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A.1. Einleitung
A.1.1. Arten und Einteilung neurodegenerativer Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch den Untergang von Nervenzellen
im zentralen oder peripheren Nervensystem charakterisiert. Wahrend die Mehrzahl
dieser Krankheiten sporadisch auftreten, zeigt sich bei einigen wenigen Varianten eine
ausgepragte erbliche Komponente [47]. Der wichtigste Risikofaktor fur das Auftreten
der meisten neurodegenerativen Erkrankungen ist das Alter [29]. Im vergangenen
Jahrhundert hat die Wachstumsrate der Bevolkerung ab 65 Jahren in Industrielandern
die der Gesamtbevolkerung weit Ubertroffen. Es ist daher zu erwarten, dass sich der
Anteil alterer Menschen in den nachsten Generationen vervielfachen wird, und damit
auch der Anteil von Patienten, die an einer neurodegenerativen Storung leiden. Die
Pravention und Behandlung neurodegenerativer Syndrome stellt somit eine
bedeutsame Herausforderung fur die medizinische Versorgung der nachsten
Jahrzehnte dar.

Haufig beginnen die pathologischen Veranderungen neurodegenerativer
Erkrankungen in unterschiedlichen Gehirnarealen und breiten sich im
Krankheitsverlauf sequentiell auf weitere anatomische Regionen aus. Der
fortschreitende Verlust von Nervenzellen fuhrt dabei zu verschiedenen neurologischen
und psychiatrischen Beschwerden. Je nach Art der zugrundeliegenden Erkrankung
und der Hauptlokalisation des Zellunterganges konnen dabei unterschiedliche
Symptome im Vordergrund stehen. Patienten mit der Alzheimer-Krankheit zeigen
durch die Beteiligung mnestisch relevanter Gehirnareale im Temporallappen z.B.
bereits fruhzeitig Storungen der Merkfahigkeit und des Kurzzeitgedachtnisses [77]. Bei

der Parkinson-Erkrankung hingegen stehen Stérungen der Motorik im Vordergrund,
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die aus dem fortschreitenden Verlust von Dopamin-produzierenden Nervenzellen im
Mittelhirn resultieren [52, 53].

Die Ursache der meisten neurodegenerativen Erkrankungen ist bislang nicht
eindeutig geklart. Auf zellularer Ebene wurden in der Vergangenheit eine Vielzahl von
Mechanismen identifizieren, die in den meisten neurodegenerativen Erkrankungen zu
Zellschadigungen beitragen. Dazu zahlt z.B. die Generation von oxidativem Stress und
die Mitochondrien-Dysfunktion sowie unterschiedliche inflammatorische Faktoren [50].
Bei einer Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen spielt zudem die Aggregation
fehlgefalteter Proteine eine bedeutsame Rolle, weshalb diese Erkrankungen als
Proteinopathien bezeichnet werden [24]. Analog werden neurodegenerative
Erkrankungen haufig nach dem Vorherrschen krankheitsspezifischer pathogener
Proteine eingeteilt [80] (Tab. 1), wobei fur einige Erkrankungstypen mehrere Proteine
ursachlich beitragen. Beispielsweise kommt es bei der Alzheimer-Erkrankung zu einer
Akkumulation von extrazellularem Amyloid-, wahrend intraneuronal Aggregate des

Proteins Tau (sog. microtubule-associated protein tau, MAPT) auftreten.

ATIOLOGIE BEISPIELE
TAUOPATHIEN e Morbus Alzheimer (AD)
e Progressive supranukleare Blickparese (PSP)
o Kortikobasale Degeneration (CBD)
e Silberkornkrankheit (AGD)
e Frontotemporale = Demenz  und  Parkinsonismus  des
Chromosoms 17 (FTDP-17)
e Morbus Pick
SYNUCLEINOPATHIEN e Morbus Parkinson (PD)
e Demenz mit Lewy-Kdrperchen (LBD)
e Multiple Systematrophie (MSA)

TDP-43 e Frontotemporallappen-Degeneration mit TDP-43 (FTLD-TDP)
PROTEINOPATHIEN
FUSOPATHIEN e Frontotemporale Lobardegeneration mit FUS (FTLD-FUS)

¢ Neuronal intermediate filament inclusion disease (NIFID)
e Basophilic inclusion body disease (BIBD)
TRINUCLEOTID- e Chorea Huntington (HD)

ERKRANKUNGEN e Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy (SBMA)

o Friedreich-Ataxie
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e Spinozerebelldre Ataxie (SCA)
e Dentatorubropallidoluysische Atrophie (DRPLA)

PRIONEN- e Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
ERKRANKUNGEN e  Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
e Todliche familiare Schiaflosigkeit
o Kuru
MOTONEURON- o Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
ERKRANKUNGEN e Primare Lateralsklerose
e Spinale Muskelatrophie (SMA)
NEUROAXONALE ¢ Infantile Neuroaxonale Dystrophie (Seitelberger-Krankheit)
DYSTROPHIEN e Neurodegeneration mit Eisenablagerung im Gehirn (NBIA)
UNKLASSIFIZIERT e CANVAS (Cerebellar ataxia, neuropathy, vestibular areflexia
syndrome)

o Familidare Enzephalopathie mit Neuroserpin-Einschlissen

o Frontotemporallappen-Degeneration mit Ubiquitin-Proteasom-
System (FTLD-UPS)

o Gluten-Ataxie

e Mohr-Tranebjaerg-Syndrom

Tab. 1.: Pathogenetische Einteilung neurodegenerativer Syndrome

A.1.2. Alzheimer

Die Alzheimer-Krankheit (Morbus Alzheimer, engl. Alzheimer’s disease, AD) ist
eine neurodegenerative Erkrankung, die in ihrer haufigsten Form bei Personen Uber
dem 65. Lebensjahr auftritt und die durch eine zunehmende kortikale Demenz
gekennzeichnet ist [77]. Sie ist fur ungefahr 60 Prozent der weltweit etwa 24 Millionen
Demenzerkrankungen verantwortlich [34]. Charakteristisch beim M. Alzheimer ist eine
zunehmende Verschlechterung der kognitiven, insbesondere der mnestischen
Leistungsfahigkeit, einhergehend mit einer Abnahme der Fahigkeit, die Aktivitaten des
taglichen Lebens zu gestalten. Bereits viele Jahre vor dem Auftreten klinischer
Symptome, bilden sich im Gehirn von Betroffenen sog. Plaques, die aus fehlerhaft
gefalteten Beta-Amyloid-(AB-)Peptiden bestehen. Zusammen mit den Plaques sind die
aus dem Protein Tau bestehende Neurofibrillen (,Tangles‘) kennzeichnend fur die
Erkrankung [39]. Beide Mechanismen tragen neben inflammatorischen [54] und

anderer Veranderungen zu einer neuronalen Funktionsstorung im Gehirn von
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Alzheimer-Patienten bei [108]. Die Alzheimer-Krankheit ist durch den Verlust von
Neuronen und Synapsen in der Grof3hirnrinde und bestimmten subkortikalen
Regionen gekennzeichnet. Dieser Verlust fuhrt zu einer starken Atrophie der
betroffenen Regionen, einschliellich einer Degeneration des Temporallappens und
des Parietallappens sowie von Teilen des Frontalcortex und des cingularen Gyrus
[125]. Neuronale Degeneration ist auch in Hirnstammkernen vorhanden, insbesondere
im Locus coeruleus (LC) [15]. Auf genetischer Ebene wurde eine Variante im ApoE-
Gen identifiziert (APOEe4), die einen Risikofaktor fur die Entwicklung einer Alzheimer-
Erkrankung darstellt. Dartber hinaus wurden kausale Mutationen in drei
verschiedenen Genen gefunden (PSNE71 und PSENZ2 und dem Amyloid-Precursor-
Protein (APP), die als Ausloser der seltenen frih auftretenden Unterform gelten [76].
AB ist ein Fragment des groReren AB-Vorlduferproteins (engl. amyloid precursor
protein, APP), eines Transmembranproteins. Physiologisch ist APP wichtig fur das
Wachstum, das Uberleben und die Reparatur von Zellschaden [98]. Bei der Alzheimer-
Krankheit bewirken die Enzyme B- und y-Sekretase, dass APP in kleinere Fragmente
aufgeteilt wird, die sich aufl3erhalb von Neuronen ablagern kdnnen. Die Veranderungen
in allen drei Genen (- und y-Sekretase, APP) fuhren dazu, dass sich fruher als bei der
nicht erblichen, sporadischen Form grofe Mengen von AP zunachst im
Assoziationscortex und im Hippocampus und spater im gesamten Gehirn anhaufen.
Passend fur diese Gen-Dosis-Beziehung ist der Befund, dass Menschen mit Trisomie
21 (Down-Syndrom), die eine zusatzliche Genkopie des Chromosomes 21 aufweisen,
auf dem sich auch APP befindet, haufig und frihzeitig an AD erkranken [78]. Wie
genau es bei AD zu einer Storung bzw. zu einem Untergang von Neuronen kommt ist
nur in Ansatzen verstanden. Besonders die Konzentration von ldslichen, sog.
oligomeren AB-Molekulen korreliert stark mit der Krankheitsprogression und der
Auspragung der Symptome [83]. Diese AB-Peptide blockieren u.a. die synaptische
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Plastizitat im Hippocampus, die als ein Korrelat von Lernen und Gedachtnis
angesehen wird [70, 72, 110], z.B. durch Modulation von Glutamat-Rezeptoren
(GluRs) [22, 116]. Entsprechend der angenommenen Bedeutung von A zielen viele
gegenwartig durchgefuhrte klinische Studien auf die Hemmung der AB-Produktion

bzw. dessen Entfernung ab [30, 86, 91, 109].

A.1.3. M. Parkinson

Die Parkinson-Erkrankung (Morbus Parkinson, engl. Parkinson’s disease, PD)
ist die haufigste neurodegenerative Bewegungsstorung und ist gekennzeichnet durch
eine  fortschreitende  Verlangsamung der Bewegungen  (Bradykinesie),
Muskelsteifigkeit (Rigor), Muskelzittern (Tremor) und posturale Instabilitat [8]. Diese
Symptome resultieren aus dem fortschreitenden Verlust von Nervenzellen in der
Substantia nigra pars compacta (SNc), die den Botenstoff Dopamin (DA) produzieren
[48]. Ein wichtiges neuropathologisches Merkmal der Parkinson-Erkrankung ist das
graduelle Auftreten von intraneuronalen Proteinaggregaten die, nach inrem Entdecker,
Lewy-Korperchen (engl. Lewy bodies, LBs) genannt werden [28]. Ein Hauptbestandteil
dieser Aggregate ist das Protein Alpha-Synuclein (a-Syn), das durch das Gen SNCA
(4922.1) kodiert wird [117]. Gen-Multiplikationen und Missense-Mutationen im SNCA
Gen fuhren zu familidaren Formen der Parkinson-Krankheit [21, 62, 97, 114]. Zudem
sind Genpolymorphismen im SNCA Gen (sog. single nucleotide polymorphisms) mit
der sporadischen Form der Parkinson-Krankheit assoziiert [84, 85, 113], was die
pathophysiologische Bedeutung von a-Syn bei M. Parkinson zusatzlich unterstreicht.
Obwohl die exakten Mechanismen des a-Syn-vermittelten Zellunterganges nicht
bekannt sind, legen neuere Forschungsarbeiten Zelltyp-spezifische Faktoren, wie
etwa Veranderungen der zellularen Calciumhomoostase [20, 118] und der neuronalen

Erregbarkeit [19, 74, 75, 81, 94] nahe, die oxidativem Stress verursachen und den

7
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Verlust von DA-Neuronen bedingen [12, 90]. Die Untersuchung der molekularen
Faktoren, die die neuronale Erregbarkeit in DA-Neuronen kontrolliert, tragt daher zum
Verstandnis des Zellunterganges bei M. Parkinson bei.

Postmortem-Studien haben gezeigt, dass das allmahliche Auftreten von LBs mit
dem Fortschreiten der Erkrankung bei Parkinson korreliert [16]. Basierend auf dem
sequentiellen Auftreten von LBs hat Braak et al. ein neuropathologisches Staging-
Schema fur die Parkinson-Krankheit entwickelt. Dieses geht von einem Beginn der
Pathologie im Riechkolben und im kaudalen Hirnstamm aus mit einer Ausbreitung der
Lewy-Pathologie (engl. Lewy body pathology, LBP) in die SNc, wo es zu einem
Untergang DAerger Neurone kommt [6, 13, 52, 53]. LBs werden daher als Marker fur
das Fortschreiten von Krankheiten und das neuropathologische Korrelat von PD
angesehen [9, 28, 112], da beim Fortschreiten Nervenzellen insbesondere in
Hirnregionen mit LBP verloren gehen [43, 61, 120]. Braak unterscheidet 6
verschiedene Stadien, die ein Fortschreiten der LP vom dorsalen Motorkern des
Vagusnervs (DMV) (Braak-Stadium 1) und des Locus coeruleus (LC) (Braak-Stadium
2) zur SNc und zur Amygdala (Braak-Stadium 3) wiederspiegeln und letztendlich der
Affektion kortikaler Regionen (Braak Stadium 4-6) [14]. Wahrend fruhe Stadien durch
nicht-motorische Symptome gekennzeichnet sind, treten die typischen motorischen
Symptome der Parkinson-Krankheit auf, sobald die SNc in den Braak-Stadien 3
betroffen ist. Kognitive Symptome treten erst auf, wenn die LBP den Kortex in den
Braak-Stadien 5 und 6 erfasst. In Ubereinstimmung mit dem von Braak
vorgeschlagenen Modell treten LBs allmahlich in definierten anatomischen Strukturen
wahrend des Fortschreitens der Krankheit auf [6, 28]. Analog zu einer Prion-artigen
Ausbreitung von LBs zeigten transplantierte fetale DA-Neuronen nach Jahren
proteinhaltige Einschllsse, die LBs stark ahneln [57, 68], was als Transmission von

LP von Empfanger-Neuronen auf das Transplantat interpretiert wurde. Bei Mausen
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breiten sich synthetische vorgeformte a-Syn-Fibrillen vom Ort der stereotaktischen
Injektion zu synaptisch damit verbundenen benachbarten Strukturen aus und
erzeugen eine Lewy-ahnliche Pathologie [79, 92, 102]. In ahnlicher Weise konnen sich
Proteine, die aus menschlichen LBP-Gehirnen extrahiert und in das Striatum von Affen
injiziert wurden, retrograd ausbreiten [101]. Es gibt jedoch Falle, in welchen die LBP
ohne klinische PD-Symptome auftritt. Diese Falle werden als inzidentelle LBD (iLBD)
bezeichnet [51, 106]. iLBD tritt bei 10-15% der Menschen Uber 60 Jahre auf [11] und
es wird angenommen, dass es sich um eine praklinische Form von PD handelt. Ob
diese Falle tatsachlich eine praklinische Parkinson-Krankheit darstellen, ist umstritten,
da es keinen Beweis dafur gibt, dass diese Falle definitiv zu einer Parkinson-Krankheit
ubergegangen waren, wenn diese Menschen langer Uberlebt hatten. Die
Untersuchung aufeinanderfolgender Falle in grol3en Fallserien und das Erkennen
mehrerer mittlerer Grade der Beteiligung des Hirnstamms, der limbischen Strukturen
und schlieRlich der Grol3hirnrinde deuteten jedoch auf iLBD als Vorstufe der PD hin.
Die Untersuchung des iLBD-Gehirns bietet somit die einzigartige Moglichkeit die
pathologischen Veranderungen zu untersuchen, die vor dem Auftreten von LBs
auftreten. Die Untersuchung dieser Veranderungen hat wahrscheinlich eine hohe
Relevanz fur das Verstandnis der Initiierung und des Fortschreitens der PD-Pathologie
und wird daher die  Entwicklung fruh  wirkender = moglicherweise

krankheitsmodifizierender Interventionen unterstitzen.

A.2. Zielsetzung der habilitationsrelevanten Arbeiten

Neurodegenerative Erkrankungen stellen in einer alternden Gesellschaft eine
zunehmende Herausforderung fur die medizinische Versorgung dar. Das Verstandnis
der Krankheitsursachen ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Entwicklung

neuartiger Therapieformen. Im Rahmen der hier zusammengefassten Arbeiten wurden
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die Effekte Pathologie-assoziierter Proteine auf die Nervenzellfunktion bei AD und PD
untersucht. Dazu wurde eine Kombination aus biochemischen, zellbiologischen und
elektrophysiologischen Methoden angewandt. Ein besonderer thematischer
Schwerpunkt war dabei die Untersuchung friher pathogener Veranderungen, da
deren vertieftes Verstandnis neue therapeutische Strategien ermoglicht pathologische
Veranderungen vor dem Auftreten irreversibler Zelltodereignisse zu beeinflussen bzw.

aufzuhalten.

A.3. Studienmethodik und -Ergebnisse

A.3.1. Untersuchung der Effekte von A auf synaptische und extrasynaptische

Glutamat-Rezeptoren.

Soluble AB oligomers inhibit long-term potentiation through a mechanism

involving excessive activation of extrasynaptic NR2B-containing NMDA

receptors. Li S, Jin M, Koeglsperger T, Shepardson NE, Shankar GM, Selkoe DJ

(2011). The Journal of Neuroscience 31:6627—6638.

Hintergrund: Die Langzeit-Potenzierung (long term potentiation, LTP) ist eine

langandauernde Verstarkung der synaptischen Ubertragung und gilt als wichtiges
elektrophysiologisches Korrelat von Lernen und Gedachtnis. Eine Vielzahl von Studien
legen nahe, dass LTP im Hippocampus durch AB-Peptide gehemmt werden kann [70].
Die molekularen synaptischen Mechanismen, die fur diesen Effekt verantwortlich sind,

waren lange nicht geklart.
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Methoden: Mittels elektrophysiologischer Untersuchungen haben wir an
Gehirnschnitten der Maus und im Zellkulturmodell die Wechselwirkung von A-
Peptiden und spezifischen GluR-Subtypen untersucht [69].

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Es konnte gezeigt werden, dass der hemmende

Effekt von AB auf die LTP-Expression durch Zugabe von GluN2B-spezifischen NMDA-
Rezeptor Antagonisten (Ifenprodil, Ro 25-6981) blockiert werden kann. Andererseits
fuhrte die Behandlung von Gehirnschnitten der Maus mit AB zu einer Stimulation von
GIuN2B-vermittelten lonenstromen, ahnlich wie der Glutamat-

Wiederaufnahmehemmer DL-threo-beta-Benzyloxyaspartate (TBOA) (Abb.1).

300 v V 300
250 —l 250 ‘l\/:
m Ifen+Con m Ifen+Vehicle

e Ifen+AD e Ifen+S26C
Con_TBS 200+ Vehicle
AD_TBS S26C_dimer

fEPSP slope (%)
S
|

fEPSP slope (%)

-20 0 20 40 60
Time (min) Time (min)

Abb 1.: Der GluN2B-spezifische GluR-Antagonist Ifenprodil schiitzt die Expression von LTP nach
Behandlung von akuten Hirnschnitten mit AB. (A) Eluate von Hirngewebe von AD-Patienten
(AD_TBS) blockieren die LTP-Expression ebenso wie die Zugabe von synthetischen AB-Dimeren
(S26C_Dimer), wahrend sich (B) die LTP-Expression mit Ifenprodil (3uM) wieder normalisiert.

Wir schlussfolgerten, dass AB-Peptide ihren hemmenden Effekt auf die LTP durch
sogenannte extrasynaptische GIluN2B-enthaltende GIuRs vermitteln. Wahrend
synaptische GluRs LTP induzieren fordern extrasynaptische GluRs die Expression von
(synaptischer) Langzeit-Depression (LTD) [82]. Synaptische und extrasynaptische

NMDARs sind an unterschiedliche Signalkomplexe gebunden und vermitteln
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divergente zellulare Effekte [44]. Passend dazu fanden wir den Effekt von AB durch
die p38-MAP Kinase vermittelt, da p38-MAP Kinase-Hemmstoffe den Effekt von AB

auf die Expression von LTP hemmten.

Impaired glutamate recycling and GluN2B-mediated neuronal calcium overload

in mice lacking TGF-B1 in the CNS. Koeglsperger T, Li S, Brenneis C, Saulnier JL,

Mayo L, Carrier Y, Selkoe DJ, Weiner HL (2013). Glia 61:985-1002.

Hintergrund: Extrasynaptische GluRs sind mutmalilich fur die Effekte von AR auf die

synaptische Plastizitat relevant. Bis dato waren keine physiologischen Signale
bekannt, die die Menge bzw. Funktion extrasynaptischer GIuRs kontrollieren [44]. In
weiterfUhrenden Arbeiten untersuchten wir daher den Einfluss neurotropher Zytokine
im ZNS auf extrasynaptische GluRs.

Methoden: Vorarbeiten legten einen Effekt des Zytokins Transforming Growth Factor
beta (TGF-B1) nahe. Aufgrund der multiplen und insbesondere der immun-
modulatorischen Effekte von TGF-B1 entwickelten wir zunachst ein geeignetes
Mausmodell um die Effekte von TGF-B1 im ZNS studieren zu kdnnen. Dazu wurde
durch genetische Manipulation eine ZNS-selektive Deletion von TGF-31 erzeugt
(CNS-TGF-B17). Diese Tiere wurden dann mittels elektrophysiologischer und
biochemischer Methoden untersucht. Zudem wurden primare hippocampale Neurone
der Versuchstiere mittels Calcium-Imaging untersucht.

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Ahnlich wie nach der Behandlung mit AB-Peptiden

zeigten CNS-TGF-B1-" Tiere eine verstarkte, GIuN2B-vermittelte LTD (Abb.2). Zudem
zeigte sich eine verminderte Glutamat-Aufnahme in Astrozyten und als Konsequenz
davon eine verstarkte Aktivierung extrasynaptischer GluN2B-enthaltender Glutamat-

Rezeptoren. Wir schlussfolgerten daher, dass TGF-B1 ein wichtiger physiologischer
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Modulator extrasynaptischer GluRs zu sein scheint und die Ap-Effekte auf die

synaptische Plastizitat moglicherweise entscheidend modulieren kann.

A
300 120+
X 250 S
o )
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S 2004 15
[72] [72]
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Abb. 2: TGF-81 moduliert GluN2B-anhidngige LTP im Hippocampus. TGF-B1-defiziente Tiere
(CNS-TGF-B17) zeigen eine gestorte LTP-Expression im Hippocampus. Durch die Zugabe von D-AP5
(0.5 uM) oder dem GIuN2B-spezifischen GluR-Antagonisten R025-6981 (0.5 uM) normalisiert sich die
Expression LTP in diesen Tieren.

A.3.2. Untersuchung der Effekte von Enriched Environment (EE) auf die AB-

Pathologie.

Environmental novelty activates f2-adrenerqic signaling to prevent the

impairment of hippocampal LTP by AB oligomers. Li S, Jin M, Zhang D, Yang T,

Koeglsperger T, Fu H, Selkoe DJ (2013). Neuron 77:929-941

Hintergrund: Korperliches und kognitives Training scheint einen gunstigen Effekt auf

die Krankheitsprogression bei Demenzen aufzuweisen [88]. Die spezifischen
molekularen und zellularen Mechanismen dazu sind bislang nicht abschlie3end

geklart.
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Methoden: In weiteren Untersuchungen wurde daher der Effekt einer stimulierenden
Umgebung (,enriched environment’) auf die hippocampale Plastizitat untersucht. Dazu
wurden Mause entweder in einer Standardumgebung (SH) gehalten oder einem
stimulierenden Umfeld (EE). Die EE-Umgebung umfasste u.a. 2 Laufrader und
mehrere Gegenstande in verschiedenen Formen und Farben. Die Spielzeuge wurden
taglich gewechselt. Die Mause wurden 4 Wochen (2 bis 6 Wochen alt) in SH oder EE
gehalten. Im Anschluss wurden die Gehirne der Tiere entnommen und
elektrophysiologisch und biochemisch untersucht.

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Im Tierversuch konnten wir zeigen, dass ein

abwechslungsreiches Umfeld (EE) zu einer Stimulation von LTP fuhrt [71] sowie zu
einem Wachstum hippocampaler Synapsen. Zudem fuhrte die Haltungsbedingung EE
zu einer Zunahme der synaptischen lonenstrome (sog. mEPSCs) sowie der
Phosphorylierung von GluNA-enthaltenden GluRs (pSer845). Interessanterweise
zeigten die EE-Tiere eine gesteigerte Resistenz gegenuber den Effekten der Ap-
Peptide im Hinblick auf deren LTP-inhibierende Wirkung (Abb.3). Mechanistisch wirkte
die EE-Haltung uber die Aktivierung von [32-adrenergen Rezeptoren und cAMP-
Protein Kinase A (PKA) Signalkaskaden. Versuchstiere, die systemisch 3-Rezeptor-
Agonisten erhielten, waren vor den Effekten von AB auf die synaptische Plastizitat
teilweise geschutzt. Wir schlussfolgerten, dass EE demnach zu einer Aktivierung von
B-Rezeptoren fuhrt und so die schadlichen Effekte von AR auf die synaptische

Plastizitat verhindert.
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Abb. 3: Blockade von p-Rezeptoren verhindert die protektiven Effekte einer
abwechslungsreichen Umgebung auf das hippocampale LTP. (A) Die Haltung der Tiere in einer
abwechslungsreichen Umgebung (eng. enriched environment, EE) fiihrt zu einer verstarkten Expression
von LTP im Hippocampus im Vergleich zu Standard-Bedingungen (engl. standard housing, SH). Die
Blockade von Beta-Rezeptoren durch die Gabe von Propranolol (0.2 g/l im Trinkwasser) verhindert die
verstarkte LTP-Expression. (B) Die Behandlung mit Propranolol verhindert die protektiven Effekte von
EE auf die Effekten von AB.

A.3.3. Untersuchung der Effekte von BACE auf Kainat-Rezeptoren im

Hippocampus.

Mouse brain proteomics establishes MDGA1 and CACHD1 as in vivo substrates

of the Alzheimer protease BACE1. Njavro JR, Klotz J, Dislich B, Wanngren J,

Shmueli MD, Herber J, Kuhn P, Kumar R, Koeglsperger T, Conrad M, Wurst W,
Feederle R, Vlachos A, Michalakis S, Jedlicka P, Muller SA, Lichtenthaler SF (2020)

Faseb J 34:2465-2482. doi: 10.1096/f].201902347r

Seizure protein 6 controls glycosylation and trafficking of kainate receptor

subunits GluK2 and GluK3. Pigoni M, Hsia H-E, Hartmann J, Njavro JR, Shmueli
MD, Muller SA, Giner G, Tushaus J, Kuhn P-H, Kumar R, Gao P, Tran ML,
Ramazanov B, Blank B, Ederveen ALH, Blume JV, Mulle C, Gunnersen JM, Wuhrer
M, Rammes G, Busche MA, Koeglsperger T, Lichtenthaler SF (2020) Embo J

e103457.
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Hintergrund: Die Erzeugung von AB setzt zwei aufeinanderfolgende enzymatische
Spaltungen im Amyloid-Vorlauferprotein APP voraus. Die Spaltung durch die sog.
Beta-Secretase (BACE) im extrazellularen Teil des APP setzt dabei ein losliches
extrazellulares Fragment frei [122] und tragt somit ursachlich entscheidend zur
Entstehung der AD-Pathologie bei [108]. BACE stellt daher ein wichtiges
therapeutisches Target bei der Alzheimer-Erkrankung dar und BACE1-Hemmstoffe
wurden bereits in klinischen Studien weiterfuhrend untersucht. Allerdings wurden bei
der Untersuchung der Effekte dieser Substanzen Nebenwirkungen festgestellt wie z.B.
psychiatrische Auffalligkeiten und vermehrte Stirze [31, 46]. Diese Symptome
resultieren vermutlich aus dem Effekt von BACE auf andere Substrate, da BACE
neben APP auch multiple andere Proteine schneidet und deren physiologische
Funktion somit beeintrachtigt [126, 129]. Die ldentifikation und Charakterisierung
zusatzlicher BACE-Substrate in vivo wird die therapeutische Nutzbarkeit der BACE-
Hemmung verbessern [121].

Methoden: Um BACE1-Substrate mit in-vivo-Relevanz zu identifizieren, verwendeten
wir auf Isotopenmarkierung basierende quantitative Proteom-Untersuchungen. Wir
untersuchten dazu ZNS-Gewebe von Wildtyp- und BACE1 Knockout-Tieren.

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Mit diesem Ansatz identifizierten wir einige

bekannte = BACE1-Substrate. Zusatzlich wurden MAM domain-containing
glycosylphosphatidylinositol anchor protein 1 (MDGA1) und vVWFA and cache domain-
containing protein 1 (CACHD1), die jeweils wichtige Funktionen bei der synaptischen
Ubertragung haben, in vivo durch Immunblots und unter Verwendung von priméren
Neuronen und Mausgehirnen als neue BACE1-Substrate identifiziert und validiert.
Weiterfuhrende Untersuchungen haben zudem die Effekte der BACE-Hemmung auf

das seizure protein 6 (SEZ6) untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass SEZ6 die

16



Kumulative Habilitationsschrift, Dr. med. Thomas Koglsperger

Oberflachenexpression von GluRs vom Kainattyp (GluK2 und GIluK3) moduliert.
Passend dazu modulierte SEZ6 die Kainatrezeptor-vermittelten Strome in akuten
Gehirnschnitten der Maus (Abb.4). Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass SEZ6
die (human natural killer-1) HNK-1-Glykanmodifikation von GluK2 und GIluK3
kontrolliert und somit dessen Sekretion bzw. Membraninsertion beeinflusst. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen haben somit zum Verstandnis der BACE-Effekte
im Gehirn beigetragen und konnen die Entwicklung von BACE-Inhibitoren bei der

Alzheimer-Krankheit unterstitzen.
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Abb. 4: Genetische Ablation von SEZ6 reduziert Kainat-induzierte Strome im Hippocampus der
Maus. Stromkurven von Whole-Cell-Ableitungen von CA1 Pyramidenneuronen von WT und SEZ6 KO
Mausen. Die Zugabe von Kainat (10 uM) fihrt zu einem Einwartsstrom durch Kainatrezeptoren, der im
SEZ6 KO Tier in Folge der reduzierten KA-Rezeptordichte schwéacher ausgepragt ist.

A.3.4. Die Rolle des Fragile X Proteins FMRP bei der Parkinson-Erkrankung.

Loss of fragile X mental retardation protein precedes Lewy patholoqy in

Parkinson'’s disease. Tan Y, Sgobio C, Arzberger T, Machleid F, Tang Q, Findeis E,

Tost J, Chakroun T, Gao P, Hollerhage M, Boétzel K, Herms J, Hoglinger G,

Koeglsperger T (2020). Acta Neuropathologica Feb;139(2):319-345.
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Hintergrund: Das Fragile X Syndrom (FXS) ist die haufigste erbliche Form der

intellektuellen Leistungsminderung und die haufigste durch ein einzelnes Gen
verursache Ursache fur Autismus [42]. Das FXS wird verursacht durch eine instabile
(‘fragile') Expansion von CGG-Triplets in der 5-UTR des Fragile X Mental Retardation
Gens (FMR1). Diese Veranderung verhindert die Transkription von FMR1 und fuhrt zu
einem Verlust des FMR17-Genproduktes, des Fragile X Mental Retardation Protein
(FMRP) [37, 123]. FMRP interagiert direkt mit neuronalen mRNAs [2, 115] und
reduziert deren Translation im Gehirn [27]. Es wird angenommen, dass etwa 4% aller
MRNAs im ZNS an FMRP binden und durch FMRP reguliert werden [3]. Der Verlust
von FMRP beim FXS resultiert in einer Aktivierung der durch Phosphorylierung von
mTOR (regulatory-associated protein of the mammalian target of rapamycin) und ERK
(extracellular signal-regulated kinase) Signalkaskaden [103]. Deshalb ist die neuronale
Proteinsynthese in Nervenzellen in Abwesenheit von FMRP um ca. 15-20% gesteigert
[89, 99, 100]. Dieser Mechanismus scheint eine wichtige Rolle bei der
Pathophysiologie des Fragilen X Syndroms zu spielen [10, 49]. FMRP-regulierte
MRNAs umfassen eine breite Gruppe von Proteinen, welche die neuronale
Erregbarkeit, lonen-Homoostase und Generation von Aktionspotentialen kontrollieren
[17, 67, 105, 128]. Zudem beeinflusst FMRP die Funktion mehrerer lonenkanale
mittels direkter Protein-Protein-Interaktionen und unabhangig von der Regulation der
Proteinsynthese [26, 35]. Beispielsweise wurde eine Interaktion der C-terminalen
Domane von FMRP mit der a1-Untereinheit des sogenannten N-Typ Calciumkanales
(Cav2.2) gezeigt, was zu dessen Proteasom-abhangigen Degradierung fuhrt. Die
Reduktion von FMRP fuhrt daher zu einem verminderten Cay2.2 Umsatz und zu einer
gesteigerten Anzahl von Cayv2.2-Untereinheiten in der Plasmamembran und einem

gesteigertem Cay2.2-vermitteltem N-Typ Calciumstrom.
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Methoden: Um die Rolle von FMRP bei der Parkinson-Erkrankung zu untersuchen
haben wir Untersuchungen in Zellkultur, an Versuchstieren sowie an postmortalem
Gewebe von Patienten mit Lewy-Pathologie durchgefuhrt.

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Im Rahmen von Studien in Zellkultur konnten wir

zeigen, dass die Uberexpression von o-Syn zu einer Reduktion von FMRP fiihrt.
Dieser Effekt wird - anders als beim FXS - posttranslational durch Proteinkinasen
vermittelt. Analog zum FXS fuhrt der Verlust von FMRP in humanen DA-Nervenzellen
in Kultur zu einer Aktivierung der Proteintranslation und einer Stimulation von N-Typ
Calciumkanalen. Dieser Effekt liel3 sich analog im Tiermodell nachvollziehen, wo die
stereotaktische Injektion von «-Syn-exprimierenden Adenoviren zu einer
Verminderung von FMRP in DA-Nervenzellen der SNc fuhrte. Zusatzlich zu Zellkultur-
und Tiermodellen haben wir den Effekt von a-Syn auch in postmortalem Gewebe von
Parkinson-Patienten und nicht-erkrankten Kontrollen untersucht. Interessanterweise
fand sich dabei gleichermallen ein Verlust von FMRP in DA-Nervenzellen in der
Substantia nigra von Parkinson-Patienten (Abb.5). Der Verlust von FMRP geht dabei
dem Auftreten der Lewy-Pathologie wahrscheinlich um Jahre voraus, da sich in der
SNc bereits im Braak-Stadium 1 und 2 ein Verlust von FMRP nachweisen lasst, d.h.

noch bevor Lewy-Korperchen in der SNc nachweisbar sind [13].
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Abb. 5: Die Expression von FMRP in der humanen SNc ist vor Auftreten der Lewy-Pathologie
reduziert. Inmunhistochemische (IHC) Untersuchung von humanem postmortalem SNc Gewebe. Die
Hellfeld-Mikroskopie (engl. brightfield) zeigt Neuromelanin-haltige DA-Neurone der SNc. Wahrend im
Kontroll-Gewebe eine zytoplasmatische FMRP-Expression nachweisbar ist, zeigen Falle mit LBP ab
dem Braak-Stadium 1 ein Fehlen von FMRP.

Der Verlust von FMRP ist daher als fruihe molekulare Veranderung bei der Parkinson-
Krankheit anzusehen und tragt wahrscheinlich zu der neuronalen Dysfunktion und
Degeneration von DA Nervenzellen ursachlich bei. Zukunftige Untersuchungen
werden die spezifischen zellphysiologischen Konsequenzen fur die neuronale

Erregbarkeit von DA-Neuronen zu untersuchen haben.

A.3.5. Extrazellulare Vesikel als Mediatoren der Krankheitsprogression bei der

Parkinson- und Alzheimer-Krankheit.
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Fibroblast Growth Factor 2-Mediated Requlation of Neuronal Exosome Release

Depends on VAMP3/Cellubrevin_in Hippocampal Neurons. Kumar R, Tang Q,

Muller SA, Gao P, Mahlstedt D, Zampagni S, Tan Y, Klingl A, Botzel K, Lichtenthaler

SF, Hoglinger GU, Koeglsperger T (2020). Adv Sci 7:1902372.

Hintergrund: Extrazellulare Vesikel (EVs) sind kleine Membranvesikel, die bioaktive

Molekule wie Proteine, RNA oder DNA zwischen verschiedenen Zellen transportieren.
EVs konnen im Blut und der Extrazellularflissigkeit grof3ere Strecken zurtcklegen und
somit Nachrichten zwischen verschiedenen Organsystemen ubermitteln. Zudem
haben EVs ein grol3es Potential als diagnostische und therapeutische sog. Nanocarrier
[60, 73]. Im ZNS werden EVs von Neuronen und Glia freigesetzt [18, 36], um die
neuronale Erregbarkeit [1, 38, 104] und synaptische Plastizitat [4, 56, 58, 59, 127] zu
modulieren. Das Vorkommen von EVs im Liquor unterstreicht ihre Bedeutung fur die
ZNS-Physiologie [23]. Zudem tragen EVs zu der Transmission pathogener Proteine
bei der Alzheimer- und Parkinson-Krankheit bei [41, 96, 107, 111]. Es wird dabei davon
ausgegangen, dass sog. ,Seeds” von a-Syn und AB mit Hilfe von EVs von Zelle zu
Zelle transportiert werden und dadurch die fur die Erkrankung pathognomonischen
Proteinaggregate somit, ahnlich einem Prion, propagiert werden. Das Verstandnis der
molekularen und zellularen Mechanismen der EV-Generation und -Freisetzung
verspricht deshalb ein besseres Verstandnis der Krankheitsprogression und stellt
moglicherweise einen Ansatzpunkt fur eine den Krankheitsverlauf modifizierende
Therapie dar.

Methoden: Mittels einer Kombination von Patch-Clamp-Elektrophysiologie und pH-
sensitiver Fluoreszenzindikatoren haben wir die Freisetzung von EVs aus priméaren,
hippocampalen Nervenzellen in Echtzeit untersucht. Dazu wurde eine
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Expressionsplasmid generiert, dass fur ein Fusionsprotein bestehend aus CD63 und
pHIluorin kodiert. Durch dieses Konstrukt wird eine Expression von phluorin in
multivesikularen Endosomen (MVBs) sowie auf EVs ermoglicht. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurde damit die Fusion von MVBs mit der Plasmamembran
untersucht. Dazu wurde eine Kombination aus Fluoreszenzmikroskopie und Whole-

Cell Patch-Clamp Elektrophysiologie angewandt.

Ergebnisse & Schlussfolgerung: Unsere Experimente zeigten, dass die Freisetzung
von EVs - ahnlich wie die Freisetzung von Neurotransmitter-Vesikeln - prinzipiell durch
einen elektrischen Reiz  ausgelost  werden kann. Dieser Reiz-
Reaktionszusammenhang trifft allerdings, anders als bislang vermutet [5, 32, 33, 40],
nur auf etwa 10% der Nervenzellen zu. Die Anzahl der Neurone, die einen Stimulus-
induzierten EV-Release aufweisen, lasst sich durch bestimmte Wachstumsfaktoren,
wie z.B. den Fibroblasten-Wachstumsfaktor Basic Fibroblast Growth Factor 2 (bFGF)

signifikant auf um 60% steigern (Abb.6).
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Abb. 6: Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) steigert die Fusionsrate von multivesikuldren
Endosomen mit der Plasmamembran. (A) Echtzeit-Epifluoreszenzmikroskopie in Kombination mit
Whole-Cell Patch-Clamp Ableitungen von CD63-pHluorin-transduzierten hippocampalen Neuronen mit
und ohne Zugabe von bFGF (50 ng/ml). (B,C) Relatives pHIluorin Fluoreszenzsignal nach Applikation
eines Hochfrequenzstimulus (HFS; 1 s, 1 Hz). (D) Relativer Anteil der Neurone, bei welchen eine
Steigerung der Fluoreszenz unter den genannten Bedingungen nachweisbar war.
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Massenspektrometrische Proteom-Analysen der EV-Zusammensetzung zeigten eine
Veranderung sog. SNARE-Proteine in bFGF-behandelten Zellen. Insbesondere fuhrte
bFGF zu einer Zunahme des (vesikularen) SNARE-Proteins VAMP3. Ein Knock-Down
von VAMP3 mittels siRNAs fuhrte dagegen zu einer Verminderung der Freisetzung
von Exosomen. In der Zusammenschau ermoglichen diese Ergebnisse somit neue
Erkenntnisse Uber die molekularen Mechanismen der Exosomenfreisetztung in
Nervenzellen. Zukunftige Arbeiten sollten an diese Befunde anknupfen und die
Relevanz der identifizierten SNARE-Proteine fur die Krankheitsprogression
neurodegenerativer Erkrankungen wie z.B. bei der Parkinson- oder Alzheimer-

Krankheit untersuchen.

Basic Fibroblast Growth Factor 2-Induced Proteome Changes Endorse Lewy

Body Patholoqy in Hippocampal Neurons. Kumar R, Donakonda S, Miuller SA,

Lichtenthaler SF, Botzel K, Hoglinger GU, Koeglsperger T (2020). Cell I1Science

23:101349.

FGF2 affects Parkinson’s disease-associated molecular networks through

exosomal Rab8b/Rab31. Kumar R, Donakonda S, Muller SA, Botzel K, Hoglinger GU,

Lichtenthaler S, Koeglsperger T (2020) . Frontiers in Genetics, 11:572058.

Hintergrund: Neben der mechanistischen Bedeutung extrazellularer Vesikel sind

diese auch im Sinne krankheits-assoziierter Biomarker interessant.

Methoden: In weiterfuhrenden bioinformatischen Untersuchungen haben wir daher
Protein-Protein-Interaktionen von EVs in Zellkulturmodellen untersucht. Wir haben
dazu primare hippocampale Neurone in Kultur mit bFGF behandelt und die

Proteinzusammensetzung der EVs mittels Massenspektrometrie untersucht [63, 64].
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Ergebnisse & Schlussfolgerung: Bei n = 235 signifikant hochregulierten Proteinen

fanden wir, dass bFGF die beiden Rab-Proteine Rab8b und Rab31 spezifisch in EVs
anreichert. Infolgedessen untersuchten wir die Wechselwirkungen von Rab8b und
Rab31 mithilfe einer Netzwerkanalyse. Dazu haben wir ein Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk (PPiN) fur diese Rabs entwickelt und dessen Interaktion mit
Parkinson-assoziierten Proteinen in verschiedenen zellularen Komponenten des
Zentralnervensystems (ZNS), in verschiedenen Hirnregionen und im enterischen
Nervensystem identifiziert (ENS). Insgesamt wurden n = 126 direkte oder indirekte
Wechselwirkungen fur zwei Rab-Kandidaten identifiziert. Zusammenfassend zeigen
diese Erg se die Relevanz der bFGF-induzierten Rab-Anreicherung und ihr
Potenzial zur Regulierung der PD-Pathophysiologie. Ergdnzend dazu haben wir
ebenfalls den Einfluss von bFGF auf das Proteom hippocampaler Neurone mittels
Massenspektrometrie untersucht. Wir identifizierten dabei n = 2.310 differentiell
exprimierte Proteine (DEPs), die durch bFGF induziert wurden. Wir haben eine
gewichtete Protein-Coexpressions-Netzwerkanalyse (WPCNA) angewendet, um
Proteinmodule aus DEPs zu generieren und sie auf veroffentlichte LBP-Datensatze
abzubilden. Dieser Ansatz ergab n = 532 mit der Lewy-Pathologie verknupfte DEPs,
die wichtige a-Syn-interagierende Proteine, LBP-assoziierte RNA-bindende Proteine
(RBPs) sowie neuronale lonenkanale und Rezeptoren umfassen und die den Beginn

und das Fortschreiten von LBP beeinflussen kdnnen (Abb.7).
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Abb. 7: Modulare Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen den Top 5%
Kandidatenproteinen und deren Wechselwirkungen mit a-Syn-Interaktionspartnern.

Zusammenfassend bestatigt unsere tiefe Proteomanalyse den mdglichen Einfluss der

bFGF-Signalubertragung auf LBP-bezogene Proteomveranderungen und damit

verbundene molekulare Wechselwirkungen.

A.3.6. Expression von miRNAs als Biomarker der Parkinson-Krankheit

Differential expression of gqut miRNAs in idiopathic Parkinson’s disease. Kurz A,

Kumar R, Northoff BH, Wenk C, Schirra J, Donakonda S, Hoglinger GU, Schwarz J,
Rozanski V, Hubner R, Botzel K, Holdt L, & Koeglsperger T. (2021); Parkinsonism &

Related Disorders; https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2021.05.022

Hintergrund: Um fruh im Krankheitsverlauf auftretende Veranderungen zu

untersuchen, ist gut zugangliches und risikoarm zu gewinnendem Gewebe notwendig.
Jungste Forschungsergebnisse legen nahe, dass das enterische Nervensystem (ENS)

bei der Parkinson-Krankheit (PD) betroffen ist, da frihere Biopsie- und
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Autopsiestudien eine Lewy-ahnliche Synucleinopathie im ENS von PD-Patienten
zeigten [7]. Zusatzlich zu diesen pathologischen Befunden konnen gastrointestinale
(Gl) Symptome wie z.B. Verstopfung haufig bei Parkinson auftreten und sich
manchmal Jahre vor den motorischen Anzeichen der Krankheit bemerkbar machen
[93]. Da das Auftreten von LTS in enterischen Neuronen der LB-Pathologie im Gehirn
vorausgehen kann, fuhrten diese Ergebnisse zu der Hypothese, dass PD durch einen
Umweltpathogen verursacht wird. Nach Durchbruch der Schleimhautbarriere des Gl-
Trakts |0st es einen pathologischen Prozess in enterischen Neuronen aus, und dieser
Prozess schreitet Uber die autonomen Nerven des Darms zum ZNS voran [45]. Infolge
dieser Hypothese untersuchten frihere Studien den diagnostischen Wert von LTS im
Darmgewebe als Biomarker fur fruhe Krankheiten bei Parkinson. Viele dieser Berichte
haben jedoch Bedenken hinsichtlich der Spezifitat von enterischem a-Syn geaullert,
da seine Immunreaktivitat auch bei gesunden Personen beobachtet wurde [25, 124].
Diese Diskrepanz kann teilweise auf technische Schwierigkeiten zurtickzufuhren sein,
die mit der Vorbereitung menschlicher Gewebeproben zum Nachweis von o-Syn
verbunden sind. Daher bleibt der diagnostische Gesamtwert des Nachweises von LTS
in Gl-Biopsien zur Diagnose von PD derzeit ungewiss. DarUber hinaus hat die
Untersuchung von enterischem o-Syn keinen weiteren Einblick in die spezifische
Ursache von GI-Symptomen geliefert. Daher besteht ein Bedarf an alternativen Gl-
Biomarkern bei Parkinson, die das Verstandnis der GI-Dysfunktion und der
molekularen Mechanismen des Ausbruchs von Krankheiten bei Parkinson
unterstutzen.

Methoden: Im Rahmen einer klinischen Diagnostikstudie haben wir daher mikro RNAs
(miRNAs) in Darmbiopsien von Parkinson-Patienten und gesunden Kontrollprobanden
untersucht. Hierzu untersuchten wir die Expression von miRNAs in routinemafigen

Kolonbiopsien von n = 13 PD-Patienten und n = 17 gesunden Kontrollpersonen.
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Ergebnisse & Schlussfolgerung: Beim Vergleich beider Gruppen fanden wir eine

Reihe von differentiell exprimierten, mit Submukosa angereicherten miRNAs mit hsa-
mMiRNA-486-5p mit der hdochsten Spezifitat fur PD (Abb.8). Unsere Ergebnisse zeigten,
dass die Expression von miRNA-486-5p mit dem Alter und der Schwere der
Erkrankung bei PD korreliert. Nachgeschaltete Bioinformatik-Analysen identifizierten
eine Reihe von miRNA-486-5p-Zielgenen und die damit verbundenen molekularen
Pathways im ENS. Zusammenfassend werden unsere Ergebnisse die Untersuchung
von miRNAs als diagnostische Biomarker bei Parkinson unterstitzen und zum

Verstandnis der GI-Symptome bei Parkinson beitragen.
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Abb. 8: miR-486-5p ist verstirkt in der Submukosa von PD-Patienten nachweisbar. (A-C)
Hypothesen-freie Sequenzierung von mirRNAs aus Routinebiopsien von Parkinson-Patienten und
gesunden Kontrollprobanden zeigte eine Anreicherung von miR-486-5p. (D) Die Expression von miR-
486-5p segregiert in die Submukosa, wahrend die Expression in der Mukosa nur schwach ausgepragt
ist.
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A.4. Zusammenfassung und Ausblick

Neurodegenerative Erkrankungen stellen in einer alternden Gesellschaft eine
zunehmende Herausforderung dar. Fir eine Vielzahl neurodegenerativer Prozesse
wurden in der Vergangenheit histopathologische Korrelate beschrieben, die allerdings
haufig den Endzustand eines langerfristigen degenerativen Prozesses beschreiben,
wahrend die frih im Krankheitsverlauf auftretenden Veranderungen nur unvollstandig
verstanden sind. Andererseits ware ein besseres Verstandnis dieser fruhen
molekularen und zellularen Prozesse eine wichtige Voraussetzung fur die Entwicklung
zielgerichteter, den Krankheitsverlauf modifizierender Therapieformen und neuartigen
Diagnosemethoden  zur  Fruherkennung.  Der  Schwerpunkt der  hier
zusammengefassten Arbeiten ist in der Untersuchung fruher molekularer und
zellularer Veranderungen bei der Alzheimer- und Parkinson-Krankheit zu sehen. Bei
der Alzheimer-Krankheit haben wir vor allem die Effekte von AR auf die synaptische
Plastizitat untersucht [69, 71]. Die von uns identifizierten Mechanismen haben zu
einem besseren Verstandnis der Storung synaptischer Plastizitat bei AD beigetragen,
die besonders in der Fruhphase der Erkrankung noch vor dem Auftreten von
neuronalem Zelltod relevant sein durften. Ebenfalls als relevant sind die funktionellen
Veranderungen zu sehen, die aus der Hemmung von BACE1 — einem wichtigen
therapeutischem Target bei AD — entstehen. Dabei konnten wir zeigen, dass SAZ6,
ein BASE1-Substrat, die Glykosilierung und Membraninsertion neuronaler
Kainatrezeptoren GIuK2 und 3 verandert [87, 95].

Bei der Parkinson-Erkrankung haben wir mit FMRP ein Protein identifiziert, dass
ebenfalls fruhzeitig im Krankheitsverlauf und noch vor dem Auftreten von Lewy-
Korperchen verloren geht [119]. Zukunftige Untersuchungen werden die spezifischen
zellphysiologischen Konsequenzen fur die neuronale Erregbarkeit von DA-Neuronen

zu untersuchen haben und deren Bedeutung flur die selektive Vulnerabilitat von SNc
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Neuronen. In physiologischen Modellen haben wir mit bFGF einen Modulator der EV-
Freisetzung identifiziert [65] und dessen Effekt auf PD-relevante molekulare
Netzwerke untersucht [64]. Erweiterte bioinformatische Analysen wurden zudem zum
Effekt von bFGF auf die Autophagie-relevanten Rab-Proteinen angefertigt [63].
Insgesamt haben die hier zusammengefassten Arbeiten neue und bislang
unbekannte Targets friher krankheitsassoziierter Veranderungen identifiziert oder das

Wissen Uber deren mechanistischen Beitrag erweitert.
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Psychiatrie; ihm danke ich fur seine fundierte Ausbildung und die Begeisterung fur
experimentelle Forschung, die er mir vermittelt hat.

Herr Dr. Howard Weiner, Robert Kroc Professor of Neurology, Harvard Medical
School gilt mein besonderer Dank fur seine Unterstutzung wahrend meines
Postdoktorates.

AuRerdem mochte ich allen an den Publikationen beteiligten Studenten und
Doktoranden meiner Arbeitsgruppe. Besonders erwahnt werden sollen hier Herr Yi
Tan, Herr Rohit Kumar, Herr Qilin Tang, Herr Pan Gao, Frau Anna Kurz sowie Herr

Felix Machleid.

Schliel3lich und ganz besonders herzlich danke ich meinen Eltern, Thomas und

Brigitte sowie meiner Familie mit Marie, Benno M. und Antonia M. fur lhre Liebe und

Unterstutzung.
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