Nachbeobachtung der Tiere bis zu 8 Monate nach der Injektion zeigte sich
bei beiden Parkin-Varianten der dosisabhangige Untergang von Neuronen in der Substantia nigra
sowie von Axon-Terminalen im Striatum. Das Ausmaly der Neurodegeneration war bei Wildtyp-
Parkin und in Mausen milder ausgepragt bzw. nicht festzustellen [80]. Zwar konnte bei den
Mausen keine durch Wildtyp-Parkin ausgeléste Neurodegeneration beobachtet werden, jedoch
zeigt der Nachweis dieses Effektes bei Ratten das toxische Potential von Parkin. Mdglicherweise
hatte die Injektion einer héheren Dosis bei den Mausen zu einem ahnlichen Ergebnis gefihrt.
Desweiteren ist es vorstellbar, dass in dieser Studie subklinische Pathologien auf molekularer
Ebene hatten festgestellt werden kdnnen, die jedoch nicht untersucht wurden. Als mdogliche
Pathomechanismen  wurden verschiedene Erklarungen vorgeschlagen: Ein  hohes
Expressionslevel von Wildtyp-Parkin kénnte die Proteasomen durch Uberladung mit ubiquitinierten
Substraten Uberfordern und die Degradation anderer neurotoxischer Substanzen vermindern [80].
Diese Annahme wird unterstitzt durch die Tatsache, dass Wildtyp-Parkin zu proteasomaler
Dysfunktion flihren kann [123]. Auch eine UberschieRende Elimination von Mitochondrien wird flr
moglich gehalten [80]. Beiden Erklarungsansatzen liegt die Annahme zugrunde, dass eine
Uberexpression von Parkin zu einer unphysiologischen Uberfunktion fiihrt, die zellschadigende

Effekte zeigt. Die Autoren gehen infolge dieser Beobachtungen davon aus, dass es fur Parkin nur
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einen relativ geringen physiologischen Bereich gibt, in dem es protektiv wirkt, und warnen vor einer
voreiligen unkritischen klinischen Anwendung der Parkin-Uberexpression als therapeutischer
Strategie fur den Morbus Parkinson [80, 123]. Sollte die proteasomale Dysfunktion tatsachlich der
Grund fur die beobachtete vermehrte Neurodegeneration sein, so ware sie gleichzeitig eine
potentielle Erklarung fur die in dieser Arbeit festgestellte Zunahme des Deletionsgrades. Eine
Hemmung des UPS fordert die Aggregation von Parkin [124], wodurch dessen Mobilitat in der Zelle
beeintrachtigt wird [57]. Diese ist nétig, um zu defekten Mitochondrien zu gelangen [57]. Eventuell
kann es aufgrund dessen seiner Rolle in der mitochondrialen Qualitédtskontrolle nicht mehr gerecht
werden, was in einer Erhdhung des Deletionsgrades munden konnte.

Somit unterstitzt unsere Arbeit die hier genannte, kirzlich verdffentlichte Studie, die eine
schadliche Wirkung einer unphysiologischen Uberexpression von Parkin fiir moglich halt.

Dennoch muss berticksichtigt werden, dass, wie zu Beginn dieses Abschnitts aufgefiihrt, bisher
Uberwiegend neuroprotektive Effekte der Parkin-Uberexpression beobachtet wurden. In unserer
Arbeit zeigt sich zwar eine leichte Erhéhung des Deletionsgrades, jedoch zeigten die Mause
phanotypisch keine weiteren Auffalligkeiten. Auch sind die in unserer Arbeit gemessenen
Deletionsgrade in der Groflenordnung von 10-30 % weit entfernt von den Werten, die als
pathogenetisch bedeutsam angesehen werden (50-60 %) [34]. Eine klinische Relevanz der von
uns gefundenen leichten Erhdhung des Deletionsgrades kann daher nicht zwingend postuliert

werden.

5.1.3. Keine Auswirkungen der Stop-Mutation

Im Gegensatz zu den oben diskutierten Parkin-Modellen fanden wir bei Mausen mit Expression
einer human-pathogenen Stop-Mutation keine Veranderungen der mtDNA-Kopienzahl oder des
Deletionsgrades. Dabei muss berlcksichtigt werden, dass es wie in Kap. 1.3.2.2. dargelegt eine
Vielzahl von Mutationen im Parkin-Gen gibt, weshalb entsprechend unterschiedliche molekulare
Pathomechanismen den jeweiligen Mutationen zugrunde liegen konnen. Fur die hier untersuchte
Mutation wurde gezeigt, dass sie sich spontan fehlfaltet und zur Aggregation neigt sowie eine
gestorte Interaktion mit der Zellmembran aufweist [63]. Sie kdnnte die Integritat der zweiten RING-
finger-domain zerstéren und so trotz erhaltener enzymatischer Aktivitat die Ubiquitinierung stéren
[62].

Es besteht die Moglichkeit, dass die Mause auf die Manipulation bereits ab ihrem
Embryonalstadium mit Kompensationsmechanismen reagiert haben. In Punkt 5.1.1. werden diese
bereits als weit verbreitetes Phanomen in neurodegenerativen Tiermodellen vorgestellt. Viele
vorangegangene Studien konnten mdglicherweise aus diesem Grund trotz Parkin-Knockouts
keinen kompletten Parkinson-Phanotyp in den Tieren induzieren [51]. Es gibt mehrere
Mechanismen zur Kompensation der mitochondrialen Defekte [52, 74]. Folglich kénnten der in
Punkt 5.1.1. diskutierte Knockout von Parkin und die Expression einer pathogenen Mutante zu

unterschiedlichen zellularen Kompensationsmechanismen fuhren. Parkin ist an der Regulation von
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mitochondrialen Biogenese und Zelltod Gber den PGC-1a-/NRF-1- und den wnt-Signalweg beteiligt
[78, 125, 126]. Es wird die Existenz eines die mitochondriale Biogenese beeinflussenden, Parkin-
unabhangigen Mechanismus angenommen, der im Falle eines Parkin-Knockouts aktiviert werden
kann und Uber die Regulation von PGC-1a und NRF-1 ablauft [78]. Der ebenfalls von Parkin
beeinflusste wnt-Signalweg ist ein bedeutender Mechanismus der Gen-Expression, der von
Parkin-Mutanten, jedoch nicht von Knockouts reguliert werden kann [126, 127]. So reagieren
moglicherweise sowohl Parkin-Mutanten als auch Knockouts mit einer Gegenregulation, wobei die
Parkin-Mutanten bei erhaltenem wnt-Signalweg physiologische Level bei mtDNA-Deletionen und
mtDNA-Kopienzahl erreichen, wahrend es bei Knockouts durch die Aktivierung anderer

Stoffwechselwege zu Abweichungen dieser Parameter kommt.

5.1.4. Kritische Bewertung der Ergebnisse
5.1.4.1. Methodische Limitierungen

Die realtime-PCR ist prinzipiell eine sehr gute Technik fir die in dieser Untersuchung
durchgefiihrten Experimente und erzielt bei der Analyse von mtDNA qualitativ ahnliche Ergebnisse
wie der Southern Blot oder die longrange PCR [103].

Allerdings hat auch die realtime-PCR methodische Begrenzungen. Die Bestimmung der
Deletionsgrade und der mtDNA-Kopienzahl beruht auf einer Messung von Ci-Werten in der PCR
und deren Berechnung in einer Formel, in der die Differenz der Differenz von Ci-Werten
exponentiell eingeht. Dadurch kénnen bereits kleine Variationen des Ci-Wertes zu einem
abweichenden Ergebnis fuhren. Durch die Amplifikation jedes Gens in einem anderen Well wird die
Anzahl der Pipettierschritte erhoht und das Risiko von Ungenauigkeiten beim Pipettieren steigt. Mit
einer 2014 veroffentlichten Methode, bei der diese methodische Schwache dadurch, dass alle
Gene in einem Well amplifiziert werden, behoben wird, ist es mdglich, Deletionsunterschiede ab
einer Differenz von 5,9 % zu detektieren [128]. Die in dieser Arbeit gemessenen Unterschiede
liegen etwa in dieser GréRenordnung, weshalb die Moglichkeit besteht, dass es durch
Messungenauigkeiten zu einer Verzerrung der Realitdt kam. Auch bezlglich der mtDNA-
Kopienzahl ist Vorsicht bei der Interpretation geboten, da die natirliche Variation bereits sehr grof3
ist [47]. Zwar wurde versucht, diese Fehleranfalligkeit durch Mehrfachbestimmung der Werte zu
minimieren, allerdings kann insbesondere im Zusammenhang mit der geringen Anzahl an Proben
nicht ausgeschlossen werden, dass falsch positive Befunde erhoben wurden. Die meisten
erhobenen Befunde koénnen theoretisch hinreichend erklart werden und sind auch in
Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen. Jedoch ware gerade im Hinblick auf
schwieriger zu erklarende Ergebnisse wie der Abnahme des Deletionsgrades im Alterungsprozess
(Punkt 5.2.1.) eine Revalidierung mittels weiterer Untersuchungen, die eine gréliere Anzahl an

Tieren und verschiedene Untersuchungstechniken kombinieren, wiinschenswert.
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5.1.4.2. Rolle der mtDNA in der Pathogenese des Morbus Parkinson

Daruber hinaus muss beachtet werden, dass noch nicht sicher beurteilt werden kann, welche Rolle
mtDNA-Deletionen in der Pathogenese des Morbus Parkinson zukommt. Auf der einen Seite
wurden zwar bei Parkinson-Patienten vermehrt mtDNA-Deletionen gefunden [38] und transgene
Mause mit Herabregulation der mtDNA durch Knockout von TFAM entwickelten ein Parkinson-
Syndrom [41]. Allerdings darf auf der anderen Seite auch nicht aufler Acht gelassen werden, dass,
obwohl Uber 100 Mutationen der mtDNA bekannt sind, nur wenige Assoziationen zwischen
neurodegenerativen Prozessen und primaren Mutationen der mtDNA bestehen [125]. Zudem
fuhren hohe Anteile mutierter mtDNA, beispielsweise bei Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom,
nicht zwangslaufig zu einem Parkinson-Syndrom [36].

Also ist es durchaus moglich, dass Pathologien der mtDNA nicht bzw. nicht alleine der
entscheidende Schritt in der Entstehung des Morbus Parkinson sind. Alternativ kénnte anderen
Mechanismen wie Defekten der mitochondrialen Dynamik und der Qualitatskontrolle im

neurodegenerativen Prozess eine groliere Bedeutung zukommen [36].

5.1.4.3. Vorschlage fir zuklnftige Studien

Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit eher geringe Veranderungen der mtDNA bei Alteration
der Parkin-Expression erhoben werden. Méglicherweise waren mit einer anderen Vorgehensweise
die Ergebnisse eindeutiger gewesen. Beispielsweise hatten sowohl Parkin als auch der aus dem
Parkin-Mangel folgende Kompensationsmechanismus in einem Versuch ausgeschaltet werden
kénnen. In einem Modell mit Mutationen von Twinkle konnte ein Zusammenhang zwischen
niedrigen Parkin-Konzentrationen, Degeneration dopaminerger Neurone und erhohten mtDNA-
Deletionsgraden dokumentiert werden [129]. Dabei handelte es sich jedoch nicht um einen
gezielten Knockout von Parkin, sondern um eine Konzentrationsverminderung als Folge einer
Twinkle-Mutation [129].

Eventuell ware es auch mdglich gewesen, Effekte auf die mtDNA zu detektieren, wenn die Tiere
zusatzlich zur Genmanipulation weiteren Stressoren ausgesetzt gewesen waren. Es gibt mehrere
Beispiele, die zeigen, dass teilweise Effekte erst durch die Exposition mutierter Tiere gegen
Umweltstressoren auftreten [130-134]. Deshalb ist es denkbar, dass auch in dieser Arbeit eine
Intoxikation bis dato verborgene Effekte hatte aufdecken kénnen.

Vielleicht hatte man dariber hinaus auch durch die Untersuchung é&lterer Tiere noch weitere
Befunde erheben konnen. Die altesten untersuchten Tiere in unserer Arbeit waren 12 Monate alt,
bezogen auf die Lebenserwartung entspricht dies einem 40 Jahre alten Menschen. Aul3erdem ist
die Lebensphase der reproduktiven Seneszenz ein Abschnitt, der im Leben einer Maus relativ
langsam verlauft (8,8 Tage entsprechen einem Menschen-Jahr) und mit etwa 15 Monaten endet,
wahrend das darauffolgende Greisenalter bei der Maus einen schnelleren Verlauf nimmt (2,1 Tage
entsprechen einem Menschen-Jahr) [135]. Somit waren die von uns untersuchten Mause in einem

mittleren Erwachsenenalter und in einem Lebensalter, in dem bei der Maus die Alterung nur
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langsam voranschreitet. Daher ist es denkbar, dass bei alteren Tieren vielleicht doch noch
pathologische Effekte hatten auftreten kénnen. Desweiteren ist die Aussagekraft der Ergebnisse

auch durch die teilweise recht niedrige Tieranzahl pro Untergruppe eingeschrankt.

5.2. Einfluss des Alters auf Deletionsgrad und mtDNA-Kopienzahl

Neben der Untersuchung der Auswirkung der Parkin-Expression auf die mtDNA, die die eigentliche
Aufgabenstellung war, konnte nebenbefundlich beobachtet werden, dass die Deletionsgrade
zunachst altersabhangig von 2 auf 9 Monate zunehmen, um dann wieder abzufallen. Desweiteren
stieg die mtDNA-Kopienzahl zwischen 9 und 12 Monaten an.

Im folgenden Abschnitt werden beide Befunde in eigenen Kapiteln diskutiert und gewertet.

5.2.1. Verlauf der Deletionsgrade im Alterungsprozess

In mehreren publizierten Studien wurden bis zu 32 Mause im Alter von 2 Wochen bis 35 Monaten
bezlglich mtDNA-Deletionen untersucht [136-139]. In allen diesen Untersuchungen nahm der
Deletionsgrad im ZNS mit dem Alterungsprozess zu, auch wenn bei diesen Untersuchungen eine
grolRe Divergenz der Deletionsgrade festzustellen war [136-139]. Teilweise war das Gehirn das
vergleichsweise am wenigsten betroffene Organ [137, 140], teilweise das am starksten betroffene
[136, 141]. Auch beim Menschen konnte mehrfach eine Akkumulation der Deletionen im
Alterungsprozess, von der auch das Nervengewebe betroffen war [142, 143], nachgewiesen
werden [144].

Theoretisch ware es durchaus erklarbar, eine Abnahme des Deletionsgrades in Neuronen im
Alterungsprozess zu beobachten. In einer Untersuchung verschiedener Hirnregionen wurde in den
Basalganglien nach einer initialen Zunahme des Deletionsgrades das Erreichen eines
Grenzwertes beobachtet [144]. Diese Beobachtung wurde damit erklart, dass es einen
Mechanismus gegen die Zunahme von mtDNA-Deletionen gibt. Zum Beispiel kdnnten Zellen, die
zu sehr durch oxidativen Stress belastet sind, durch Apoptose eliminiert werden [144]. Zusatzlich
ist festzustellen, dass pro Lebensdekade etwa 5-10 % der dopaminergen Neurone im normalen
Alterungsprozess untergehen und dieser Verlust bei Patienten mit Parkinson-Syndrom noch
ausgepragter ist [25]. Wenn also im Laufe des Lebens immer mehr Neurone durch Apoptose
eliminiert werden und diese Apoptose bevorzugt Zellen mit vermehrter mtDNA-Schadigung betrifft,
so ist davon auszugehen, dass auf Einzelzellebene der Deletionsgrad im Alter ricklaufig ist oder
wenigstens stagniert. Moglicherweise unterscheiden sich die Ergebnisse dieser Arbeit deshalb von
vorangegangenen Untersuchungen, weil in jenen Homogenate untersucht wurden, die neben
Neuronen auch samtliche andere Zellen wie Gefaliendothelzellen und Zellen des Immunsystems
enthalten, weshalb man darin Uberwiegend nichtneuronale Mitochondrien vorfindet [145]. In dieser
Arbeit wurden selektiv Neurone untersucht bzw. mit dem Bulbus olfactorius eine Region, die einen

grofen Anteil dopaminerger Neurone enthalt [146]. In einer Untersuchung von Hirnstammkernen
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und Hippocampus wurde eine Abnahme des Deletionsgrades in Mausen beobachtet, wobei sich
der Beobachtungszeitraum allerdings nur Uber eine 16-wdchige Periode erstreckte [147]. Bei einer
Analyse der Substantia nigra wurde ebenfalls eine Abnahme des Deletionsgrades festgestellt, es
standen jedoch lediglich zwei Tiere zur Verfigung. Dennoch halten die Autoren dieser Publikation
eine entscheidende Rolle von mtDNA-Mutationen im murinen Alterungsprozess fur
unwahrscheinlich [140]. Die Datenlage zu den spezifischen Hirnregionen ist somit unklar, stimmt

jedoch maoglicherweise mit den vorliegenden Ergebnissen uberein.

5.2.2. Verlauf der mtDNA-Kopienzahl im Alterungsprozess

Die bisherigen Befunde zu diesem Thema sind uneinheitlich und es konnte noch keine klare
Assoziation zwischen mtDNA-Menge und dem Alter gezeigt werden [141]. Aus der Heterogenitat
der Datenlage wurde geschlossen, dass die mtDNA-Kopienzahl gewebs- als auch
speziesspezifisch variabel ist [43]. In Ratten wurde in mehreren anatomischen Regionen, unter
anderem im ZNS, ein altersabhangiger Anstieg der mtDNA-Kopienzahl gemessen [148], eine
andere Studie erbrachte einen Abfall bzw. konstante Werte. Hier wurde das ZNS allerdings nicht
untersucht [149]. In Mausen wurden heterogene Befunde in verschiedenen Organen erhoben. Es
divergieren jedoch auch die Ergebnisse von Untersuchungen, die sich nur auf das Gehirn
konzentrierten [141]. Bei Untersuchungen von Menschen zeigte sich ebenfalls ein uneinheitliches
Bild [141].

Unter Punkt 5.1.1. wurde bereits die Hochregulation der mtDNA-Kopienzahl als
Kompensationsmechanismus vorgestellt. Die Erhéhung des oxidativen Stress kdnnte eine zellulare
Belastung im Alterungsprozess darstellen, die die Etablierung von Kompensationsmechanismen
erfordert [150]. Vor diesem Hintergrund erscheint es gut nachvollziehbar, dass sich mit
zunehmendem Alter auch die mtDNA-Kopienzahl erhdht, jedoch ist die Datenlage hierzu

heterogen.

5.2.3. Vergleichbarkeit des Alterungsprozesses von Maus und Mensch

Inwieweit beziglich des Alterungsprozesses Analogien zwischen Mensch und Maus bestehen,
muss weiter evaluiert werden. Zwar zeigt die Maus groBe Ahnlichkeiten mit dem Menschen
bezlglich genomischer Eigenschaften und auch im mitochondrialen Genom zeigt sich eine
deutliche Ubereinstimmung [141]. Jedoch gibt es auch bedeutende Unterschiede in
physiologischen Eigenschaften, der Pathogenese von Krankheiten und Charakteristika im
Lebensverlauf (Beginn und Dauer der Geschlechtsreife, Anzahl der Nachkommen) [151]. Im
Hinblick auf die Mechanismen des Alterns wurden mehrere Unterschiede zwischen Maus und
Mensch festgestellt. So konnte gezeigt werden, dass Nagetiere, die eine deutlich kirzere
Lebenserwartung haben, ahnlich dem Menschen eine einzelne mtDNA-Mutation mit geringer
Heteroplasmie in einer Zelle akkumulieren [152]. Am Menschen wurde die Theorie des

sogenannten ,random drift* als Erklarung fir diese klonale Expansion von mtDNA-Mutationen
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etabliert, jedoch wurde in Rechenmodellen gezeigt, dass diese Theorie flir Nagetiere nicht
ausreichend ist [153]. Desweiteren wurde beobachtet, dass Punkt-Mutationen beim Menschen mit
dem Alter zunehmen, was bei Mausen nicht der Fall ist [141]. Auch zeigen beide Spezies
Unterschiede im Ausmal® der mtDNA-Deletionen in verschiedenen Organsystemen. So ist
beispielsweise die Leber in der Maus eines der am schwersten betroffenen Organe, wahrend die
menschliche Leber im Vergleich zu anderen Organen nur geringgradig betroffen ist [141].

Aufgrund dessen ist unklar, inwieweit beim Zusammenhang zwischen Veranderungen der mtDNA
und dem Alterungsprozess Ergebnisse aus Mausstudien auf den Menschen Ubertragen werden
kénnen [141]. Mehrere Publikationen warnen davor, die Rolle von mtDNA-Mutationen im murinen

Alterungs- und Neurodegenerationsprozess zu Uberschatzen [140].

5.3. Unterschiede zwischen den einzelnen anatomischen Regionen

In unserer Untersuchung war auffallig, dass im Homogenat und der Substantia nigra die
Deletionsgrade hdher als im Hippocampus waren. Desweiteren zeigte sich, dass der unter Punkt
5.2.2. diskutierte Anstieg der mtDNA-Kopienzahl im Alterungsprozess in Homogenat und der
Substantia nigra gefunden wurde, im Hippocampus jedoch keine Korrelation zwischen Alter und
mtDNA-Kopienzahl nachweisbar war.

Es ist bekannt, dass bestimmte Zelltypen besonders anfallig fir Neurodegeneration sind [16].
Dabei stehen vor allem die dopaminergen Neurone im Vordergrund sowie mit Einschrankungen die
serotonergen Neurone, wahrend histaminerge und cholinerge Neurone relativ resistent sind [90].
Unter Punkt 1.1.5. wurde bereits angedeutet, dass auch Dopamin selbst flr die besondere
Vulnerabilitat dopaminerger Neurone verantwortlich sein kénnte [154], unter anderem durch eine
spezifische Interaktion mit Parkinson-assoziierten Genen [155]. Es konnte gezeigt werden, dass
Dopamin die Léslichkeit von Parkin vermindert und seine enzymatische Aktivitat herabsetzt [156].
Ein weiteres Argument fir eine selektive Empfindlichkeit der dopaminergen Neurone ist deren
hohe kontinuierliche Kalzium-Konzentration, die bereits in der Einleitung unter Punkt 1.1.5.
beschrieben wurde. Desweiteren kdnnen Defekte von Transkriptionsfaktoren, die im Rahmen der
Neurogenese spezifisch die Differenzierung dopaminerger Neurone regulieren, bereits in einer
unzureichenden Entwicklung der Substantia nigra resultieren und die Entwicklung eines Parkinson-
Syndroms begunstigen [157]. Auch wurden mehrere Gene gefunden, die in der A9-Region, die im
Morbus Parkinson bevorzugt degeneriert, vermehrt gegenlber anderen dopaminergen Arealen
exprimiert werden [158].

Beim Menschen sind beide anatomischen Regionen, die in der vorliegenden Arbeit im Vergleich
zum Hippocampus Auffalligkeiten zeigten, im Krankheitsbild des Morbus Parkinson bedeutend. Der
Untergang der Substantia nigra ist das neuropathologische Charakteristikum der Erkrankung und
die Ursache der Bewegungsstdrungen, die beim Morbus Parkinson im Vordergrund stehen. Auch

die Neurodegeneration der dopaminergen Zellen im Bulbus olfactorius ist klinisch relevant und
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manifestiert sich in Geruchsstérungen, die ein Frihzeichen der Erkrankung darstellen kénnen
[159]. Aufgrund dessen ist es gut nachvollziehbar, dass hier in dopaminergen Neuronen ein
erhdhter Deletionsgrad vorzufinden ist. Ebenso leuchtet es ein, dass sie aufgrund der
ubermafigen Exposition gegen Noxen mit einer Hochregulation der mtDNA-Kopienzahl reagieren.
Wie bereits in Kap. 5.2.2. dargelegt, sind die bisherigen Ergebnisse zu Anderungen der mtDNA-
Kopienzahl im Alterungsprozess bei Mausen uneinheitlich. Ein Erklarungsansatz dafir ist, dass
jeweils nur Homogenate von Hirnen untersucht wurden, wahrend mdglicherweise die einzelnen
Regionen des ZNS unterschiedliche Charakteristika in der Regulation der mtDNA-Kopienzahl
zeigen [141]. Es wurde lediglich eine Studie gefunden, in der einzelne Hirnregionen analysiert
wurden, hierbei zeigte sich in einem transgenen Mausmodell ein regionspezifisch
unterschiedliches Verhalten zwischen den durch die dort untersuchte Erkrankung betroffenen
pontinen Kernen und dem nicht betroffenen Hippocampus [147]. Untersuchungen, die explizit die
Substantia nigra und den olfaktorischen Bulbus zum Ziel hatten, konnten in intensiver
Literaturrecherche nicht gefunden werden. Jedoch wurde in einem Knockout-Modell auf
molekularer Grundlage beobachtet, dass die Hochregulation von PARIS regionspezifisch
unterschiedlich ausfallt [78], was auf verschiedene Mechanismen der Regulation der mtDNA-
Kopienzahl schlieRen lasst. Zusammengefasst erscheinen also die in dieser Arbeit erhobenen
Befunde gut nachvollziehbar, die bisherige Datenlage ist jedoch zur endglltigen Einordnung der
Ergebnisse nicht ausreichend.

Auch bezuglich der Deletionen konnten keine Studien gefunden werden, die vergleichend mehrere
Regionen des ZNS in Mausen beschreiben. Allerdings gibt es hierzu Ergebnisse von
Untersuchungen an Menschen. In einer Analyse von bis zu 12 Regionen des ZNS von 6 gesunden
Menschen zeigte sich, dass vor allem die dopaminergen Regionen wie die Substantia nigra von
Deletionen betroffen sind, wahrend der Hippocampus nur eine durchschnittliche Deletionslast
aufweist [160]. Diese Ergebnisse wurden in einer weiteren Untersuchung an 10 menschlichen
ZNS-Proben bestatigt [38]. Also kann diesbezliglich konstatiert werden, dass die Erhéhung des
Deletionsgrades in Bulbus olfactorius und Substantia nigra gegeniiber dem Hippocampus plausibel
erscheinen und auch durch analoge Befunde in menschlichen Gewebeproben untermauert
werden.

Jedoch wird hierdurch die Erhéhung des Deletionsgrades des Bulbus olfactorius gegentber der
Substantia nigra nicht erklart. Diese konnte daran liegen, dass der Bulbus olfactorius auf
Homogenats-Ebene untersucht wurde, wahrend in der Substantia nigra einzelne Zellsomata
analysiert wurden. Folglich misste es im Homogenat Gewebe mit gegenlber den Zellsomata
erhdhter Deletionslast geben. Dabei kénnte es sich um die Axon-Terminalen handeln. Die
dopaminergen Neurone des Bulbus olfactorius haben kurze Projektionen, die Uberwiegend
innerhalb des Bulbus enden [146]. Die Axone spielen mdglicherweise insbesondere zu Beginn der
Neurodegeneration im Alterungsprozess und beim Morbus Parkinson eine bedeutende Rolle und

sind frihzeitig vom Untergang betroffen [161]. Dartber hinaus ist zu bedenken, dass in nicht-
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neuronalen Zellen wie Astrozyten mtDNA-Deletionen ahnlich haufig wie in Neuronen anfallen
[162]. In bisherigen Untersuchungen waren die Deletionsgrade der Substantia nigra héher als im
Bulbus olfactorius [143, 144, 160]. Dass dies in unseren Untersuchungen nicht so war, kénnte
zum einen daran liegen, dass hier auch verschiedene Gewebearten (Homogenat versus
Zellsomata) untersucht wurden und das Homogenat Gewebe mit hdherer Deletionslast als
Zellsomata wie beispielsweise Axon-Terminalen enthalt. Analoge Arbeiten, die Homogenat und
Zellsomata miteinander verglichen, konnten in intensiver Literaturrecherche nicht gefunden
werden. Zum anderen konnte es daran liegen, dass in unserer Arbeit relativ junge Tiere untersucht
wurden. Fir den Morbus Parkinson wurde eine Stadien-Einteilung postuliert, die besagt, dass der
olfaktorische Kortex vor der Substantia nigra von Neurodegeneration betroffen ist [15].
Méglicherweise waren die von uns untersuchten Tiere noch in einem Stadium mit Gberwiegender
Degeneration des Bulbus olfactorius und noch zu jung, um die von anderen Autoren berichtete

erhdhte Deletionslast in der Substantia nigra zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Der Morbus Parkinson ist die zweithdufigste neurodegenerative Krankheit mit einer Pravalenz von
etwa 1-5 %. Verschiedene Faktoren, unter anderem die genetische Pradisposition, beglinstigen die
Krankheitsentstehung. Von besonderem Interesse ist daher die Erforschung der Gene der bisher
identifizierten familidaren Parkinson-Syndrome, fir die eine &tiologische Verwandtschaft zum
idiopathischen Parkinson-Syndrom angenommen wird. Eines dieser Gene ist das PARK2-Gen, das
das Protein Parkin kodiert. Parkin ist Uber mehrere Mechanismen mit dem mitochondrialen
Metabolismus assoziiert, der ein wichtiger Faktor in der Entstehung des Morbus Parkinson sein
kénnte. Insbesondere Veranderungen der mtDNA wird hierbei eine bedeutende Rolle zugeordnet.
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie verschiedene Parkin-Expressionsmuster mtDNA-
Deletionsgrad, mtDNA-Kopienzahl und mitochondriale Biogenese beeinflussen. Dazu wurden
mittels quantitativer realtime-PCR der Deletionsgrad und die mtDNA-Kopienzahl bestimmt und
mittels Western Blot die Mitochondrienmenge semiquantitativ gemessen. Die Proben stammten
von 2, 9 und 12 Monate alten Mausen mit verschiedenen Parkin-Expressionsmustern (Wildtyp,
Wildtyp mit zuséatzlicher Expression von humanem Parkin, Knockout, human-pathogene Mutation).
Das Gewebe stammte einerseits von Homogenat des Bulbus olfactorius, desweiteren wurden
mittels Lasermikrodissektion Einzelzellen aus der Substantia nigra und dem Hippocampus
gewonnen.
Es zeigte sich eine Tendenz zu einer vermehrten mitochondrialen Biogenese bei jungen Knockout-
Tieren. Bei zusatzlicher Expression von humanem Parkin zeigte sich im Alter eine vermehrte
Akkumulation von mtDNA-Deletionen. Eine human-pathogene Stop-Mutation hatte hingegen
keinen signifikanten Effekt. Nebenbefundlich zeigte sich im Alter ein Anstieg der mtDNA-
Kopienzahl sowie ein Abfall der Deletionsgrade. Die Deletionsgrade waren im Bulbus olfactorius
und der Substantia nigra héher als im Hippocampus.
Die vermehrte mitochondriale Biogenese bei jungen Tieren mit Parkin-Knockout kénnte als
Kompensationsmechanismus gegen die genetische Manipulation erklart werden. Dass der Effekt
bei alteren Tieren nicht mehr nachgewiesen werden kann, kdénnte an einem Versagen des
Kompensationsmechanismus im Alter liegen.
Die Zunahme der Deletionen bei Tieren mit zusatzlicher Expression von humanem Parkin kénnte
auf eine toxische Wirkung speziesfremden Parkins hindeuten. In der bisherigen Literatur findet sich
Uberwiegend eine protektive Wirkung der Uberexpression, hierbei wurde jedoch nur in einem Fall
der Einfluss auf die mtDNA untersucht und es wurde immer die Parkin-Form der untersuchten
Spezies Uberexprimiert. In einer neuen Untersuchung von 2014 konnte eine schadliche Wirkung
von humanem Parkin auf Ratten und Mause beobachtet werden.
Die human-pathogene Stop-Mutation hatte keinen Effekt auf die untersuchten Parameter, was als
Hinweis auf einen vorhandenen Kompensationsmechanismus verstanden werden kann. Dieser
unterscheidet sich offensichtlich von dem in Knockout-Tieren vorhandenen
Kompensationsmechanismus, der Uber eine Anderung der untersuchten Parameter wirkt. Die
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bisher in der Literatur beschriebenen Parkin-Mutationen unterscheiden sich in ihren biochemischen
Eigenschaften, so dass auch unterschiedliche Kompensationsmechanismen denkbar sind.
Insgesamt hatten sich mdglicherweise noch deutlichere Befunde ergeben, wenn beispielsweise
zusatzliche genetische Manipulationen erfolgt waren oder die Tiere einem Umweltstressor
ausgesetzt worden waren. Auch ware eine Untersuchung einer groReren Anzahl an Tieren
wilnschenswert gewesen, um statistische Schwankungen und Messungenauigkeiten besser
ausgleichen zu kénnen.

Nebenbefundlich zeigte sich im Alterungsprozess ein Abfall der Deletionsgrade. Dies kann durch
Reparatur- bzw. Qualitdtskontrollmechanismen, die defekte Mitochondrien bevorzugt eliminieren,
erklart werden, steht jedoch teils im Widerspruch zu vorangegangen Untersuchungen. In mehreren
Studien zeigte sich eher eine Zunahme der Deletionsgrade im Alterungsprozess. Bei heterogener
Datenlage waren weitere Studien mit Untersuchung verschiedener Hirnregionen zur Klarung des
Widerspruchs wiinschenswert. Dagegen steht die Zunahme der mtDNA-Kopienzahl im Alter in
Ubereinstimmung mit vorherigen Studien und kann als Kompensationsmechanismus gegen den im
Alter erhdhten oxidativen Stress verstanden werden.

Im Vergleich der verschiedenen anatomischen Regionen zeigte sich ein erhdhter Deletionsgrad
der dopaminergen Neurone in Substantia nigra und Bulbus olfactorius sowie eine Erhéhung der
mtDNA-Kopienzahl gegenlber dem Hippocampus. Die selektive Vulnerabilitit dopaminerger
Neurone in der Neurodegeneration ist bereits beschrieben worden und kann teilweise dem
Dopamin selbst zugeschrieben werden. Der Morbus Parkinson ist charakterisiert durch den
Untergang der Neurone in der Substantia nigra und eine Geruchsstérung, die durch Degeneration
dopaminerger Neurone im Bulbus olfactorius verursacht wird, stellt ein haufiges Fruhzeichen der
Erkrankung dar. Vor diesem Hintergrund ist es gut nachvollziehbar, dass insbesondere diese
Regionen von erhdhten Deletionsgraden der mtDNA betroffen sind und entsprechend die
mitochondriale Biogenese hochregulieren. Die im Bulbus olfactorius beobachtete Erhéhung des
Deletionsgrades gegenuber der Substantia nigra konnte daran liegen, dass hier nicht nur
Zellsomata, sondern auch alle anderen Gewebebestandteile wie Axon-Terminalen untersucht
wurden, in denen moglicherweise eine erhéhte Deletionslast vorliegt.

Zusammengefasst waren die festgestellten Veranderungen von Deletionsgraden, mtDNA-
Kopienzahl und mitochondrialen Proteinmengen bei den verschiedenen untersuchten Parkin-
Mausmodellen eher gering. Es ergaben sich Hinweise auf Kompensationsmechanismen und
altersassoziierte Veranderungen. Aufgrund der geringen Tieranzahl in den untersuchten
Subgruppen (mehrere Altersstufen, mehrere Genotypen) kénnen aufgrund der vorliegenden Daten
jedoch leider keine weitreichenden Schllsse flur die Bedeutung von mtDNA-Deletionen bei Parkin-

assoziierten Erkrankungen gezogen werden.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

ACTB
ATP
BCA
BSA
COMT
COX3
CytB
DNA
FRET
kb
LHON
MAO-B
Mb
MELAS
MPTP
mRNA
mtDNA
ND1
PBS(-T)
PCR
PVDF
RFLP
RNA
ROS
rpm
Taq

TH
tRNA
UPS
VDAC
ZNS

Actin-

Adenosin-Triphosphat

Bicinchoninsaure

Bovines Serumalbumin
Catechol-O-Methyltransferase
Cyclooxygenase 3

Cytochrom B

Desoxyribonukleinsaure
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
Kilobasenpaare

Lebersche hereditare Optikusneuropathie
Monoaminooxidase-B
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Mitochondriale Enzephalopathie, Laktat-Azidose, Stroke-ahnliche Episoden
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
messenger RNA

mitochondriale DNA
Nicotinamidadenindinukleotid-Dehydrogenase 1
Phosphat-gepufferte Salzldsung (mit Tween)
Polymerase-Kettenreaktion
Polyvinylidenfluorid
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
Ribonukleinsaure

Reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute

Thermophilus aquaticus
Tyrosin-Hydroxylase
Transfer-Ribonukleinsaure
Ubiquitin-Proteasom-System
Voltage-dependent Anion-channel
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