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Abstract

Der Morbus Parkinson (MP) ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung
weltweit. In Deutschland sind ca. 400 000 Menschen an MP erkrankt. Aufgrund des
demographischen Wandels ist eine Erh6hung dieser Zahl zu erwarten. Die zuerst durch
James Parkinson beschriebene Krankheit ist charakterisiert durch die vier
Kardinalsymptome Rigor, Tremor, Akinese und posturale Instabilitit. Obwohl die
Atiologie noch nicht vollstindig geklirt ist, scheinen Interaktionen aus oxidativem Stress,
mitochondriale Dysfunktionen und Umweltfaktoren eine zentrale Rolle zu spielen. DJ-1,
ein Gen welches sich in 1% der ,,early-onset“ MP-Fille als mutiert zeigt, wurden
verschiedene zellschiitzende und antioxidative Funktionen zugeschrieben. Unter anderem
produziert DJ-1 als Glyoxalase zwei Sduren, Glycolsdure (GS) und D-Laktat (DL), die
thre Neuroprotektion gegeniiber Paraquat (PQ) in vitro bewéhrt haben. Paraquat und
Rotenon sind zwei Pestizide, die als Risikofaktor fiir die Entstehung eines MP bestitigt
worden sind. Beide Pestizide entfalten ihre toxische Wirkung, indem sie durch erhéhten
oxidativen Stress eine Dysfunktionalitit des Mitochondriums beglinstigen. Eine
chronische PQ-Exposition flihrte im Tiermodell zu einem signifikanten dopaminergen
Zellverlust, was sich klinisch in motorischen Einschrinkungen im Sinne der vier
Kardinalsymptome des MP sichtbar machte. Eine orale Rotenon-Exposition konnte bei
Wildtyp-Maiusen die Pathophysiologie des MP erzeugen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde im Mausmodell einerseits die Auswirkung eines funktionslosen Dj-/-Gens auf die
Toxizitdt von PQ und Rotenon untersucht, andererseits wurde untersucht, ob GS und DL
der PQ-Toxizitit entgegenwirken konnten. Die alleinige Exposition mit PQ fiihrte zu
einer Neurodegeneration der SNc bei den sechs bis acht Wochen alten Dj-/-knockout-
Miusen. Bei gleichzeitiger Zufuhr von DL oder GS konnte diese Neurodegeneration
allerdings aufgehalten werden. FEine Exposition mit Rotenon erzeugte keine
Neurodegeneration der SNc¢ bei einjdhrigen Dj-/-knockout-Mausen. Die Entdeckung der
potenziell neuroprotektiven Eigenschaften von GS und DL wiirde somit bedeuten, dass
eine krankheitsmodifizierende Therapie des MP moglich ist. In diesem Zusammenhang
kann die weitere Erforschung der Parkinson-assoziierten Gene zur Entdeckung von

weiteren Therapiemdoglichkeiten eine zentrale Rolle einnehmen.
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1 Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch einen kontinuierlichen, nicht zu stoppenden
Verlust an Nervenzellen in unterschiedlichen Regionen des Gehirns gekennzeichnet.
Unter diesem Begriff werden verschiedene neurologische Diagnosen vereinigt, unter
anderem Morbus Alzheimer, die frontotemporale Demenz, die Lewy-Body-Demenz, der
Morbus Parkinson oder atypische Parkinsonsyndrome wie zum Beispiel die progressive

supranukledre Blickparese.

Obwohl jede der oben genannten Erkrankung ihre eigenen spezifischen Eigenschaften
hat, tiberschneiden sich die Krankheitsbilder oft in ihrer Symptomatik, was eine richtige
Diagnosestellung deutlich erschweren kann. Beispielsweise sind oft &hnliche motorische
und kognitive Beeintrichtigungen in allen neurodegenerativen Erkrankungen
aufzufinden. Auch im pathologischen Befund gibt es eine Gemeinsamkeit: Man geht
davon aus, dass sich sowohl extrazellulédr als auch intrazelluldr unlosliche, fehlgefaltete
Proteine ansammeln, Aggregate bilden und als Ausldser der Krankheit wirken [1]. Beim
Morbus Alzheimer bilden sich zum Beispiel extrazelluldr B-Amyloid Plaques und
intrazelluldr Tau-Aggregate. Beim Morbus Parkinson bestehen die intrazelluldren
Aggregate aus a-Synuklein, sodass der Morbus Parkinson zu der Gruppe der

Synukleopathien gezéhlt wird [2].

Weltweit sind neurodegenerative Erkrankungen, vor allem in der dlteren Bevolkerung,
eine hdufige Ursache fiir Morbiditdt und Mortalitit. Morbus Alzheimer ist die haufigste

neurodegenerative Erkrankung, gefolgt an zweiter Stelle vom Morbus Parkinson [3].
1.2 Der Morbus Parkinson
1.2.1 Epidemiologie

Der Morbus Parkinson (MP) ist weltweit die hdufigste Synukleopathie. Unabhingig vom
Alter erkranken in Europa 11-19/100 000 Einwohner pro Jahr an MP, wobei diese Zahl
auf 346/100 000 Einwohner steigt, wenn nur die dltere Bevolkerung (Alter > 60 Jahre) in
Betracht gezogen wird. Gleiches gilt fiir die Priavalenz des MP: In der
Gesamtbevolkerung liegt sie zwischen 0,1-0,3% und kann mit zunehmendem Alter bis
um das 10-fache steigen [4-6]. Zudem tragt der demographische Wandel auch seinen Teil

bei: Man geht davon aus, dass die Prdvalenz des MP aufgrund des Alterns der



Bevolkerung weiterhin steigen und sich in den nidchsten zwei Jahrzehnten sogar
verdoppeln wird (Abbildung 1). Im Jahr 2040 wird auf eine Pridvalenz von iiber 12
Millionen Erkrankten weltweit spekuliert, die sogar auf iiber 17 Millionen steigen konnte,
wenn man Einflussgroen wie eine verldngerte Lebensdauer, einen niedrigeren
Nikotinkonsum und eine steigende Industrialisierung in Betracht zieht (Abbildung 2) [7,
8]. Die Mortalitdt des MP ist im Vergleich zur Normalbevdlkerung erst nach zehn Jahren

Krankheitsverlauf erhoht [9].
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Abbildung 1: Weltbevilkerung iiber 65 Jahre, 1990 — 2040 (iibernommen von Dorsey et al.) [8]
Obwohl es im Jahr 2015 erst 600 Millionen Menschen iiber 65 Jahren gab, wird davon ausgegangen, dass
diese Zahl sich bis 2040 mehr als verdoppeln wird. [8]
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Abbildung 2: Weltweite Privalenz des MP, 1990 — 2040 (iibernommen von Dorsey et al.) [8]

Es ist eine deutliche Steigerung der Anzahl an Patienten zu erkennen. Diese Zahl wird, wenn weitere
Faktoren wie die Verldngerung der Lebensdauer, die Verringerung des Nikotinkonsums oder die steigende
Industrialisierung in Betracht gezogen werden, weiter steigen. [8]

1.2.2 Klinische Symptomatik und Diagnosekriterien

1817 beschrieb James Parkinson in seinem Buch ,,An Essay On The Shaking Palsy* zum
ersten Mal die typischen motorischen Symptome des MP und erorterte diese als
unwillkiirliche, zitternde Bewegungen, muskuldren Kraftschwund und die Neigung, den
Oberkorper nach vorne zu beugen, die sogenannte Kaptokormie (Abbildung 3) [10].
Heutzutage wird der MP anhand vier motorischer, sogenannter Kardinalsymptome:
Rigor, Ruhetremor (4-6 Hz), Akinese und posturale Instabilitit charakterisiert, wobei
auch andere motorische Symptome wie Hypophonie, Hypomimie oder Dysphagie présent
sein konnen [11]. Mit der Jahrtausendwende traten die nicht-motorischen Symptome
(NMS) des MP und ihre Haufigkeit immer mehr in den Vordergrund. Tatséchlich leiden
iiber 90% der MP-Erkrankten an NMS [12]. Darunter werden verschiedene vegetative
Symptome wie Sialorrhd, Hyperhidrose, orthostatische Hypotension, beeintrachtigtes
Temperaturempfinden, eine gestorte Blasenfunktion und gastrointestinale Storungen
gezdhlt. Auch die Hyposmie, die Fatigue, der Schmerz, REM- und weitere Schlaf-
Storungen konnen vorhanden sein. Weiterhin kdnnen kognitive Symptome wie z. B. ein
,»mild cognitive impairment* (MCI) bis hin zur Demenz oder psychische Symptome, wie
z. B. Depression, Teil der nicht-motorischen Symptomatik sein [13-16]. Die NMS sind
im Rahmen des MP aufgrund mehrerer Ursachen in den Vordergrund geraten. Zunéchst,
wie oben schon beschrieben, zeigen die meisten der an MP erkrankten Menschen diese

Symptome — sie sind also nicht selten. AuBlerdem ist belegt, dass die Anzahl der NMS
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mit dem Krankheitsverlauf korreliert: Je mehr NMS ein Patient hat, desto schwerer ist
das klinische Krankheitsbild, vor allem, weil die betroffenen Patienten oftmals an
mehreren NMS gleichzeitig leiden [12, 17]. Des Weiteren konnen die NMS, vor allem
REM-Schlaf-Stérungen, gastrointestinale Stdorungen und Hyposmie, mehrere Jahre vor
den ausschlaggebenden motorischen Symptomen auftreten und somit der Fritherkennung

eines MP dienen [18-22].

Abbildung 3: Patient mit Morbus Parkinson (iibernommen von Sir William R. Gowers aus ,,A
manual of diseases oft the nervous system*) [23]

Man erkennt eine deutliche Kaptokormie, eine Hypomimie (als Folge der Akinesie) und gebeugte
Ellbogen-, Hand-, Finger-, Hiift- und Kniegelenke. Bei Bewegung sind eine posturale Instabilitdt und ein
kleinschrittiges Gangbild mit Fallneigung und fehlender Mitbewegung der Arme festzustellen.

Bis 2023 galten laut der Leitlinie ,,Idiopathisches Parkinson-Syndrom* der Deutschen
Gesellschaft fiir Neurologie (DGN) die Kriterien der UK-Parkinson’s-Disease-Society-
Brain-Bank als Goldstandard zur klinischen Diagnosestellung eines MP [24]. Hier
nehmen vor allem die vier motorischen Kardinalsymptome und die motorische
Verbesserung der Symptomatik durch eine Levodopa-Therapie, aber auch der sichere

Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen eine grof3e Rolle ein (Tabelle 1).

Im Jahre 2015 schlug die Movement Disorder Society (MDS) sowohl fiir die Diagnose
im motorischen Stadium als auch im Prodromalstadium der Krankheit neue
Diagnosekriterien vor, in denen die NMS eine wichtigere Rolle als zuvor einnehmen
(Tabelle 1) [25, 26]. Nach drei Jahren klinischer Testung an acht verschiedenen Testorten
haben Postuma et al. zeigen konnen, dass die Spezifitdt und Sensitivitit der MDS-

Kriterien fiir die Diagnose des MP im motorischen Stadium hoher waren als die der bis
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jetzt verwendeten Kriterien der UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank [27]. In der
im November 2023 publizierten neuen Leitlinie ,,Parkinson-Krankheit* der DGN wird

empfohlen, die MDS-Kriterien zur Diagnosestellung anzuwenden [28].

Das Prodromalstadium des MP ist von der MDS als Stadium definiert, in dem schon erste
Anzeichen einer Neurodegeneration im Sinne von frithen Symptomen aufzufinden sind,
diese aber noch zu mild sind, um eine sichere Diagnose anhand der klassischen
Kardinalsymptome des MP zu stellen. Die im Jahre 2015 von der MDS publizierten
Kriterien ermdglichen mit 80 Prozent Wahrscheinlichkeit eine richtige Diagnosestellung
des MP im Friihstadium. Die Prognose basiert auf einer Risikokalkulation, in der
verschiedene individuelle Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht, genetische
Eigenschaften, Umweltfaktoren aber auch sogenannte ,,prodromale Marker®, wie z. B.
Ergebnisse verschiedener diagnostischer Tests oder vorhandene NMS, miteinbezogen
werden [25]. Obwohl diese Diagnosekriterien nur fiir wissenschaftliche Zwecke etabliert
worden sind, haben sie das Interesse am Friihstadium des MP weiter geweckt. Tatsédchlich
wurde in den letzten zehn Jahren viel in dieser Richtung geforscht, sodass bis jetzt {iber
15 prodromale Marker entdeckt worden sind - im Jahre 2008 waren es noch sechs

(Tabelle 2) [29].



UK Parkinson’s Disease Society Brain

Bank

Movement Disorder Society

Schritt 1: Diagnose eines Parkinson-
Syndroms

e Bradykinesie

e + mindestens eines der folgenden
Symptome : Rigor, Ruhetremor
oder posturale Instabilitét, die nicht
auf eine visuelle, zerebellére,
vestibuldre oder propriozeptive
Storung zuriickzufiihren ist.

Schritt]: Diagnose eines Parkinson-
Syndroms

e Bradykinesie
e + Ruhetremor und/oder Rigiditit

Schritt 2: Ausschlusskriterien (Ausschnitt)

Falls eines dieser Kriterien erfiillt ist, ist
mindestens eine andere Diagnose genauso
wahrscheinlich wie die eines MP.

e Repetitive Schlaganfille mit
progressiver Parkinson-
Symptomatik in der Anamnese

e Repetitive Schddel-Hirn-Traumata
in der Anamnese

e Nachgewiesene Enzephalitis in der
Anamnese

e Okulogyre Krisen

¢ Einnahme von Neuroleptika zu
Beginn der Symptomatik

e Zerebelldre Symptome

e Babinski-Zeichen

e Supranukledre Blickparese

e Friihe, schwere autonome
Storungen

e Friihe, schwere Demenz

Schritt 3: weitere positive, die MP-
Diagnose unterstiitzende Kriterien

Mindestens drei dieser Kriterien sind
erforderlich, um die klinische Diagnose
eines Morbus Parkinson stellen zu konnen.

e FEinseitiger Beginn der
Symptomatik
e Ruhetremor vorhanden

Schritt 2: Morbus Parkinson als Ursache fiir
das Parkinson-Syndrom festlegen.
(Ausschnitt)

Dazu stehen drei verschiedene Merkmal-
Kategorien zur Verfiigung

e Abwesenheit absoluter Exklusions-
kriterien wie z.B. zerebelldre
Anomalien, Zeichen einer
frontotemporalen Demenz oder
einer primdren progressiven
Aphasie innerhalb der ersten fiinf
Jahre der Erkrankung, keine
Besserung der Symptomatik bei
Levodopa-Gabe oder auf die untere
Extremitét begrenzte Symptomatik
fiir mehr als drei Jahre

e Mindestens zwei unterstiitzende
Kriterien, wie z. B. eine deutliche
Antwort auf eine Levodopa-
Therapie, das Vorhandensein von
Levodopa-induzierten Dyskinesien,
Ruhetremor einer Extremitit, ein
Verlust des Geruchssinns oder der
Nachweis einer kardialen,
sympathischen Denervierung in der
MiBG (Metaiodobenzylguanidin)
Szintigraphie

e Abwesenheit von sogenannten
“Red Flags”, wie z. B. eine schnelle
Verschlechterung des Gangbildes,




voranschreitende Symptomatik
persistierende Asymmetrie der
Symptomatik, wobei die erste
symptomatische Seite schwerer
betroffen ist.

Exzellente Antwort auf eine
Levodopa-Therapie

Schwere Levodopa-induzierte
Chorea

Positive Levodopa-Antwort fiir > 5

die zur Nutzung eines Rollstuhls
fiihrt, eine komplette Abwesenheit
einer Verschlechterung der
Symptomatik, eine frithe bulbare
Dysfunktion, eine schwere
Beeintrdchtigung des autonomen
Nervensystems oder eine bilaterale,
symmetrische Parkinson-
Symptomatik. ,,Red Flags* sind
Kriterien, die die Diagnose Morbus

Jahre Parkinson unwahrscheinlich
e Krankheitsverlauf von > 10 Jahren machen, aber nicht stark genug
sind, um diese komplett

auszuschlieBen

Tabelle 1 Vergleich der Kriterien fiir die Etablierung einer klinischen Diagnose eines MP im
motorischen Stadium (erstellt nach den Leitlinien der DGN und Postuma et al.)[24, 26, 28]

In Deutschland wird seit 2023 empfohlen, die MDS-Kriterien zur Diagnosestellung zu benutzen, da diese
eine hohere Sensitivitdt und Spezifitit zeigen. Die Kriterien der UK-Parkinson’s-Disease-Society-Brain-
Bank werden im klinischen Alltag noch oft verwendet. Aus Ubersichtsgriinden ist fiir die Schritte 2 und 3
nur ein Ausschnitt der Kriterien eingefiigt

Prodromale Marker (Stand 2018)

e REM-Schlaf-Stérungen
e Depression/Angst
e Verstopfung
e Olfaktorische Beeintrachtigungen
e Erektile Dysfunktionen
e Somnolenz
¢ Orthostatische Hypotension
e Blasenfunktionsstérungen
e Beeintrichtigungen im Farbensehen
e Leichte kognitive Storung
e Priifung der Motorik/Symptomatik
e Dopaminerge PET/SPECT
Tabelle 2: Bekannte priadiktive Marker des Morbus Parkinson (erstellt aus Postuma et al.) [29]

Ausschnitt aus denen im Jahr 2018 bekannten pradiktiven Markern. Um miteinbezogen zu werden, muss
ein Marker einen geniigend hohen Evidenzgrad erreicht haben.




1.2.3 Pathophysiologie der motorischen Symptome

Als neurophysiologische Ursache der motorischen Symptomatik des MP wird eine
Storung in der Verschaltung der Basalganglien angenommen. Diese Dysfunktion in der
Regulation der Motorik basiert hauptsdchlich auf dem Zelluntergang der dopaminergen
Neurone in der Substantia Nigra Pars Compacta (SNc¢) und dem daraus entstehenden

Ausfall der nigrostriatalen Projektionen [30].

Die Basalganglien sind eine Gruppe funktionell zusammengehoriger subkortikaler Kerne,
die im Telencepahlon, Diencephalon und Mesencephalon lokalisiert sind. Zu den
Basalganglien zédhlen das Striatum, das Globus Pallidus, der Nucleus Subthalamicus und
die Substantia Nigra. Hier wird der genaue Ablauf, die Geschwindigkeit, die Kraft und
die Prézision unserer Bewegungsimpulse gesteuert [31]. Nach dem klassischen Konzept
gibt es einen direkten und einen indirekten Weg der Basalganglienverschaltung
(Abbildung 4A) [32]. Die Neurone der Substantia Nigra hemmen physiologisch anhand
des Neurotransmitters Dopamin (DA) den Anteil des Striatums, der motorische
Bewegungen unterdriickt, und wirken somit fordernd auf motorische Impulse [33]. Beim
MP fehlt aufgrund des Zelltodes und dem darauffolgenden Dopaminmangel die
hemmende Wirkung der nigralen dopaminergen Neurone auf das Striatum, sodass in
diesem Fall der hemmende Einfluss der glutamatergen Neurone des Striatums iiberwiegt

und zur bekannten klinischen Symptomatik fiihrt (Abbildung 4B).



Abbildung 4: Klassisches Modell der Basalganglien (iibernommen von Obeso et al.) [34]

(A) Physiologischer Zustand. Die vom Kortex zum Striatum ziehenden Efferenzen wirken erregend auf
letzteren. Vom Striatum zeichnen sich zwei Wege ab, wobei beide durch den Neurotransmitter GABA auf
ihre nachfolgende Station hemmend wirken. Der erste, sog. ,,direkte” Weg fiihrt iiber den Globus pallidus
internus zum Thalamus. Auf diesem Weg werden die hemmenden Efferenzen des Gpi auf den TH
gehemmt, was wiederum zu einer verstirkten Aktivierung der thalamokortikalen Efferenzen fithrt und
somit bewegungsfordernd wirkt. Der zweite, sog. ,,indirekte* Weg fiihrt iber den Globus pallidus externus
zum Nucleus subthalamicus: Die Hemmung des NSTs durch den Gpe wird aufgehoben, sodass die
erregenden Efferenzen zwischen NST und Gpi die hemmende Wirkung des Gpi auf den TH verstérken,
was wiederum die thalamokortikalen Bahnen hemmt und somit bewegungshemmend wirkt. Die
dopaminergen Afferenzen aus der SN konnen je nach Dopaminrezeptor bewegungsfordernd oder -
hemmend wirken. D1-Rezeptoren unterstiitzen durch eine Langzeitpotenzierung den direkten Weg,
wohingegen D2-Rezeptoren durch eine Langzeitdepression auf dem indirekten Weg ihre Wirkung
entfalten.

(B) Zustand beim M. Parkinson. Der Dopaminmangel in der SN fiihrt zu einer AktivititserhGhung des
indirekten Weges und zu einem Aktivititsverlust des dirckten Weges, sodass die bewegungshemmende
Wirkung iiberlegen ist. Erregende Bahnen sind griin, hemmende Bahnen sind rot gekennzeichnet. Cx =
Cortex; Str = Striatum; Gpi = Globus pallidus internus; Gpe = Globus pallidus externus; NST = Nucleus
subthalamicus; TH = Thalamus; SN = Substantia Nigra, DA = Dopamin, LTP = Langzeitpotenzierung,
LTD = Langzeitdepression. [34]

Dieser Ansatz wurde aber in Frage gestellt, sodass weiterhin nach einer
pathophysiologischen Erkldrung fiir die typische Symptomatik des MP gesucht wurde.
Derzeitige Konzepte betonen einerseits die moglichen Interaktionen zwischen den
afferenten kortiko-striatalen und kortiko-subthalamischen Bahnen und andererseits das
Vorhandensein von Riickkopplungsmechanismen innerhalb der Basalganglien, die fiir die
engmaschige Kontrolle der Efferenzen dieser Kerne zustindig sind (Abbildung 5).
Physiologisch unterstiitzen diese Mechanismen den Ablauf normaler Bewegungen. Beim
MP geht man davon aus, dass dieser Filtermechanismus gestort ist und somit die

Uberpriifung der Prizision der Bewegungsabliufe fehlt [34].
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GPi

Abbildung 5: Neues Konzept der Verschaltung der Basalganglien (iibernommen von Obeso et al.)
[23, 34]

Es wird angenommen, dass die verschiedenen Kerne der Basalganglien in einem ,,internen Regelkreis
verschaltet sind, wobei die SN¢ und ihre dopaminergen Projektionen eine zentrale Rolle spielen. Diese
internen Verschaltungen sorgen fiir kontrolliertere und prizisere Projektionen der Kerne in hohergelegenen,
zentralnervosen Zentren. SN¢ = Substantia Nigra Pars Compacta; ST = Striatum; STN = Nucleus
subthalamicus; GPe = Globus pallidus externus; GPi = Globus pallidus internus; VL-VA = Nucleus
ventralis anterolateralis des Thalamus, CM/PF = zentromediale/parafaszikulire Projektionen des
Thalamus. [34]

Heutzutage ist das Fortschreiten der Neurodegeneration im Rahmen eines MP noch nicht
zu stoppen. So gehen im Krankheitsverlauf weitere dopaminerge Efferenzen zu
Hirnregionen, welche hoheren Funktionen dienen, verloren, insbesondere die zum
limbischen System, zum préifrontalen Kortex oder zu den Hirnnervenkernen, was die

verschiedenen Symptome im Krankheitsverlauf erklart. [11, 35].
1.2.4 Therapieansitze beim Morbus Parkinson

Bis zum heutigen Tag ist keine kurative Therapie fiir den MP bekannt. Es ist dem
Patienten lediglich eine symptomlindernde Therapie, bestehend aus Medikamenten,
Physiotherapie, Logopddie und Ergotherapie anzubieten, die aber den
Krankheitsfortschritt, also die progressive Neurodegeneration, nicht authilt. Der Ansatz

der medikamentdsen Therapie des MP ist der Ausgleich des Dopaminmangels.

Wichtigster Wirkstoff ist an dieser Stelle Levodopa (L-Dopa). Diese Substanz kann im
Gegensatz zu DA die Blut-Hirn-Schranke (BHS) liberwinden und wird dann im Liquor
zu DA metabolisiert. Heutzutage wird L-Dopa in Kombination mit einem peripheren
Decarboxylasehemmer wie z.B. Carbidopa oder Benserazid angeboten, damit L-Dopa
nicht auBerhalb des zentralen Nervensystems (ZNS) zu DA verstoffwechselt wird. Somit

wird erstens die zentrale Verfiigbarkeit des DA erhoht, zweitens eine Dosisreduktion von
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L-Dopa ermoglicht und drittens werden die peripheren Nebenwirkungen von DA wie
z. B. Ubelkeit und orthostatische Hypotension minimiert. L-Dopa lindert insbesondere in
den ersten Jahren der Erkrankung bereits nach einigen Tagen die Kardinalsymptome des
MP und ist gut vertrdglich. Ein Nachteil von L-Dopa ist der Wirkungsverlust der
Substanz: Nach einigen Jahren Therapie wird eine hohere Dosis gebraucht, um dieselbe
Wirkung auf die Motorik zu erzielen. Zusitzlich kommt es aufgrund der kurzen
Halbwertszeit dieses Medikamentes zu Wirkungsfluktuationen, die bei liber 40% der
Patienten sogenannte End-of-Dose-Akinesien und teils schmerzhafte Dyskinesien nach
sich ziehen, wobei das Dyskinesie-Risiko auch mit der im Krankheitsverlauf
unvermeidbaren Dosiserhohung steigt [36-38]. Um den Wirkungsfluktuationen
vorzubeugen, werden Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT)-Hemmer wie z. B.
Entacapon eingesetzt [39]. Diese Substanz hemmt den zentralen Abbau von DA und
erhoht somit seine Bioverfiigbarkeit im ZNS. COMT-Hemmer werden mit L-Dopa und

einem Decarboxylase-Hemmer kombiniert.

Eine weitere Mdglichkeit, die Wirkung von DA im ZNS zu imitieren, ist die Gabe von
nicht-ergolinen Dopaminagonisten wie z. B. Ropirinol oder Pramipexol. Der Vorteil
dieser Wirkstoffe ist, dass diese im Gegensatz zu L-Dopa weniger Wirkungsfluktuationen
zeigen: Die postsynaptischen Neurone sind mit Dopaminagonisten kontinuierlich
stimuliert und es entstehen weniger A- bzw. Dyskinesien. Aus diesem Grund wurden
neue Darreichungsformen entwickelt, die eine kontinuierliche, gleichmifBige Freisetzung
des Dopamin-Antagonisten ermdglichen, wie z. B. die subkutane Gabe von Apomorphin
oder die transdermale Gabe von Rotigotin [40, 41]. Nicht-ergoline Dopaminagonisten
konnen als Nebenwirkung psychische Symptome wie z. B. Verwirrtheit, Somnolenz,
Halluzinationen oder Verhaltensdnderungen bewirken [42]. Ergoline Dopaminagonisten

werden heutzutage aufgrund ihrer schweren Nebenwirkungen nicht mehr eingesetzt.

Der Glaube, dass man bei jiingeren Patienten (< 60 Jahren) aufgrund eines
angenommenen ldngeren Krankheits- und somit auch Komplikationsverlaufs
Dopaminagonisten bevorzugen miisste, wurde in der LEAP-Studie revidiert [43]. Sowohl
L-Dopa als auch Dopaminagonisten sind Mittel der ersten Wahl. Die Entscheidung fiir
diese Medikamente muss je nach personlicher Lebenssituation bzw. Priferenz des
Patienten getroffen werden: So wird bei jiingeren Patienten auf den Erhalt der
Erwerbstitigkeit und das Vermeiden von Spatkomplikationen, bei geriatrischen Patienten
eher auf den Erhalt von Alltagskompetenzen und, wenn mdglich, der Autonomie Wert

gelegt.
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Im Friihstadium der Krankheit oder bei jlingeren Patienten sind Monoaminooxidase-
B (MAO-B) -Hemmer auch Mittel der ersten Wahl. MAO-B-Hemmer wie z. B. Rasagilin
oder Selegilin hemmen zentral den Dopamin- und Katecholaminabbau und verldngern
somit die Dopaminwirkung. Beide Wirkstoffe haben in mehreren Studien eine
neuroprotektive Wirkung bewiesen: Patienten, die mit einem MAO-B-Hemmer im
Frithstadium der Krankheit therapiert worden sind, konnten den Beginn der L-Dopa
Therapie um mehrere Monate hinauszogern. Bei hoher Dosierung wirkt der MAO-B-
Hemmer nicht mehr selektiv und hemmt auch die MAO-A, was amphetaminerge

Nebenwirkungen auslésen kann [42].

Chirurgisch ist die tiefe Hirnstimulation bei manchen Patientenkollektiven moglich. Bei
dieser Methode werden in bestimmten Hirnregionen Elektroden eingesetzt, die mit einem
sogenannten Impulsgenerator verbunden sind. Dieser sendet elektrische Impulse zur
Elektrode, die in der angezielten Region die Neuronen inhibiert und somit Signalwege
unterbricht bzw. reguliert. Am héaufigsten werden die Elektroden im Nucleus
Subthalamicus oder im Globus Pallidus Internus eingesetzt. Bei der tiefen
Hirnstimulation kann keine Medikamentenfreiheit erreicht werden, sie wird lediglich als
additive Therapie bei Nebenwirkungen einer langjdhrigen L-Dopa Therapie angeboten.
Frither wurde dieses Angebot eher im spateren Krankheitsverlauf gemacht, in letzter Zeit
stellt man sich die Frage, ob ein fritherer Einsatz der tiefen Hirnstimulation auch

vorteilhaft fiir den Patienten sein konnte [44, 45].
1.2.5 Pathologie

Neuropathologisch kennzeichnend fiir den MP ist der Verlust an dopaminergen Neuronen
in der SNc, der Verlust an noradrenergen Neuronen im Locus coeruleus und das
Vorliegen von Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten im ZNS [30, 46-48]. Der Zelltod
und der daraus folgende Melaninverlust der Neurone der SNc ist makroskopisch schon

sichtbar (Abbildung 6A).
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Abbildung 6: Transversalschnitt des Hirnstammes eines von MP betroffenen (a) und eines gesunden
(b) Patienten

Die SN des Gesunden ist im Vergleich zum Erkrankten noch deutlich zu erkennen.

Herzlichen Dank an Frau Dr. med. Viktoria Ruf (ZNP Miinchen) fiir die Zurverfiigungstellung der Bilder
[49]

Lewy-Korperchen  (engl. Lewy  Bodies, LB) sind  zytoplasmatische
Einschlusskorperchen, die sich mittels einer Hédmatoxylin-Eosin-Farbung eosinophil
farben lassen und meistens aus einem stark gefirbten Zentrum, umgeben von einem
helleren Hof, bestehen (Abbildung 7) [50]. Mithilfe immunohistochemischer Farbungen
wurde gezeigt, dass LB hauptsdchlich aus a-Synuklein, Neurofilamenten und Ubiquitin

bestehen (Abbildung 8A) [50-52]. LB sammeln sich im Perikaryon an [53].

Abbildung 7: HE-Farbimg der SNc bei MP (ubernommen Von chkson et al. )[30]
Die Anzahl der Nervenzellen ist reduziert. In der VergroBerung ist ein Neuron mit Lewy-Korperchen (Pfeil)
zu sehen. Man erkennt das stérker gefdrbte Zentrum und den helleren Hof.

Die Ansammlung von LB in Axonen wird als Lewy-Neurite (LN) bezeichnet. LN sind
dystrophe Neuronenfortsitze und beinhalten wie LB Neurofilamente, Ubiquitin und o-
Synuklein (Abbildung 8B) [54]. LB und LN sind im ZNS in der SNc, in den Raphe-

Kernen, im Nucleus Basalis Meynert, im Hypothalamus, im Nucleus Dorsalis Nervi Vagi,
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in den Seitenhornern des Riickenmarks, aber auch im peripheren autonomen
Nervensystem (PNS), wie z. B. im Grenzstrang, im Ganglion coeliacum, im enterischen
Nervensystem, im Plexus cardiacus, in der Glandula submandibularis und im

Nebennierenmark aufzufinden [55-58].
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Abbildung 8: Immunofirbung einer SNc bei MP (iibernommen von Spillantini et al.)[S4]
(A) zeigt eine Nervenzelle mit 3 Lewy-Korperchen (MaBstab 10 um). (B) zeigt ein Lewy-Neurit (Maf3stab
90 um). Beide sind deutlich gegen Alpha-Synuklein und Ubiquitin gefarbt.

a-Synuklein-positive Einschlusskorperchen konnten auch in Gliazellen, insbesondere
Astrozyten und Oligodendrozyten, von MP-Patienten nachgewiesen werden (Abbildung

9A) [59, 60].

Da a-Synuklein physiologisch als entfaltetes Protein in préasynaptischen Vesikeln
aufzufinden ist und eine entscheidende Rolle im synaptischen Transport spielt, ist sein
Auffinden in zytoplasmatischen Einschlusskorperchen pathologisch [61]. AuBerdem
kann a-Synuklein in den LB im aggregierten Zustand, aber auch mit pathologischen post-
translationalen Modifikationen, wie z. B. Kiirzungen, Phosphorylierungen, Glykierungen
oder Oxidationen vorkommen, was wiederum die Aggregation von fehlerhaftem o-

Synuklein und somit die Bildung von LB fordert [62-65].
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Abbildung 9: Immunofirbung gegen a-Synuklein (iibernommen von Wakabayashi et al. und Baba
et al.)[59, 62]

Eine  Immunofirbung gegen  a-Synuklein zeigt o-Synuklein-positive, zytoplasmatische
Einschlusskorperchen, im Sinne von Lewy-Bodies, im Mittelhirn von MP-Patienten (A). Eine weitere
Immunofarbung gegen a-Synuklein zeigt a-Synuklein-positive, abnormale Neurite in der CA2/3 Region
des Hippocampus von Patienten mit Lewy-Body-Demenz (M).

AulBerdem ist in der SN von MP-Patienten eine Entziindungsreaktion im Sinne einer
Erhohung der HLA-DR-positiven Mikrogliazellen und einer erhéhten Zytokinproduktion
nachweisbar [66, 67]. Weiterhin sind bei MP-Patienten, im Vergleich zu gesunden
Gleichaltrigen, erhohte Werte an AGEs (advanced glycation end products) im
Frontalkortex und erhohte Eisen-Konzentrationen in der SN nachweisbar [68]. AGEs
sind Proteine oder Lipide, die bei Kontakt zu Zucker glykiert werden. Sie sind eine Folge
oxidativen Stresses und konnen selber fiir solchen zustindig sein [69]. Weiterhin wird
behauptet, dass AGEs die Aggregation von a-Synuklein und die Bildung von LB fordern

konnten und so zur Pathogenese des MP beitragen wiirden [70].

Aufgrund histopathologischer Untersuchungen an MP-Patienten wurde vorgeschlagen,
dass das Auftreten von LB und LN einem bestimmten zeitlichen und topographischen
Muster folgt. Braak et al. haben dafiir die pathologischen Befunde in sechs Stadien
eingeteilt, wobei LB und LN im ersten Stadium im Bulbus olfactorius und im enterischen
Nervensystem (ENS) aufzufinden sind, bevor sympathische Ganglien, der Nucleus
Dorsalis Nervi Vagi, die Raphe-Kerne, die SNc¢ und iibergeordnete kortikale Strukturen
betroffen werden (Abbildung 10; Abbildung 11)[71, 72]. Somit wéren der Bulbus
olfactorius und das ENS die ersten anatomischen Strukturen, die von der Krankheit
betroffen sind. Dies konnte wiederum erkldren, warum einige NMS wie die Hyposmie
oder die gastrointestinalen Storungen vor dem Eintreten der Kardinalsymptome
erscheinen. Um dieses fortschreitende Muster zu erkldren, wurden zwei Hypothesen

formuliert.
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Die erste Annahme behauptet, dass das Anfilligkeitspotenzial gegeniiber einer a-
Synuklein-Aggregation in Neuronen unterschiedlich ist. Tatséchlich sollen
Projektionsneurone mit un- bzw. wenig myelinisiertem, langem Axon empfindlicher
gegeniiber a-Synuklein sein als Neurone mit stark myelinisiertem oder kurzem

Axon [73].

Die zweite Annahme behauptet, dass ein iiber die Riech- und Darmschleimhaut
aufgenommenes, externes Pathogen primér im Bulbus olfactorius und im ENS Schiaden
anrichten konnte, bevor es retrograd, iiber Synapsen, bis zum Gehirn weitertransportiert

wird [74].

Weitere Studien, die die Hypothese des Transports eines Pathogens iiber das
Nervensystem unterstiitzen, wurden nach der Veroffentlichung von Hawkes* et al. ,,dual-
hit hypothesis* durchgefiihrt. In zwei verschiedenen Studien wurden bei mehreren
Patienten, bei denen eine Nervenzell-Transplantation stattgefunden hatte, in denselben
transplantierten Neuronen mehrere Jahre danach typische LB und LN aufgefunden [75,
76]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Neurone o-Synuklein mittels Endo- und
Exozytose jeweils aufnehmen und sekretieren konnen [77, 78]. Diese Entdeckungen
bewiesen somit, dass a-Synuklein sowohl in enteralen als auch in kortikalen Neuronen
von Neuron zu Neuron direkt iibertragen wird und somit zum Zelltod der betroffenen

Nervenzellen fithren kann [79, 80].
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Abbildung 10: Veranschaulichung der intrazerebralen Progression der MP-Pathologie nach Braak
et al. [71]

Die in der Medulla oblongata (A) beginnende Pathologie iibertragt sich auf die Pons (B), bevor sie die SNc
im Mittelhirn (C) und letztlich den Neokortex (D) erreicht.
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Abbildung 11: Progression der MP-Pathologie laut Braak et al.[81]

Braak et al. teilten die Progression der MP-Pathologie nach dem zeitlichen und topographischen Auftreten
von LB und LNs in sechs Stadien auf. GemaB dieser Aufteilung sind die histopathologischen Kennzeichen
des MP zuerst im ENS, bevor sie in sympathische und parasympathische Kerne des Riickenmarks, in den
Raphe-Kernen, im Thalamus, in der Amygdala und letztlich im Kortex aufzufinden sind. In dieser
Abbildung werden mogliche synaptische Verbindungen gezeigt, die den Transport eines Pathogens vom
ENS zum ZNS ermdglichen. Abkiirzungen auf Englisch: dmX = dorsal motorvagal nucleus; IMM/IML =
intermediomedial/intermediolateral nuclei of the spinal cord.

17



1.3 Atiologie

Die genaue Atiologie des Morbus Parkinson ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht ganz
geklért, sodass in den meisten Fillen von einem idiopathischen MP gesprochen wird.
Man geht davon aus, dass die Krankheit aus einem Zusammenspiel von multiplen
Einflussgroflen wie z. B. genetischen, Umwelt-, mitochondrialen und immunologischen
Faktoren entsteht (Abbildung 12). Im Folgenden werden die verschiedenen moglichen

Parameter genauer erklart.
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Abbildung 12: Einflussfaktoren der MP-Pathogenese (frei angepasst nach Simon et al.)[6]

Multiple Umwelt- aber auch genetische Faktoren kénnen bei der Entstehung eines MP eine zentrale Rolle
spielen. Diese Faktoren haben groftenteils auf dhnliche Signalwege Auswirkungen, die unter anderem zu
einer erhdhten ROS-Bildung, Alpha-Synuklein-Aggregation und mitochondrialen Dysfunktion fiihren.

1.3.1 Genetik

Bei bis zu 10 Prozent der Patienten mit Morbus Parkinson kann eine genetische Ursache
im Sinne einer vererbten Gen-Mutation diagnostiziert werden [6]. Tatsichlich ist das
Risiko, an einem MP zu erkranken, zwei- bis dreimal hoher als in der Gesamtpopulation,
wenn ein Verwandter betroffen ist [82]. Somit ist die positive Familienanamnese der
starkste Risikofaktor, vor allem bei der Diagnose einer sogenannten ,early-onset
Parkinson’s Disease* (EOPD) in der Familie: EOPD ist ein vor dem 40. Lebensjahr

festgestellter Morbus Parkinson [83-85]. Inzwischen sind iiber 15 Gen-Loci, die

18



urséchlich flir einen familidren MP sein konnten, bekannt (Tabelle 3). Die meisten dieser

Mutationen zeigen einen autosomalen Erbgang. Im Anschluss werden die bekanntesten

und meisterforschten Mutationen dargestellt.

Gen Chromosom Erbgang Referenzen
PARK]1 SNCA 4g22.1 und 4qg21 AD [86, 87]
und
PARK4
PARK?2 PARKIN 6q25.2-27 AR [88]
PARK3 unbekannt 2pl3 unklar [89]
PARKS UCH-LI 4p14-15 AD [90]
PARKG6 PINKI 1p35-36 AR [91]
PARK7 DJ-1 1p36 AR [92]
PARKS LRRK2 12q12 AD [93, 94]
PARK9 ATPI134 2 1p36 AR
PARKI0 unbekannt 1p32 unklar [95]
PARK11 GIGYF2 2q36-37 AD [96, 97]
PARK13 HTRA?2 2pl13.1 unklar [98]
PARK17 VPS35 16q11.2 AD [99]
PARK18 EIF4G1 3q27.1 AD [100]
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PARKI9 DNAJC6 1p32 AR [101, 102]

PARK20 SYNJI 21q22 AR [103]

PARK21 DNAJCI3 3q22 AD [104, 105]
TMEM230

PARK23 VPS13C 15922 AR [106]

Tabelle 3: Parkinson-verwandte Gene und ihre Mutationen

Abkiirzungen: AD = autosomal dominant; AR = autosomal rezessiv
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1.3.1.1 Autosomal-dominant vererbte Mutationen
= SNCA (PARK I und PARK 4)

Als Mutationsformen kann das SNCA-Gen verschiedene Punktmutationen wie z. B.
A30P, A53T, E46K aber auch Duplikationen oder Triplikationen vorweisen [87, 107]. Je
nach Mutation kann das auf dem Gen kodierte Protein, a-Synuklein, defekt und somit
wirkungslos oder in zu hohen Mengen vorhanden sein, wobei alle Mutationen zu einer
Anhdufung von a-Synuklein fiihren. Wie oben schon beschrieben ist a-Synuklein im
Rahmen eines MP vor allem in LB und LN angehiuft aufzufinden. Die Aggregation von
a-Synuklein hat mehrere pathologische Folgen. Erstens kann es auf mitochondrialer
Ebene zu Beeintrachtigungen der Atmungskette, vor allem im Komplex I, zur Erh6hung
der Anzahl an freien Radikalen und somit zu oxidativem Stress fiithren [108, 109]. a-
Synuklein inhibiert auch die Autophagozytose von Mitochondrien und trégt somit zur
Anhédufung dysfunktioneller Mitochondrien bei [110]. Zweitens wird behauptet, dass
a-Synuklein eine regulierende Funktion im Dopaminstoffwechsel haben konnte. Ein
funktionsloses bzw. aufgrund einer Aggregation fehlendes Protein konnte zu einer
Dysregulation des Stoffwechsels fiihren und somit eine negativen Einfluss auf das
Uberleben von dopaminergen Neuronen haben [111]. Bei transgenen Miusen mit hohen
a-Synuklein Mengen wurde auch ein Neurotransmitter-Defizit aufgrund einer
dysfunktionalen Vesikelfreisetzung und -wiederverwertung festgestellt [112]. Weiterhin
wurde gezeigt, dass a-Synuklein-Aggregate in vitro eine Entziindungsantwort

auslosen [113].
= LRRK2 (PARKS)

Mutationen im Leucine-Rich-Repeat-Kinase 2 (LRRK?2) -Gen machen bis zu 10% der
autosomal-dominant vererbten MP-Fille aus [114]. Auch bei idiopathischem MP zeigen
bis zu 2% der Patienten eine LRRK2-Mutation [115]. Das klinische Bild dhnelt dem eines
klassischem MP [114]. Die hiufigste Mutation im LRRK2-Gen ist die G2019S Mutation
in der Kinase-Doméne des Proteins und wirkt, wie die meisten anderen identifizierten
Mutationen im LRRK2-Gen als ,,gain-of-function* Mutation pathogen [115, 116]. In vitro
und in vivo zeigten LRRK2-Mutanten eine disinhibierte Kinase-Aktivitdt und fithrten zu
einem progressivem Struktur- und Léngenverlustes des Dendritenbaums [117].
AuBerdem konnten Auffilligkeiten in der mitochondrialen Morphologie festgestellt

werden [118]. In vitro konnte durch eine Uberexpression an humanem LRRK2 ein durch
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oxidativen Stress bedingter Zelltod begrenzt werden, was zusitzlich fiir eine protektive

Funktion von LRRK?2 gegeniiber oxidativem Stress spricht [119].
1.3.1.2 Autosomal-rezessiv vererbte Mutationen
= PARKIN (PARK?2)

Mutationen im PARKIN-Gen verursachen ein autosomal-rezessiv vererbtes EOPD: Die
Patienten sind bei Diagnose unter 40 Jahre alt, zeigen eine gute Antwort auf L-Dopa und
haben einen milden Krankheitsverlauf [88, 120]. Knapp 50% der Patienten mit
autosomal-rezessiv vererbtem EOPD und 15% der Patienten mit idiopathischem EOPD
haben eine parkin-Mutation [121, 122]. Das Parkin-Protein gehdrt zur Familie der E3-
Ubiquitin-Ligasen und spielt damit in der Ubiquitinierung von Proteinen, also im
proteasomalen Proteinabbau, eine Rolle [123]. Zum heutigen Tag sind iiber 170 parkin-
Mutationen bekannt. Urspriinglich dachte man, dass eine Mutation im parkin-Gen zu
einem Funktionsverlust der Ubiquitin-Ligase fithren wiirde, was zu einer
Beeintriachtigung des Abbaus defekter oder mutierter Proteine und somit deren
Aggregation zur Folge hétte [116, 123, 124]. Heute wird angenommen, dass Mutationen
im parkin-Gen die Loslichkeit vom Parkin-Protein vermindern und es somit zu
Aggregaten kommt [125]. AuBlerdem wird Parkin zum proteasomalen Abbau von
geschidigten Mitochondrien rekrutiert, was wiederum heilen wiirde, dass bei
funktionslosem Protein beschddigte Mitochondrien nicht abgebaut werden kdnnten,
akkumulieren wiirden und eine mogliche Rolle in der Pathogenese des MP spielen
konnten [126]. Auf indirektem Wege reguliert Parkin auch einen fiir die mitochondriale
Biogenese und antioxidative Zellabwehr wichtigen Transkriptionsregulator, PGC-1a

[127].
= PINK-1 (PARK6)

PINK-1 Mutationen sind die zweithdufigste genetische Ursache fiir EOPD. Klinisch ist
der Phénotyp eines Patienten mit PINK-I/-Mutation dhnlich dem eines Patienten mit
parkin-Mutation [128]. Das Protein PINK-1, PTEN-induced putative kinase 1, ist eine
mitochondriale Serin-Threonin Kinase und schiitzt Neurone vor Stress induzierten
mitochondrialen Dysfunktionen. Die meisten Mutationen sind in der Kinase-Doméne von
PINK-1 lokalisiert [ 129]. Mutationen konnten also in einer Beeintrachtigung der Kinase-
Funktion oder Substrat-Erkennung resultieren. In pink-1 knock-out Fliegen konnten

Defekte in der Morphologie von Mitochondrien und eine erhdhte Sensitivitit dieser
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Zellorganellen gegeniiber multiplen Stressoren, inklusive oxidativen Stresses, festgestellt

werden [130].
= DJ-1 (PARK7)

Mutationen im DJ-1 Gen kommen bei autosomal-rezessiv vererbtem MP am seltensten
vor. Sie werden in ca. 1% der EOPD-Fille festgestellt [131]. Das klinische Bild einer DJ-
I-Mutation dhnelt dem eines Patienten mit einer PINKI- oder parkin-Mutation: Die
Patienten sind bei der Erstdiagnose jung und haben eine langsame Krankheitsprogression

[132].

Die ersten beschriebenen Mutationen sind eine homozygote Deletion und eine
homozygote Punktmutation, L166P, in zwei blutsverwandten Familien aus den
Niederlanden und Italien [133-135]. Eine weitere bekannte homozygote Punktmutation
ist die E163K Mutation im Exon 7 des Gens [136]. Auch heterozygote Punkt- und

,compound‘“-heterozygote Mutationen wurden beschrieben [137, 138].

Physiologisch hat das Protein DJ-1 verschiedene Funktionen und wird im ZNS stark
exprimiert [139]. DJ-1 wurde anfanglich eine Funktion als Onkogen und Regulator des
Androgen-Rezeptors zugeschrieben, bevor seine Rolle im Schutz gegen oxidativen Stress
entdeckt wurde (Abbildung 13) [140, 141]. Bei erhohter ROS-Produktion (reaktive
Sauerstoffspezies, engl. reactive oxygen species) steigt die endogene Konzentration an
DJ-1[142, 143]. AuBlerdem wandert das physiologisch im Zytosol lokalisierte Protein bei
oxidativem Stress zur dufleren Membran des Mitochondriums, wo es ROS wie z. B. H202
eliminiert, indem es sich selbst am Cystein 106 oxidiert [144, 145]. Weiterhin reguliert
DJ-1 weitere zellschiitzende Proteine, wie z. B. das 20S-Proteasom oder den
Transkriptionsfaktor Nrf2. Bei oxidativem Stress wird Nrf2 aktiviert und induziert eine
Hochregulierung der Transkription antioxidativ wirkender Proteine, wie z. B. die
Thioredoxin-Reduktase 1 und die Gluthation-S-Transferase [146]. AuBlerdem reguliert
DJ-1 auch die Transkription von VMAT2, dem einzigen Transporter, der DA vom
Zytoplasma in synaptische Vesikel transportieren kann [147]. Tatsdchlich wird
zytosolisches DA bei oxidativem Stress oxidiert, was flir die Zelle schidlich sein kann,
sodass die Lagerung von DA in Vesikeln ein weiterer Schutz vor Neurotoxizitdt und

folglich Zelltod ist [ 148].

Weiterhin wurde DJ-1 eine Glyoxalase-Funktion zugeschrieben. Glyoxalasen wandeln
Glyoxal und Methylglyoxal jeweils in Glycolsdure (GS) und D-Laktat (DL) um [149].

Die Substrate der Glyoxalasen entstehen bei der Oxidation von Glucose (Glyoxal) und
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bei der Peroxidation von Fettsduren (Methylglyoxal) und sind aggressive Aldehyde. Sie
sind in der Bildung von AGEs (advanced glycation end-products), die selbst als oxidative
Stressoren fungieren, beteiligt. Im Stadium der Dauerlarve fiihren Konditionen der
Vertrocknung bei der Caenorhabditis elegans zur erhdhten ROS-Produktion. Der Begriff
Dauerlarve beschreibt ein Stadium, in dem die Larve eine Art Stase eingeht, um unter
rauen Bedingungen iiberleben zu konnen. In diesem Stadium wurde festgestellt, dass C.
elegans die Fahigkeit hat, das Glyoxalase-Gen djr-1.2 und glod-4 hochzuregulieren, um
die Austrocknung zu iiberleben [150]. Bei djr-1.2 knockout Mutanten der C. elegans
Dauerlarve iiberlebten nur ein Fiinftel die Austrocknung, was wiederum eine protektive
Rolle von DJ-1 gegeniiber oxidativem Stress zeigt [151]. In vitro konnte gezeigt werden,
dass Glyoxal und Methylglyoxal eine Oligomerisierung von o-Synuklein induzieren
[152]. In einem anderen Versuch konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich unter
oxidativem Stress DJ-1 direkt mit a-Synuklein verkniipft und einer Aggregation von o-

Synuklein entgegenwirkt [153].

DJ-1 {ibt seine neuroprotektive Wirkung hauptsédchlich am Mitochondrium aus, wo es
gegen oxidativen Stress schiitzt [154, 155]. Auch die Produkte der Glyoxalase DJ-1
scheinen eine protektive Wirkung auf die Struktur, das Membranpotential und die
Funktionen des Mitochondriums zu haben. Tatséchlich konnte in vitro gezeigt werden,
dass bei funktionslosen DJ-1 Mitochondrien aus HeLa-Zellen ein niedrigeres
Membranpotential und eine, bei durch Paraquat ausgeldstem oxidativem Stress,
verdnderte Struktur haben. Beides konnte durch Addition von GS und DL gerettet
werden. AuBerdem konnten GS und DL dopaminerge Neurone vor einer Paraquat-
Toxizitdt schiitzen [151]. Dementsprechend konnen der Glyoxalase zwei Aufgaben
zugeschrieben werden: Einerseits detoxifiziert sie aggressive Substanzen, andererseits
produziert sie zwei Substanzen, die eine normale mitochondriale Funktion unterstiitzen

und aufrechterhalten.
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Abbildung 13: Die Funktionen von DJ-1

Eine erhohte ROS-Produktion fiihrt zur Hochregulierung des DJ-I Gens und somit zur erhdhten
Transkription des Proteins DJ-1. DJ-1 kann seine Schutzfunktionen vor oxidativem Stress auf verschiedene
Weisen ausiiben, indem es z.B. die Funktionstiichtigkeit des Mitochondriums schiitzt, die Transkription
von Nrf2 und VMAT?2 erhoht, der Aggregation von Alpha-Synuklein entgegenwirkt und vor allem als
Glyoxalase Glycolsdure und D-Laktat produziert.

Dementsprechend konnen Mutationen, die die Funktion von DJ-1 beeintrichtigen,
verschiedene antioxidative Schutzmechanismen gefdhrden. Wéihrend die E163K
Mutation die antioxidative Wirkung von DJ-1 beeintrachtigt, fithrt die L166P Mutation
zu einem erhohten Abbau des Proteins durch das Proteasom, sodass die Menge an DJ-1
in der Zelle reduziert ist [156, 157]. In vitro Versuche zeigten, dass bei funktionslosem
DJ-1 die ATP-Produktion und das Membranpotential des Mitochondriums vermindert
sind, wéhrend die ROS-Produktion gesteigert ist[158]. Zusétzlich sind die
Mitochondrien fragmentiert und zeigen eine Akkumulation von Autophagozytose-
Markern [159]. Eine weitere Studie zeigte zusitzlich, dass die Autophagozytose der
Mitochondrien bei DJ-I Mutation auch beeintrichtigt ist, sodass es in der Zelle zur
Akkumulation defekter Mitochondrien kommt [160]. Sowohl in vitro als auch in vivo
Versuche zeigten, dass Zellen mit dysfunktionalem DJ-1 sensitiver gegeniiber oxidativem
Stress sind und leichter in Apoptose gehen [161, 162]. In Drosophila melanogaster mit
DJ-1 Mutation konnte eine dopaminerge Neurodegeneration festgestellt werden [163].
Weitere Studien konnten bei DJ-I-knockout (DJ-I7")-Miusen eine verringerte

nigrostriatale dopaminerge Neurotransmission feststellen, die phénotypisch zu
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motorischen Defiziten fiihrte, die wiederum mit steigendem Alter der Maus und

wachsendem Schwierigkeitsgrad der Aufgabe zunahmen [164, 165].

PINK1, PARKIN und DJ-1 haben eine Gemeinsamkeit: Alle drei Gene spielen in der
Unterstiitzung einer normalen Mitochondrienfunktion eine wichtige Rolle. Sie markieren
fehlerhafte Mitochondrien zum Abbau, gewéhrleisten eine fiir die Funktion des
Mitochondriums wichtige physiologische Morphologie und beschiitzen sie vor
oxidativem Stress [110, 166]. Tatsdchlich zeigten parkin, PINKI und DJ-1 Drosophila
melanogaster Mutanten in verschiedenen Studien einen dhnlichen Phédnotyp: Es war eine
frithe Mitochondrienpathologie (Dysmorphie, geschwollene Organellen und wenige
Cristae), gefolgt von Muskeldegenerationen mit fehlerhaften Fliigelpositionen
festzustellen, was zu Flug- und Kletterschwierigkeiten fiihrte. Eine Uberproduktion an
Parkin konnte den PINKI -/- Phéanotyp deutlich verbessern, aber nicht umgekehrt: Eine
Uberexpression an PINK 1 brachte keine Verbesserung des mutierten parkin-Phinotyps.
Eine DJ-1 Uberexpression konnte den mutierten PINKI-, aber nicht den mutierten
parkin-Phinotyp verbessern. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PINK1, Parkin
und DJ-1 in einem gemeinsamen Reaktionsweg flir den Schutz der mitochondrialen
Funktion und Integritit arbeiten, wobei PINK 1 Parkin vorgeschaltet ist und DJ-1 parallel
zum PINK1/Parkin-Weg arbeitet (Abbildung 14) [167, 168]. AuBBerdem bilden Parkin,
PINK1 und DJ-1 einen Ubiquitin-E3-Ligase-Komplex, der den Abbau dysfunktioneller
bzw. falsch gefalteter Proteine fordert [169].
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Abbildung 14: PINK]I, Parkin und DJ-1 unterstiitzen eine normale Mitochondrienfunktion (frei
angepasst nach Corti et. al) [125]

PINK 1, parkin und DJ-1 sind an Signalwegen beteiligt, die die Funktionstiichtigkeit des Mitochondriums
im Drosophila-Modell unterstiitzen. Mutationen von parkin oder PINKI im Drosophila-Modell fithren zu
einer frithen mitochondrialen Pathologie (rundlich, wenig Cristae) in Muskelzellen, die mit einer
Muskeldegeneration und einem eigenartigen Fliigelphdnotyp (nach unten gedrehtem Fliigel) einhergeht.
Ahnliche Phénotypen wurden bei mutierten DJ-1-Fliegen beobachtet. Eine Uberexpression an parkin
konnte den mutierten PINK1-Phénotyp verbessern. Weiterhin konnte eine Uberexpression an DJ-1 den
mutierten PINK1-Phénotyp, aber nicht den mutierten parkin-Phénotyp, verbessern. Die Gene PINKI,
parkin und DJ-1 arbeiten durch verschiedene Signalwege gemeinsam an der Integritdt und reibungslosen
Funktion des Mitochondriums, wobei PINK1 parkin vorgeschaltet ist und DJ-1 parallel zu diesem
Signalweg arbeitet.

1.3.2 Umweltfaktoren

Sowohl protektive als auch schidliche Umweltfaktoren wurden mit einer MP-Erkrankung
assoziiert. Einerseits reduzieren Nikotinkonsum, erhohte Urat-Werte im Plasma,
Kaffeekonsum, Alkoholkonsum und sportliche Tatigkeit das Risiko, an einem MP zu
erkranken [83, 170-172]. Besonders wenn diese Faktoren gleichzeitig vorkommen und
somit additive Effekte zeigen, haben Patienten eine sehr niedriges
Erkrankungsrisiko [173]. Andererseits erhohen Kopfverletzungen, ZNS-Infektionen,
eine erhohter Milchkonsum, eine unregelméfige Darmmotilitdt, Luftverschmutzung,
Metalle wie z. B. Aluminium, Kupfer oder Zink und Pestizide, vor allem Paraquat (PQ)
und Rotenon, das Risiko einer MP-Erkrankung [170, 174-179]. Die ersten Andeutungen
einer moglichen Neurotoxizitit von Pestiziden gab es Anfang der 1980er Jahre, als junge
Erwachsene nach einer intravendsen Injektion eines synthetischen Heroins einen
Parkinsonismus entwickelten. Ursédchlich dafiir war 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetra-
hydropyridine (MPTP), ein bei der Synthese vom Meperidin-Analogon 1-methyl-4-

phenyl-propion-oxypiperidine (MPPP) entstandenes Nebenprodukt [180]. Nachdem
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MPTP die BHS iiberwunden hat, wird es durch die Monoaminooxidase B zu 1-methyl-
4-phenylpyridinium (MPP*) metabolisiert und durch den Dopamin-Transporter in
Neurone der SNc eingeschleust. Hier blockiert es den Komplex I der mitochondrialen
Atmungskette und fiihrt somit zum selektiven Zelltod von dopaminergen Neuronen der
SNc [181, 182]. Das Interesse an PQ wurde durch die strukturelle Ahnlichkeit von MPP*
und dem Pestizid geweckt (Abbildung 15)[183]. Folglich zeigten mehrere
epidemiologische Studien, dass Menschen mit einer chronischen Exposition gegeniiber
Pestiziden, vor allem PQ und Rotenon, ein erhohtes Risiko haben, an MP zu erkranken

[178, 184, 185].
1.3.2.1 Paraquat

Paraquat (PQ) ist ein weitverbreitetes Herbizid. Seit 2007 ist es aufgrund einer
nachgewiesenen Neurotoxizitdt in der europdischen Union (EU) verboten. In den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) ist die Nutzung von PQ noch erlaubt. PQ
provoziert auf Zellebene einen massiven oxidativen Stress, indem es erstens Sauerstoff
zu Superoxid-Radikalen reduziert und somit reaktive Sauerstoffspezies erzeugt und
zweitens die Reduktion von oxidiertem Glutathion, ein wichtiges Antioxidans, stark
einschrankt [186, 187]. Weiterhin beschiadigt PQ die Mitochondrien-Morphologie,
entkoppelt die oxidative Phosphorylierung und schrinkt somit die ATP-Produktion stark
ein [188, 189]. Im Tiermodell bewirkt eine chronische PQ-Exposition einen signifikanten
dopaminergen Zellverlust in der SNc¢ mit Aktivierung der Microglia und
Astrozyten [190]. Zusitzlich wird in der SN und im Frontalkortex eine Hochregulierung
von a-Synuklein und folglich eine a-Synuklein Aggregation bemerkt [191]. Klinisch

zeigen die Tiere verschiedene motorische Einschrankungen [192].
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Abbildung 15:Paraquat und MPP* (iibernommen von Cochemé et al.)[187]

(A) zeigt die Redox-Reaktion von Paraquat. Als Nebenprodukte entstehen fiir die Zelle toxische Superoxid-
Radikale. (B) zeigt die chemische Struktur von MPP*. Man beachte die strukturelle Ahnlichkeit von PQ
und MPP*.
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1.3.2.2 Rotenon

Rotenon ist eine natiirlich aufkommende Verbindung und stammt aus Pflanzenwurzeln.
Es wird seit mehreren Jahrhunderten als Pestizid, Insektizid und zum Fischen benutzt.
Wie PQ ist Rotenon in der EU, aber nicht in den USA, verboten [193]. Aufgrund seiner
starken Lipophilie kann das Pestizid leicht in alle Organe eindringen und die BHS
passieren (Abbildung 16).

Auf biochemischer Ebene blockiert Rotenon spezifisch den Komplex I der Atmungskette
und verhindert somit den aufrechten Verlauf der oxidativen Phosphorylierung [194]. Es
wird angenommen, dass die aus der Blockade des Komplexes I resultierende oxidative
Schadigung, und nicht der ATP-Mangel, der Grund der Toxizitit von Rotenon ist [195].
Weil Rotenon keinen Transporter braucht, um die Zellenmembran zu passieren, kann es
die Atmungskette jeder Zelle beeintrdchtigen. Trotzdem fiihrt im Tiermodell eine
chronische systemische Infusion von Rotenon zu einer selektiven nigrostriatalen
Degeneration der dopaminergen Neurone und zu LB-erinnernde Einschlusskorperchen,
die a-Synuklein und Ubiquitin enthalten (Abbildung 17) [196, 197]. Klinisch zeigen die
Tiere Kardinalsymptome eines MP [198].

Auch bei einer chronischen oralen Gabe einer hohen Dosis an Rotenon, was einen
natiirlichen Expositionsweg gegeniiber dem Pestizid nachahmt, zeigen Méduse motorische
Defizite, eine nigrostriatale dopaminerge Neurodegeneration und eine Hochregulation
von a-Synuklein in den iiberlebenden dopaminergen Neuronen [199]. AuBlerdem kann
durch eine intragastrale Rotenon-Gabe die zeitliche und topographische Progression der
pathologischen Kennzeichen des MP reproduziert werden. Bei tiglicher intragastraler
Gabe von Rotenon tiiber einen Zeitraum von 1,5 Monaten zeigten sich Akkumulationen
und Aggregationen von Alpha-Synuklein im ENS sowie in der SN. Nach drei Monaten

war zusétzlich eine Neurodegeneration in der SNc¢ festzustellen [200].
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N\ Rotenone
Abbildung 16: chemische Struktur von Rotenon

engl. Rotenone; [194]

Abbildung 17: Histopathologische Charakteristika nach Rotenon-Expeosition (iibernommen von
Betarbet et al.) [198]

Mikroskopisch fotografierte Gehirnschnitte von Ratten. Schnitte von Striatum (A) und SN (B) zeigen eine
deutlich reduzierte Farbung der Neurone gegen Tyrosin-Hydroxylase bei der mit Rotenon behandelten
Gruppe (rechts) im Vergleich zur Kontrollgruppe (links).

1.3.3 Immunsystem

Wie in 1.2.5 schon beschrieben sind bei MP-Patienten Zeichen einer Entziindung im
Sinne einer Aktivierung der Mikroglia und Astrozyten aufzufinden. Auflerdem haben
epidemiologische Studien eine Assoziation zwischen peripheren Entziindungsreaktionen,
z. B. Diabetes mellitus Typ 2 oder chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, und ein
erhohtes MP-Risiko feststellen konnen [6]. Obwohl die genaue Rolle dieser chronisch-

entzlindlichen Antwort in der Pathophysiologie des MP noch unbekannt ist, wird stark
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davon ausgegangen, dass sie die Progression bzw. Aufrechterhaltung der

Neurodegeneration unterstiitzt [201].
1.3.4 Beeintrichtigung des proteasomalen und lysosomalen Abbaus

Es wird angenommen, dass aggregiertes a-Synuklein das Proteasom bindet und es somit
inaktivieren konnte. Da das Proteasom beschidigte bzw. zum Abbau markierte Proteine
nicht mehr abbauen konnte, wiirden sich diese anhdufen. Diese anormale Anhiufung
wiirde Neurone anfilliger gegeniiber exogenem Stress machen und den Zelltod férdern

[202, 203].
1.3.5 Mitochondrium und oxidativer Stress

Das Mitochondrium ist fiir viele Stoffwechselvorgédnge in der Zelle, wie z. B. die ATP-
Produktion iiber die Atmungskette, zustdndig. Auch im intrinsischen Weg der Apoptose
oder in der zelluldren Signaltransduktion spielt die Organelle eine wichtige Rolle [204].
In Neuronen sind Mitochondrien besonders wichtig: Aufgrund ihrer Mobilitit konnen sie
sich bis zur Synapse bewegen, um sie mit der benétigten Energie zu versorgen und die
hohen Kalziumkonzentrationsianderungen zu puffern [205, 206]. So ist auch verstandlich,
dass ein dysfunktionelles Mitochondrium zu erheblichen Funktionsstorungen in der Zelle

fithren kann (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Folgen einer mitochondrialen Dysfunktion (frei angepasst nach Henchcliffe et
al.)[207]

Ein dysfunktionelles Mitochondrium, hier als rundlich und mit wenig Cristae dargestellt, kann erhebliche
Konsequenzen fiir die Zelle haben. Eine reduzierte ATP-Produktion, eine gestorte Kalzium-Homdostase
oder eine Erhohung des oxidativen Stresses sind unter anderem einige dieser Auswirkungen und kénnen
schlieBlich bis zur Apoptose fithren. Abkiirzungen: UPS = Ubiquitin-proteasomales-System; AIF = engl.
»apoptosis-initiatingfactor”. Abbildung frei angepasst von Henchcliffe et al.

Schon Ende der 1980er Jahren bemerkte man ein Funktionsdefizit im Komplex I der
Atmungskette in Neuronen der SN und des Frontalkortex von MP-Patienten [208-210].
Auch in Skelettmuskelzellen und Thrombozyten von MP-Patienten konnten Komplex I
Defizite festgestellt werden [211, 212]. Diese Defizite zeigten sich als oxidative Schiaden
und verringerte Elektronentransportraten durch den Komplex [213]. Im Vergleich zu
gleichaltrigen, gesunden Erwachsenen zeigen MP-Patienten einen Aktivititsverlust des
Komplexes I von 35 % [214]. Dieser Unterschied reicht schon aus, um die ATP-
Produktion zu reduzieren und ROS zu generieren, sodass die betroffenen Zellen bzw.
Neurone sensitiver auf proapoptotische Proteine reagieren und leichter zugrunde gehen
[215]. Da ROS oxidativen Stress bewirken, bildet sich so ein Teufelskreis: Oxidativer
Stress beeintridchtigt den Komplex I, ein eingeschrinkter Komplex I fiihrt zu erhohter
ROS-Produktion, was wiederum den Komplex I weiter beschadigt [216, 217]. Auch die
Mitochondrien-Dynamik wird durch oxidativen Stress beeintriachtigt: Die Fission der
Organellen wird erhoht und gefdhrdet das Zelliiberleben [110]. AuBBerdem bewirken ROS
weitere Zellschdden. Bei MP-Patienten konnten erhebliche Anzeichen beschéddigter
Lipide, Proteine und DNA in der SN festgestellt werden [218, 219]. Interessanterweise

konnten auch oxidativ-beschéddigte DJ-1 Proteine in Liquor, Blutplasma und im ZNS bei
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Patienten mit idiopathischem MP festgestellt werden [220, 221]. Auch die proteasomale
Ubiquitinierung, der Proteinabbau und das Glutathion, ein wichtiges Antioxidans, werden
durch oxidativen Stress in ithrer Wirksamkeit beeintrachtigt [222, 223]. Da dopaminerge
Neurone der SN bekannt dafiir sind, eingeschrénkte antioxidative Kapazitéiten zu haben,
sind sie dementsprechend auch anfilliger gegentiber oxidativem Stress, was die Schwelle

zum Zelltod deutlich verringert [224].
1.4 Zielsetzung

Die oben genannten multiplen &tiologischen Ansitze zeigen, dass der MP vermutlich
keine klar definierte, einseitige Atiologie hat, sondern eher aus dem Zusammenspiel
verschiedener Faktoren resultiert. Aus diesen komplexen Interaktionen leiten sich
mehrere  pathogene  Reaktionen her, einschlieBlich  oxidativen  Stresses,
Proteinaggregationen, Neuroinflammation, Beeintrdchtigung des Proteasoms bzw. des
lysosomalen Proteinabbaus und mitochondrialer Dysfunktionen. Eine zentrale Rolle
scheinen jedoch der oxidative Stress und ein Funktionsdefizit im Komplex I des
Mitochondriums zu spielen. PQ und Rotenon sind zwei weit verbreitete Pestizide, die
ihre toxischen Eigenschaften entfalten, indem sie jeweils zu einer ROS-Produktion und
einer Komplex-I-Inhibition fiihren. Dariiber hinaus sind diese zwei Pestizide als

Risikofaktor fiir die Entwicklung eines MP identifiziert worden.

Wie weiter oben beschrieben haben Parkin, PINK1 und DJ-1 u.a. die Aufgabe, die Zelle
und insbesondere das Mitochondrium vor oxidativem Stress zu schiitzen. Diese wichtige
Aufgabe spiegelt sich in den genetischen Formen des MP wider: Mutationen in den mit

MP-verkniipften Genen fiihren alle zu einer Dysfunktionalitit des Mitochondriums.

DJ-1 nimmt hierbei eine ganz besondere Rolle ein. Einerseits schiitzt es selbst vor
oxidativem Stress, andererseits produziert das Protein als Glyoxalase zwei Sauren, die in

vitro ihre neuroprotektive Wirkung bewihrt haben.

Um die Rolle von DJ-1 und die neuroprotektive Wirkung von GS und DL weiter zu
erforschen sind weitere Experimente in vivo erforderlich. Es stellt sich die Frage, welche
Folgen die Abwesenheit von DJ-1 gegeniiber einer PQ und Rotenon Exposition, die
intrazelluldr zu oxidativem Stress durch erhohte ROS-Produktion und Komplex-I-
Inhibition im Mitochondrium fiihren, haben kann. Weiterhin stellt sich die Frage, ob und

wie GS und DL bei der Abwesenheit von DJ-1 einer PQ-Exposition entgegenwirken.
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Das Ziel dieser Arbeit ist es im DjI”-Mausmodell

1. Die Toxizitét der Pestizide PQ und Rotenon auf die SNc
und

2. Die neuroprotektive Wirkung von Glycolsdure und D-Laktat auf die SNc
Zu testen.

Zur Beurteilung der Toxizitdt bzw. der Neuroprotektion der Substanzen sind
histologische Auswertungen der SNc und die Erfassung der motorischen Féhigkeiten

der Tiere von Bedeutung.
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2 Material und Methoden

2.1 Mausmodell und Tierhaltung

2.1.1 Ethical Statement

Alle Tierexperimente wurden gemdll den Vorgaben des §11 des Tierschutzgesetzes

durchgefiihrt und von der Regierung Oberbayern genehmigt. (Az: 55.2-1-54-2532-5-16)
2.1.2 Genetische Abstammung

Bei den Tieren handelt es sich um Dj-1/Park7-knockout Méuse vom Typ B6.Cg-
Park7tm1Shn/J mit C57BL/6 Hintergrund. Das Mausmodell basiert auf einer Arbeit von
Goldberg et al. [164].

Um das Dj-1-Gen zu deaktivieren, wurde ein Vektor mittels einer PGK-Neomycin
Kassette erstellt. Dieser Vektor hat zum Ziel, das Exon 2 im Dj-/-Gen zu 16schen und es
somit inaktiv zu machen. Das Konstrukt wurde dann mittels der Methode der
Elektroporation, die Zellmembranen voriibergehend permeabel macht, in B6/129 F1-
abgeleitete MKV6.5 embryonale Stammzellen -eingefiihrt. Erfolgreich klonierte
embryonale Stammzellen wurden dann in Blastozysten injiziert. Die hergestellten
transgenen Mause wurden dann mindestens zwolfmal riickgekreuzt. Nach Lieferung der
Maiuse aus dem Jackson Laboratory wurde die Ziichtung im Zentrum fiir Neuropathologie
und Prionforschung (ZNP, Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen, Deutschland)

fortgesetzt.

Diese Mauslinie ist als in vivo Modell fiir Untersuchungen hinsichtlich der

Atiopathogenese der Parkinsonerkrankung gut etabliert.
2.1.3 Tierhaltung

Die Haltung und Ziichtung der Miuse fand im ZNP unter spezifisch pathogenfreien (SPF)
Bedingungen statt. Die Mauskifige wurden einmal wochentlich gewechselt, bei 80°C
gereinigt, getrocknet und mit einem Maushaus, frischer Einstreu-, Nest- und
Hohlenbaumaterial sowie Nestlets aufbereitet. Nach Sterilisation in einer auf 121 °C
erhitzten Autoklave wurden die Kéfige wieder in den Tierhaltungsbereich verbracht. Die
Haltung der Maiuse erfolgte in THKB-M2V-M Polysulfonkédfigen mit einer
Gruppengrofle von zwei bis fiinf Tieren pro Kéfig. Die Kéafige hatten eine Bodenflidche
von 528 cm? und einen Luftfilter. Die Fiitterung der Tiere erfolgte ad libitum mit

Standardfutter. Mit Schnittwasser (zusammengesetzt aus Leitungswasser und
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vollentsalztem Wasser) befiillte, sterilisierte Trinkflaschen standen den Tieren ebenfalls
unbegrenzt zur Verfligung. Die Raumtemperatur betrug 21°C und die Luftfeuchtigkeit
durchschnittlich ca. 55%. Ein 12h-Zeitschalter fiir die Beleuchtung im Tag-Nacht-
Rhythmus mit Dammerungsphasen war vorhanden. Der SPF-Status der Tiere wurde
vierteljahrlich mit Einstreu-Sentinels nach den aktuellen FELASA-Kriterien (Federation
of Laboratory Animal Science Associations) gepriift. Die Tiere unterlagen ab der Geburt
einem tiglichen Monitoring durch entsprechend geschultes Fachpersonal. Die SPF-
Tierhaltung in den Tierbarrieren erfolgte ausnahmslos in geschlossenen IVC (individual
ventilated cage) Barrieresystemen. Personen war der Zutritt nur iiber Personenschleusen
mit  geeignetem  Gesundheitsnachweis, = Nass-Duschen und  vollstindigem
Kleidungswechsel mit Overall, Haube, Mundschutz, Handschuhen und Schuhwechsel
gestattet. Versorgungsmaterialien wurden {iber Durchreichautoklaven oder H202-
Gasschleusen in die Barrieren geschleust. Ein zentrales, redundantes Liiftungssystem
versorgte sowohl die Haltungsrdume als auch die [IVC-Volumenstromregler mit HEPA-
gefilterter (high efficiency particulate air), angewarmter und befeuchteter Zuluft im

Uberdruck.

2.2 Paraquat Experiment

Verabreichte Produktbezeichnung/ Hersteller/Lieferant
Chemikalien Katalognummer
Paraquat 36541 Sigma-Aldrich,

Darmstadt, Deutschland

Glycolséure 124737 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland

D-Laktat 71716 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland

0,9-prozentige R8875 Sigma-Aldrich,

Kochsalzlosung Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Benutzte Reagenzien im PQ-Versuch.
2.2.1 Versuchsgruppen
In vier Gruppen (n=8 in K1, n=7 in P1, P2 und P3) wurden die Substanzen Paraquat (PQ),
Glycolsdure (GS) und D-Laktat (DL) im Vergleich zu einer Vehikellosung getestet
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Paraquat 36541 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland

Glycolséure 124737 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland

D-Laktat 71716 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland

0,9-prozentige R8875 Sigma-Aldrich,
Kochsalzlgsung Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4). Um die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit des Experimentes zu
gewihrleisten, wurden nur Mannchen verwendet. Beim Beginn der Behandlung waren

die Miuse zwischen sechs und acht Wochen alt.

2.2.2 Behandlungsplan

K1
i | | l l
5xGS 5x GS 5xGS
A Y, A

- P N/ g ™7 = N

{ Y Y \
P2 l | | | [ S

PQ PQ PQ PQ PQ PQ
P3
Start w2 w3 Ende

Abbildung 19: Behandlungsplan im Paraquat-Versuch
V = Vehikel; PQ = Paraquat; GS = Glycolsédure; DL = D-Laktat; W = Woche

2.2.2.1 Intraperitoneale Kochsalzlosung-Exposition

Die Vehikelgruppe, hier Gruppe K1, bekam drei Wochen lang zweimal wochentlich 12,5

ul einer 0,9-prozentigen isotonischen Kochsalzlosung intraperitoneal (i.p.) gespritzt.
2.2.2.2 Intraperitoneale Paraquat-Exposition

Der Behandlungsplan beruht auf der Arbeit von Jiao et al. [225].
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Es wurde eine steril filtrierte Losung mit einer Endkonzentration von 20 mg PQ pro ml
Kochsalzlosung angefertigt. Pro Sitzung wurde den Tieren 10 mg PQ pro kg
Korpergewicht (KG) verabreicht, was bei einem geschétzten Gewicht von 25 g 12,5 pl

der Losung entspricht.

Die Gruppen P1, P2 und P3 bekamen im selben Zeitintervall wie die Gruppe K1 die
Losung i.p. gespritzt. Am Ende der dreiwdchigen Exposition hatten die Tiere somit

insgesamt 60 mg/kg KG der Substanz injiziert bekommen.
2.2.2.3 Orale Glycolsidure- und D-Laktat-Behandlung

Parallel zur PQ-Exposition bekam Gruppe P2 fiinfmal pro Woche GS, Gruppe P3 fiinfmal
pro Woche DL oral verabreicht. 1,5 mg der jeweiligen Sdure wurden in 100 pl
destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert mit SM NaOH auf 7 neutralisiert. Mittels
einer Schlundsonde wurde den Méusen beider Gruppen 100 pl der jeweiligen Losung
verabreicht. Die Behandlung dauerte vier Wochen und endete einen Tag vor der
Perfusion. Bei einem geschétzten Gewicht von 25 g ergab sich ein téglich gegebenes
Volumen von 46 mg Saure pro kg KG. Die Tiere der Gruppen K1 und P1 wurden mit 100

ul isotonischer Kochsalzldsung analog behandelt.

2.3 Rotenon Experiment

Produktbezeichnung/

Verabreichte Chemikalien Hersteller/Lieferant

Katalognummer

4% Carboxymethylcellulose | 419273-1KG Sigma-Aldrich

Darmstadt, Deutschland

1,25% Chloroform C2432-1L Sigma-Aldrich

Darmstadt, Deutschland

Rotenon R8875 Sigma-Aldrich,

Darmstadt, Deutschland

Tabelle 5: Benutzte Reagenzien im Rotenon-Versuch
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2.3.1 Versuchsgruppen

In zwei Gruppen (n=10) wurde Rotenon im Vergleich zu einer Vehikellosung getestet
(Tabelle 5). Fiir dieses Experiment wurden aus denselben Griinden wie im PQ-
Experiment nur méinnliche Tiere selektiert. Bei Beginn der Exposition waren die Miuse

zwischen 12 und 14 Monate alt.
2.3.2 Behandlungsplan

Rotenon 1x / Tag

R 1.4

K 1.4

Vehikellésung 1x / Tag

| | )

4
Start M2 M3 M4 Ende

Abbildung 20: Behandlungsplan im Rotenon-Versuch
(M = Monat)

2.3.2.1 Orale Vehikel-Exposition

Jeder Maus der Vehikelgruppe K1.4 wurde tiglich iiber einen Zeitraum von 120 Tagen
oral mittels Schlundsonde 0,2 ml Vehikellosung (4% Carboxymethylcellulose, 1,5%

Chloroform in Wasser geldst) verabreicht.
2.3.2.2 Orale Rotenon-Exposition

Der Behandlungsplan beruht auf der Arbeit von Pan-Montojo et al. [226]. Die

intragastrale Rotenon-Gabe soll einen natiirlichen Expositionsweg nachahmen.

200 pl einer 50 mg/ml Rotenon in Chloroform verdiinnten Losung (Chloroform
verhindert die Prézipitation von Rotenon und ermdglicht so eine gleichméBige Rotenon-
Verteilung) wurden in 8 ml 2-prozentiger Carboxymethylcellulose gelost. 100 ul dieser
Losung wurde den Tieren téglich oral mit einer Schlundsonde iiber einen Zeitraum von
120 Tageverabreicht, bis einen Tag vor der Perfusion. Somit erhielten die Méuse 0,125
mg Rotenon pro Tag. Bei einem angenommenen KG von 25 Gramm entspricht die
zugefiihrte Tagesdosis an Rotenon Smg/kg KG. Am Ende der Exposition hatten die Tiere

somit insgesamt 600mg/kg KG der Substanz bekommen.
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2.4 RotaRod

Der RotaRod-Lauftest hat sich zur Uberpriifung der Korrelation von motorischen

Defiziten mit der GroBe der neuronalen Schadigungen etabliert [227].

Das RotaRod ist ein Messgerdt, welches die motorischen Féhigkeiten und die
Koordination der Méuse untersuchen und quantifizieren kann. Es besteht aus einer
rotierenden Walze, auf der die Maus platziert wird. Das Gerét ist mit einem Computer
verbunden, mit dessen Hilfe die Geschwindigkeit und die Beschleunigung in Rotationen
pro Minute (rpm) der Walze eingestellt werden kann. Mittels einer Lichtschranke wird
die Zeit bis zum ersten Herunterfallen der Maus von der rotierenden Walze gemessen
(Abbildung 21). Es gibt zwei verschiedene Mdglichkeiten, den Lauftest durchzufiihren.
Entweder werden die Méuse in separaten Versuchen in einer Reihe an festen
Geschwindigkeiten getestet, oder es konnen Geschwindigkeitserhohungen in einen
einzigen Versuch eingebaut werden. Fiir diese Arbeit entschieden wir uns fiir die zweite
Moglichkeit.

Der RotaRod-Test wurde jeweils einmal vor und nach den Behandlungen durchgefiihrt,
an drei aufeinanderfolgenden Tagen, drei Mal pro Tag. Die Anfangsgeschwindigkeit des
RotaRod betrug 4 rpm. Die Geschwindigkeit wurde um 0,3 rpm pro Sekunde gesteigert,

bis die Maus herunterfiel.

— ROTAROD TEST —

® O ®

Rotation
\ . ON

Rotarod

Created in BioRender.com bio

Abbildung 21: RotaRod-Lauftest

Der RotaRod-Lauftest dient der Beurteilung der motorischen Féahigkeiten der Mause. Die Tiere werden auf
einer rotierenden Walze platziert und es wird die Zeit gemessen, bis die Méuse von dieser Walze
herunterfallen. Das Gerét ist mit einem Computer verbunden, der die Geschwindigkeit der rotierenden
Walze erhéhen kann. Der Lauftest wird entweder mit festen Geschwindigkeiten, die in separaten Versuchen
gesteigert werden, oder in einem Durchlauf mit integrierten Geschwindigkeitserhdhungen durchgefiihrt.
Die Laufzeiten der behandelten Méuse werden dann mit denen der Kontrollgruppe verglichen.
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2.5 Histologie

Die Préparierung und Férbung der Schnitte erfolgten fiir beide Experimente in gleicher

Art und Weise.
2.5.1 Perfusion

Fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Tiere
einen Tag nach der letzten Behandlung mit Ketamin (100mg/kg KG) und Xylazin
(10mg/kg KQ) i.p. tief narkotisiert. Bei Verlust des Korneal- und Muskelsehnenreflexes
galt die Anisthesie als wirksam und tief genug. Die Tiere wurden anschlieend
transkardial nach Spiilung mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, 0,01M) mit
Paraformaldehyd (PFA, 4% in 0,1M PBS) perfundiert. Zuletzt wurden das Gehirn, das

Riickenmark und der Darm vorsichtig herausprépariert und in PFA eingelegt.
2.5.2 Schnittanfertigung

Nachdem die Gehirne 24 Stunden lang in PFA gelagert wurden, verbrachten sie jeweils
nacheinander 24 Stunden in PBS, in 15-prozentiger Sucrose-Losung und zuletzt in 30-

prozentiger Sucrose-Losung bei 4°C, um sie auf die Einfrierung vorzubereiten.

Die Gehirne wurden anschlieBend mittels fliissigen Stickstoffes schockgefroren und in

Kiihlschrianken bei -80°C gelagert.

Die Schnittanfertigung erfolgte mit einem Schlittenmikrotom. Die 40 um breiten Schnitte
wurden in ein mit selbstgemachtem Freezing Medium (50% PBS, 25% Ethylenglycol,
25% Glycerol) gefiillten 96er Well Plate transferiert und im Kiihlschrank bei -20°C
gelagert.

2.5.3 Immunhistochemie
2.5.3.1 Tyrosin-Hydroxylase

Das Ziel der Farbung war, die dopaminergen Neurone der SNc darzustellen. In dieser
Arbeit wurde dafiir die intraneuronale Tyrosin-Hydroxylase (TH) mittels
Immunofirbung dargestellt. Die TH katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden
Reaktionsschritt bei der Biosynthese von Katecholaminen: die Umwandlung von Tyrosin
in L-Dopa [228]. Das Enzym ist somit direkt mit der Entstehung des Dopaminmangels in
der SNc beim MP in Beziehung zu setzen (Abbildung 22). Bei Sdugetieren ist die TH im

zentralen Nervensystem weit verbreitet [229, 230].
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Abbildung 22: Redox-Reaktion der Bildung von Dopamin aus der Aminosiure L-Tyrosin
(iibernommen von Tabrez et. al) [111]

2.5.3.2 Farbung

Es wurde jeder sechste Gehirnschnitt gefarbt. Zuerst wurden die Schnitte dreimal fiir
jeweils zehn Minuten in PBS gereinigt und anschlieBend weiterhin fiir eine Stunde in
Blocking Solution (5% Donkey Serum, 0,05% Triton, in PBS gelost) auf die Farbung
vorbereitet. Triton wirkt hier als Detergens und hilft, Membranproteine in ihrer nativen
Konformation aus der Zellmembran herauszuldsen. Das Donkey-Serum blockiert die Fc-
Rezeptoren von unspezifisch bindenden Antikdrpern in beliebigen Geweben, die geférbt
werden sollen. Somit kommt der Primér-Antikorper leichter an die TH und kann ihn
spezifischer binden. Wahrenddessen wurde das Primédr-Antikorper, Sheep-anti-TH, in
einer Losung mit Blocking Solution zu 1:1500 verdiinnt. In dieser Losung verbrachten
die Schnitte eine Stunde bei Raumtemperatur und mindestens zwolf Stunden bei 4°C. Am
nichsten Tag wurden die Schnitte nach demselben Protokoll wieder in PBS gereinigt und
fiir drei Stunden in einer Losung aus Blocking Solution und Sekundir-Antikorper,
Donkey-anti-sheep IgG, mit einer Verdiinnung von 1:500 eingebettet. Dabei wurden die
Well-Plates in Aluminiumfolie eingepackt, da der Sekundér-Antikdrper lichtempfindlich
ist. Zum Abschluss wurden die Schnitte ein letztes Mal wie bekannt mit PBS gereinigt.
Wihrend der ganzen Férbung waren die Schnitte auf einem Schiittelgerdt immer in

Bewegung.

Zuletzt wurden die Schnitte in anatomischer Reihenfolge auf Objekttrdger montiert, im
Dunkeln luftgetrocknet, mit Polyvinylalkohol (Mowiol®) fixiert und anschlieend kiihl
gelagert.
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2.6 Auswertung

Die mikroskopische Auswertung beider Experimente erfolgte nach schon bekanntem und
etabliertem Prinzip [200, 231, 232]. Die Auswertung wurde verblindet durchgefiihrt. Fiir
die Auswertung wurde ein Fluoreszenz-Mikroskop mit integrierter Kamera verwendet.
Die Zellzdhlung erfolgte bei 10-facher VergroBerung mit einem speziellen
Computerprogramm (Stereo Investigator®). Es wurden fiir jedes Gehirn jeweils alle
sichtbaren dopaminergen Neurone der SNc gezédhlt, was ungefdhr bei fiinf bis sechs
Schnitten je nach Gehirngrof8e der Fall war. Nachdem man die SNc markiert hatte, die
Schnittdicke und das Schnittintervall (hier jeder 6. Schnitt des Gehirns) angegeben hatte,
gab das Programm bestimmte quadratische Areale vor, in denen man alle sichtbar
gefirbten, dopaminergen Neurone manuell markieren musste. Nachdem man alle
Schnitte mit sichtbarer SNc gezdhlt hatte, berechnete das Programm die Anzahl an

dopaminergen Neuronen fiir das gesamte Gehirn mit der Formel:

N_Z ot 1 1
- Q *h,*a.sf*ssf

Wobei N die geschitzte Summe an Neuronen, Q die Anzahl an gezdhlten Abschnitten, t
die Schnittdicke, h die Hohe des optischen Dissektors, asf (area sampling fraction) der
Anteil der Flachenstichprobe und ssf (section sampling fraction) der Anteil der

Schnittstichprobe ist.
2.7 Statistik

Alle statistischen Tests sowie das Erstellen der Diagramme wurden mit dem Programm
Prism 5.0 (Graph Pad, La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. Mit Hilfe des ,,Shapiro Wilk
Tests* wurden die Daten auf Normalverteilung tberpriift und anschlieBend eine
Varianzanalyse mittels ,,One-way ANOVA* und ,,Dunn’s multiple comparisontest™ oder
»Iwo-way ANOVA® durchgefiihrt. Die Daten wurden immer mit Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwertes (engl. Standard Error of the Mean; + S.E.M) prisentiert.
Das Signifikanzniveau wurde folgendermafen angegeben: * = p < 0,05; ** =p < 0,01;

*k% =p <(0,001; n. s.= nicht signifikant.
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2.8 Material

Produktbezeichnung/ Hersteller/Lieferant
Katalognummer
Tiere
Dj-1/Park7 knockout Maus 006577 The Jackson Laboratory
Bar Harbor, USA
Chemikalien
Paraquat 36541 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland
Glycolséure 124737 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland
D-Laktat 71716 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland
Rotenon R8875 Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland
Normal Donkey Serum 017-000-121 Jackson  Immunoresearch
Labs Inc.
Baltimore, USA
Triton X-100 X100-100ml Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Sucrose 84100-1KG Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
PBS (10x, pH 7,4) P5493-4L Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Mowiol 4-88 81381-250G Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
2-Methylbutan M32631-1L Sigma-Aldrich
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ReagentPlus Darmstadt, Deutschland
Fliissiger Stickstoff Zentrum fiir
Neuropathologie und
Prionforschung
Carboxymethylcellulose 419273-1KG Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Chloroform C2432-1L Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Trockeneis Zentrum fiir
Neuropathologie und
Prionforschung
Ethylenglykol 324558-1L Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Glycerol G5516-1L Sigma-Aldrich
Darmstadt, Deutschland
Roti-Histofix 4% | P087.3 Carl Roth GmbH & Co. KG
(phosphatgepufferte Karlsruhe, Deutschland
Formaldehydlosung, PFA)
Antikorper
Anti-Tyrosinhydroxylase P60-101-150 Pel-Freez
Antikorper Rogers, USA
Alexa Fluor 488 A-11015 Thermo Fisher Scientific
Donkey anti-sheep IgG Waltham, USA
Materialien
Schlundsonde A3
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Multiwellplatte 665102 Greiner Bio-One GmbH
CELLSTARO
12 Well Frickenhausen, Deutschland
Multischalen CELLSTARDO MU24 Greiner Bio-One GmbH
24 Well

Frickenhausen, Deutschland
Netwell-Inserts 15 mm 3478 Corning Inc.

Corning, USA
Nunc  96-Well  Mikro- | 163320 Thermo Fisher Scientific
Titerplatten Waltham, USA
Serologische Pipetten 10 ml | 607180 Greiner Bio-One GmbH
CELLSTAR

Frickenhausen, Deutschland
Microliter Pipetten 0,5-10 pl | 3125663 Eppendorf

Hamburg, Deutschland
Microliter Pipetten 20-200 | 1687215 Eppendorf
ul Hamburg, Deutschland
Microliter Pipetten  100- | 3219153 Eppendorf
1000 pl Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen 100-1000 pl PSBI A Hartenstein GmbH

Wiirzburg, Deutschland
Pipettenspitzen 5-200 pl PSGI A Hartenstein GmbH

Wiirzburg, Deutschland
Pipettenspitzen 0,5-10 pl PSK
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Reaktionsgefal mit Deckel | RK2G A Hartenstein GmbH
2,0 ml
Wiirzburg, Deutschland
Pinsel da Vinci 1570 Da Vinci GmbH
Niirnberg, Deutschland
Aluminiumfolie AF30 A Hartenstein GmbH
Wiirzburg, Deutschland
Objekitrager OTMM A. Hartenstein GmbH
Wiirzburg, Deutschland
Deckelaser DKS0 A. Hartenstein GmbH
Wiirzburg, Deutschland
Rohrchen CELLSTAR 15 | 188261 Greiner Bio-One GmbH
ml
Frickenhausen, Deutschland
Rohrchen CELLSTAR 50 | 227270 Greiner Bio-One GmbH
ml
Frickenhausen, Deutschland
Skalpellklinge GroBe 23 1110923 Heinz Herenz
Hamburg, Deutschland
Tissue-Tek 0.C.T 4583 Sakura Finetek Europe B.V.
Compound Alphenaan  den  Rijn,
Niederlande
Vernichtungsbeutel VB20 A Hartenstein GmbH
Wiirzburg, Deutschland
Parafilm PF10

47

A. Hartenstein GmbH

Wiirzburg, Deutschland



Geriite

Schiittelgerdt Unimax 1010

543-12310-00

Heidolph Instruments
GmbH & CO. KG
Schwabach, Deutschland

Magnetriihrer Hei-Standard

505-20000-00

Heidolph Instruments
GmbH & CO. KG
Schwabach, Deutschland

Timer TR118 Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Deutschland

Kithlschrank FKU 1800 Liebherr GmbH
Biberach an der Rif,
Deutschland

Laborschiittler S1-0236 Scientific Industries Inc.

Vortex Genie 2

New-York, USA

Waage CP2202S-0CE Sartorius AG
Gottingen, Deutschland
Thermometer 5020-0552 Dostmann Electronic
ThermoJack PRO GmbH
Wertheim-Reicholzheim,
Deutschland
Millipore Anlage Milli-Q 1Q 700 Merck Millipore
Darmstadt, Deutschland
Schlittenmikrotom 14050842258 Leica Microsystems CMS
SM2010 R GmbH
Wetzlar, Deutschland
Messer 22cm Profil ¢ Stahl 14021607116 Leica Microsystems CMS
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Messerhalter SN 14050844670 Leica Microsystems CMS

GmbH

Wetzlar, Deutschland
Trockeneiswanne 14050842641 Leica Microsystems CMS

GmbH

Wetzlar, Deutschland
Zentrifuge 5804 R 5805000017 Eppendorf

Hamburg, Deutschland
Fluoreszenzstereomikroskop | 10450588 Leica Microsystems CMS
MZIOF GmbH

Wetzlar, Deutschland
Inverted System Mikroskop IX50 Olympus Corporation

Tokyo, Japan
Fluoreszenzmikroskop 11888928 Leica Microsystems CMS
DM6000 FS GmbH

Wetzlar, Deutschland
Perfusionsmaschine 39471005 Leica Microsystems CMS
Perfusion Two Automated GmbH
Perfusion Inst. Wetzlar, Deutschland
RotaRod (aufgrund von | 3375-0 TSE Systems GmbH
Defekt ersetzt) Bad Homburg, Deutschland
Neues RotaRod 3375-5 TSE Systems GmbH

Bad Homburg, Deutschland
Computerprogramme
Prism 5.0 GraphPad Software Inc.

La Jolla, USA
Microsoft Office 365 Microsoft
Redmont, USA

EndNote X8 Alfasoft Limited
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Luton Bedfordshire, GrofSbritannien

Cell"F

Olympus Soft Imaging GmbH

Miinster, Deutschland

Stereo Investigator 10.52

MBF Bioscience
Williston, USA

Adobe Photoshop Adobe Inc.
San Jose, USA
Fiji/ ImageJ Nationale Institute of Health

Bethesda, USA

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Tiere, Materialien, Reagenzien, Gerite und Programme
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte von Paraquat, Glycolsiure und D-Laktat im Dj-I7-

Mausmodell

In dieser Versuchsreihe wurden einerseits die Toxizitdt von Paraquat und andererseits die
neuroprotektiven Eigenschaften von Glycolsiure und D-Laktat im Dj-/7-Mausmodell

untersucht.

Verglichen  wurden  vier  Versuchsgruppen mit jeweils  verschiedenen
Behandlungsschemata (siehe 2.2.2). Die intraperitoneale Exposition mit der
Vehikellosung und Paraquat erfolgte drei Wochen lang, zweimal pro Woche. Gleichzeitig
erfolgte in den Gruppen P2 und P3 die orale Behandlung mit jeweils GS und DL flinfmal
pro Woche. Um die Auswirkung der Substanzen auf die dopaminergen Neurone der SNc
beurteilen zu konnen, wurden histologische Schnitte der SNc angefertigt und
anschlieBend anhand einer Immunofarbung gegen TH gefarbt, sodass eine stereotaktische

Auswertung am Mikroskop erfolgen konnte.
3.1.1 Paraquat fiihrt zu einem Zelltod der dopaminergen Neurone in der SNc

Der signifikante Abfall der Anzahl an dopaminergen Neuronen in der Gruppe Pl im
Vergleich zur Gruppe K1 bestitigt die Toxizitit von PQ auf dopaminerge Neurone der
SNc (Abbildung 23).

Auch bei Begutachtung der Zellzahlen, beziehungsweise ihrer normierten Werte, ist der

Unterschied an TH-positiven Neuronen eindeutig: Die Differenz betrdgt ca. 22 Prozent

(Tabelle 7).

X = S.E.M. der Zellzahl Gruppe K1 X = S.E.M. der Zellzahl Gruppe P1

10993,7 + 810,3 8563,7 £ 352

Prozentualer Anteil 100% 77,9%

Tabelle 7: Vergleich der Zellzahlenzwischen der Vehikel- und der PQ-Gruppe

Zudem ist die Toxizitit von PQ gegeniiber dopaminergen Neuronen der SNc durch die

am Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Bilder zu sehen (Abbildung 24): Im
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Vergleich zur Gruppe K1 (a) zeigt die SNc der Gruppe P1 (b) weniger TH-positive

Neurone.
3.1.2 Glycolsiure und D-Laktat schiitzen Neurone der SNc¢ vor dem Zelltod

Im Vergleich zur Gruppe K1 zeigten die Tiere der Gruppen P2 und P3, die neben einer
PQ-Exposition mit GS und DL mitbehandelt wurden, statistisch keinen signifikanten
Unterschied in der dopaminergen Zellzahl der SNc¢ (Abbildung 23). Diese Ergebnisse
bekriftigen die Behauptung, dass GS und DL vor einer Neurotoxizitit gegeniiber PQ
schiitzen konnten. Statistisch gesehen konnte kein signifikanter Unterschied in der
Zellzahl zwischen einer Behandlung mit GS und einer Behandlung mit DL festgestellt
werden, sodass behauptet werden konnte, dass beide Substanzen denselben
»Rettungseffekt“ auf die Neurone der SNc¢ haben. Im prozentualen Vergleich der
Gruppen-Mittelwerte zeigte sich ein deutlicher, jedoch statistisch nicht signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen: Die Differenz zwischen der Gruppe K1 und
der Gruppe P2 lag bei 12, wobei die Gruppe P3 nur einen Unterschied von 3 % zur
Gruppe K1 zeigte (Tabelle 8).

Gruppe P2 Gruppe P3
Gruppe K1
(PQ + GS) (PQ +DL)
X £ S.E.M. Zellzahl 10993,7 £ 810,3 9757,7 £1074,2 10683 + 652,5
Prozentualer Anteil 100% 88,7% 97,1%

Tabelle 8: Vergleich der Zellzahlen zwischen den Gruppen K1, P2 und P3
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Abbildung 23: PQ-Versuch: Anzahl dopaminerger Neurone der SNc im Dj-1"-Mausmodell
Darstellung der Auswirkung einer PQ-Toxizitdt und der neuroprotektiven Wirkung von GS und DL auf die
Anzahl dopaminerger Neurone der SN¢ im Dj-/"-Mausmodell. (* = p < 0,05; n.s. = nicht signifikant,
Darstellung mit Mittelwert und S.E.M.)

Auch in den mikroskopischen Aufnahmen ist zu sehen, dass die abgebildeten Schnitte
der SNc der mit GS und DL mitbehandelten Gruppen sich im Vergleich zur Gruppe K1
nicht unterscheiden, obwohl der Unterschied zur Gruppe P1 markant ist (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Schnittbilder der SN¢ von Dj-I""-Miusen
Mikroskopische Aufnahmen der SNc von der Vehikel- (a), PQ- (b), PQ+GS- (c) und PQ+DL-Gruppe (d).
Immunofarbung gegen TH.

Zusammengefasst fiihrt PQ zu einer Neurodegeneration der SN¢ im Dj-17"-Mausmodell.
Eine Ko-Behandlung mit GS oder DL scheint einer durch PQ ausgeldsten

Neurodegeneration entgegenzuwirken.
3.2 Effekte von oral appliziertem Rotenon im Dj-I"--Mausmodell

Pan-Montojo et al. zeigten, dass eine viermonatige orale Rotenon-Exposition bei
Wildtyp-Mausen die topographische Progression des MP nachahmen konnte. In diesem
Versuch wurde die Wirkung von oral appliziertem Rotenon auf die dopaminergen

Neurone der SN¢ im Dj-17- Mausmodell untersucht.

Zuerst wurde eine Vehikelgruppe (K1.4) mit einer mit Rotenon (R1.4) behandelten
Gruppe verglichen. Uber einen Zeitraum von vier Monaten bekamen die Tiere, je nach
ihrer Gruppenangehdrigkeit, tdglich entweder eine Rotenon-Ldsung (mit Chloroform und
Carboxymethylcellulose geldst, siehe 2.3.2.2) oder eine auf Carboxymethylcellulose und
Chloroform basierende Vehikellosung verabreicht. Analog zum PQ-Versuch wurden hier
histologische Schnitte angefertigt, die Neurone der SNc¢ mittels Immunofarbung gegen

TH gefarbt und stereotaktisch ausgezahlt.

Im Laufe der Exposition starben in der Gruppe K1.4 eine und in der Gruppe R1.4 drei
Mause, sodass fiir die stereotaktische Auszdhlung der Neurone insgesamt 16 anstatt 20

geplante Méause zur Verfligung standen.
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3.2.1 Rotenon fithrt nicht zum Zelltod dopaminerger Neurone der SNc¢

Statistisch konnte kein signifikanter Unterschied in der Neuronenzahl zwischen den

beiden Gruppen festgestellt werden (Abbildung 25).

Prozentual zeigten die mit Rotenon behandelten Méuse sogar eine hohere Anzahl an
dopaminergen Neuronen in der SNc¢ (ca. 35 % mehr), als die Méuse der Vehikelgruppe

(Tabelle 9).

Bei genauerer Betrachtung der Daten fiel auf, dass im Vergleich zu vorausgegangenen
Experimenten mit oraler Rotenon-Verabreichung die Zellzahl der dopaminergen Neurone
der SNc nicht in der erwarteten Spannbreite lag [200, 226]. Aus vorausgegangenen
Experimenten und aus diesem PQ-Experiment (Abbildung 23) ist bekannt, dass die
erwartete Zellzahl an dopaminergen Neuronen in der SNc von unbehandelten Mausen bei
ungefiahr 10000-12000 liegen sollte. In diesem Experiment lag der Mittelwert der
Neuronen in der SNc¢ bei den Miusen der Gruppe K1.4 bei circa 8000 (Tabelle 9;
Abbildung 25), was einem Unterschied von mindestens 20 Prozent zur erwarteten

,hormalen Zellzahl entspricht.

Gruppe K1.4 Gruppe R1.4
X = S.EM. Zellzahl 8035,4 +877,3 10877,6 +820,9
Prozentualer Anteil 100 % 135,3%

Tabelle 9: Vergleich der Zellzahlen zwischen der Vehikel- und der Rotenon-Gruppe
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Abbildung 25 : Rotenon-Versuch: Anzahl dopaminerger Neurone der SN¢ im Dj-1"-Mausmodell
Darstellung der Auswirkung einer Rotenon-Toxizitét auf die Anzahl dopaminerger Neurone der SNc im
Dj-1"-Mausmodell. (n.s. = nicht signifikant, Darstellung mit Mittelwert und S.E.M.)

3.2.2 Der Vergleich mit unbehandelten Kontrollmiusen ergibt keinen weiteren

Aufschluss.

Zum weiteren Verstidndnis dieser unerwarteten Ergebnisse wurde sich fiir das
Einschleusen einer Kontrollgruppe ohne Behandlungseingriff entschieden. Diese

sogenannte KO Kontrollgruppe bestand aus fiinf nicht behandelten, gleichaltrigen Dj-1"

-Mausen.
Gruppe K1.4 Gruppe R1.4 Gruppe KO
X = S.EM. Zellzahl 8035,4 £877.,3 10877,6 +820,9 11562,6 +750,8
Prozentualer Anteil 100 % 135,3 % 143,8 %

Tabelle 10: Vergleich der Zellzahlen zwischen der Vehikel-, der Rotenon- und der Kontrollgruppe

Die mittlere Zellzahl an TH-positiven Neuronen der SNc in der KO-Kontrollgruppe zeigte
sich im Normbereich. Mit einem statistisch signifikanten Unterschied von ca. 43 Prozent
zur Gruppe K1 bestitigte dieses Ergebnis die stark abweichende, unerwartete Zellzahl

dieser Gruppe (Tabelle 10).
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Bemerkenswert ist zusitzlich der Fakt, dass die unbehandelten Tiere im Vergleich zu den
mit oralem Rotenon behandelten Miusen keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl

an TH-positiven Neuronen zeigten (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Rotenon-Versuch: Vergleich mit nativer Kontrollgruppe der Zellzahl dopaminerger
Neurone der SNc¢ im Dj-1"--Mausmodell

Darstellung der Auswirkung einer Rotenon-Toxizitét auf die Anzahl dopaminerger Neurone der SNc im
Dj-1""-Mausmodell mit Vergleich einer nativen Kontrollgruppe. (* = p < 0,05; n.s. = nicht signifikant,
Darstellung mit Mittelwert und S.E.M.)

Zusammengefasst zeigte sich bei Dj-17--Miusen keine signifikante Neurodegeneration
nach einer vier-monatigen Exposition gegeniiber oralem Rotenon. Die Einschleusung
einer Kontrollgruppe ergab keinen weiteren Aufschluss dariiber, warum die Zellzahl an

dopaminergen Neuronen der SNc in der Vehikelgruppe sich unerwartet niedrig zeigte.

3.3 Effekte von Paraquat, Glycolsiure, D-Laktat und Rotenon auf die

motorischen Fihigkeiten im Dj-1""Mausmodell

Der Verlust an dopaminergen Neuronen im Rahmen eines MP fiihrt beim Menschen und
beim Tier zu einer Beeintrachtigung der motorischen und koordinativen Fahigkeiten [30].

Um festzustellen, ob die histologisch beobachtete Neurodegeneration der SNc mit einer
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motorischen Beeintrachtigung korreliert, wurde bei den Tieren ein RotaRod-Lauftest

durchgefiihrt.

Aufgrund eines Defekts der Maschine musste diese wéhrend der laufenden
Behandlungszeit des Rotenon-Experiments mit einem neuen RotaRod ersetzt werden.
Die Aufzeichnung der Laufzeiten vor und nach der Exposition gegeniiber Rotenon musste
mit zwei verschiedenen Geréten erfolgen. Die Laufzeiten der Miuse des Versuches mit
PQ, GS und DL wurden vor und nach der Behandlung mit dem neuen Gerét

aufgezeichnet.

3.3.1 Eine Exposition gegeniiber Paraquat, Glycolsidure und D-Laktat fiihrt nicht

zur Verschlechterung der Laufzeiten

In keiner der vier Behandlungsgruppen konnte ein signifikanter Unterschied in den

Laufzeiten vor und nach der Exposition beobachtet werden (Abbildung 27).

Ein erster Uberblick zeigt keinen signifikanten Unterschied der Laufzeiten in den
Gruppen K1, P2 und P3. Eine Verschlechterung der Laufzeiten in der Gruppe P1,
korrelierend zur histologisch festgestellten Neurodegeneration der SNc, konnte allerdings

nicht nachgewiesen werden.

Bei genauer Betrachtung der Laufzeiten zeigte sich aulerdem in allen Gruppen,
unabhingig der Autnahmezeit, ein Mittelwert von liber 100 Sekunden, was im Vergleich
zu unter dhnlichen Bedingungen erhobenen Laufzeiten als langer eingestuft werden kann
(Abbildung 27). Die in vorangegangenen Experimenten beschriebene durchschnittliche

Laufzeit bei gesunden Méusen lag bei etwa 50 Sekunden.
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Abbildung 27: PQ-Versuch: Laufzeiten der Miuse auf dem RotaRod
Es ist kein Unterschied in den Laufzeiten der Méuse vor und nach der Behandlung zu erkennen. Zudem
sind die mittleren Zeiten alle auf iiber 100 Sekunden erhoht. (n.s. = nicht signifikant)

3.3.2 Eine Exposition gegeniiber oraler Vehikellosung oder oralem Rotenon fiihrt

zur Verlingerung der Laufzeiten

Im Rotenon-Experiment erfolgte die Aufzeichnung der Laufzeiten vor und nach der
Exposition, aufgrund eines Defektes im ersten Gerit, mit zwei verschiedenen RotaRod-

Systemen.

Unabhingig von der Gruppenangehorigkeit fielen die Laufzeiten nach der Exposition

signifikant langer aus als jene vor der Exposition (Abbildung 28).

Im Gegensatz zum Versuch mit PQ, GS und DL (Abbildung 27) entsprachen die
Laufzeiten vor der Exposition, die mit dem ersten RotaRod aufgezeichnet wurden, mit

circa 50 Sekunden in beiden Gruppen der Erwartung.

Wie in Abbildung 28 zu sehen, waren die Werte nach der Exposition deutlich hoher als
zuvor. Auch hier ist im Vergleich zu Vorexperimenten eine Laufzeit von fast 100

Sekunden nicht normal.

59



150
Ea vor Behandlung

*kk

e E= nach Behandlung

*%k

-
(=
o
1
o | I

Sekunden

N
o
1
Y

] e
0 - T o e, T
\
& o
X\ o\‘?'o
&

Abbildung 28: Rotenon-Versuch: Laufzeiten der Miuse auf dem RotaRod
Es zeigt sich, unabhédngig der Gruppenangehorigkeit, eine deutlich erhdhte Laufzeit nach der Exposition
als davor. (** =p <0,01; *** =p <0,001)
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4 Diskussion

Ein zentraler Ansatz in der Forschung der noch unzureichend geklirten Atiologie des MP
ist die des oxidativen Stresses als mitwirkender Faktor der Neurodegeneration. Das
Protein DJ-1, das bei ca. 1 Prozent der EOPD-Fille als mutiert beschrieben wurde, tibt
neuroprotektive Funktionen im Mitochondrium aus, indem es einerseits selbst gegen
oxidativen Stress schiitzt und andererseits als Glyoxalase zwei Sduren produziert, welche
in vitro ihren Schutz gegen eine PQ-Toxizitdt bewéhrt haben [131, 144, 151, 155]. Ziel
dieser Arbeit war, zum einen die Neurotoxizitit von Paraquat und Rotenon, die auf
zelluldrer Ebene durch erhdhte ROS-Produktion und Komplex-I-Inhibition oxidativen
Stress verursachen, zum anderen die neuroprotektive Wirkung von Glycolsdure und D-
Laktat, den beiden Produkten der Glyoxalase, in Abwesenheit von DJ-1 in vivo zu
untersuchen. Hierfiir wurden Dj-1"-Miuse nach verschiedenen Protokollen mit PQ,
Rotenon, GS und DL behandelt. AnschlieBend wurden Schnittbilder der SNc angefertigt
und histologisch untersucht. Zudem wurden zur Beurteilung der motorischen Féahigkeiten
der Tiere deren Laufzeiten mittels RotaRod aufgenommen. Es zeigte sich bei alleiniger
Exposition gegeniiber PQ eine signifikante Zellzahlminderung im Vergleich zur
Vehikelgruppe. Eine gleichzeitige Behandlung mit GS oder DL konnte den Zelluntergang
jedoch minimieren, sodass kein signifikanter Unterschied der Zellzahl mit der der
Vehikelgruppe festzustellen war. Im Rotenon-Experiment zeigten die mit Rotenon
behandelten D-17-Miuse eine tendenziell hohere Zellzahl als die Maiuse der
Vehikelgruppe, die jedoch kein Signifikanzniveau erreichte. Bei der histologischen
Auswertung einer Kontrollgruppe, bestehend aus gleichaltrigen Dj-17--Miusen, wurde
kein signifikanter Unterschied zu den mit Rotenon behandelten Tieren, dafiir aber eine
signifikant hohere Zellzahl als in der Vehikelgruppe festgestellt. Im PQ-Experiment
konnte bei den mit dem RotaRod aufgezeichneten Laufzeiten kein signifikanter
Unterschied vor und nach den Behandlungen beobachtet werden. Im Rotenon-
Experiment fielen die Laufzeiten nach der Exposition fiir beide Gruppen signifikant

langer aus als vor der Exposition.
4.1 Das DjI”"-Mausmodell

Bei der benutzten Mauslinie handelt es sich um Dj-1/Park7-knockout-Mause vom Typ
B6.Cg-Park7tm1Shn/J mit C57BL/6 Hintergrund. Das transgene Mausmodell basiert auf
einer Arbeit von Goldberg et al. [164]. Ferner ist es als in vivo Modell fiir Untersuchungen

hinsichtlich der Atiopathogenese des MP gut etabliert, sodass eine Vergleichbarkeit
61



dieser Experimente mit vorangegangenen und parallellaufenden Studien gegeben war.
Um die Reliabilitdt der Experimente zu gewihrleisten, wurden nur Méuse ménnlichen

Geschlechts und innerhalb der Versuchsreihe gleichen Alters selektiert.

Der Dj-17-Genotyp zeigt im in vivo-Modell bekanntlich weder eine dopaminerge
Neurodegeneration, noch motorische Defizite, und dies unabhingig vom Alter des
Tieres [233]. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass das Alter der Miuse bei
Beginn des Versuches keinen Einfluss auf die Ergebnisse hat. Die Wahl des
unterschiedlichen Alters der Mduse des Paraquat- und des Rotenon-Experiments wurde
aus Praktikabilititsgriinden getroffen. Beide Versuche waren Teil einer grofBeren
Versuchsreihe, in der parallel, unter exakt denselben Bedingungen, andere Genotypen

getestet wurden.

Da dieses Mausmodell keine nigrostriatale Pathologie zeigt, ist es fiir die Erforschung
von moglicherweise auf molekularer Ebene ablaufenden, frithen pathologischen
Veranderungen vorteilhaft. Die fehlende nigrostriatale Degeneration kann aber auch als
nachteilig gesehen werden: So eignet sich dieses Mausmodell allein nicht zur Testung

potenziell erkrankungsmodifizierender Therapien [233].

Oxidativer Stress spielt, wie oben schon beschrieben, in der Atiopathogenese des MP
moglicherweise eine wichtige Rolle. Kim et al. zeigten, dass DJ-1 in vivo vor oxidativem
Stress schiitzt. Zusitzlich zeigte die Forschungsgruppe, dass die Sensibilitit gegeniiber
oxidativem Stress, in dem Fall mit MPTP ausgeldst, bei Neuronen von Dj-/-"-Méiusen

gesteigert ist [234].

Des Weiteren spielt auch die Glyoxalase-Funktion von DJ-1 eine wichtige Rolle in
diesem in vivo Modell. So konnte im Rahmen dieser Dissertation gleichzeitig getestet
werden, ob eine exogene Zufuhr von GS und DL, zwei Séuren, die in geringen Mengen

auch endogen produziert werden, verstarkt gegen oxidativen Stress schiitzt.
4.2 Paraquat-Toxizitit bei DJ-I1-Funktionsverlustmutation

Paraquat ist ein weit verbreitetes Herbizid, welches aufgrund seiner Féhigkeiten, durch
massiven oxidativen Stress sowohl eine lokale, dopaminerge Neurodegeneration der SNc,
als auch a-Synuklein-Aggregationen und entsprechende motorische Beeintrachtigungen
auszuldsen, als Toxin-Modell in der MP-Forschung eingesetzt wird [186]. Zusitzlich
wurde eine signifikante Korrelation zwischen einer Exposition mit PQ und dem Auftreten

eines MP beschrieben [178], sodass die Nutzung des Pestizids als Toxin-Modell in der
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MP-Forschung umso empfehlenswerter ist, weil eine PQ-Exposition unter natiirlichen

Bedingungen plausibel ist.

Ferner ist PQ fiir das Mitochondrium schédlich: Es vermindert das Membranpotential,
entkoppelt die oxidative Phosphorylierung und fiithrt somit zu eine erhdhten ROS-
Bildung und einer drastischen Senkung der ATP-Produktion [188]. Ferner stimuliert PQ
die NADPH-Oxidase-Aktivitdt. Dieses Enzym katalysiert die Produktion von
Superoxidanionen, eine Form von ROS, indem es ein Elektron von NADPH auf
Sauerstoff {iibertridgt. Einerseits wird somit die Menge der Energiequelle NADPH
vermindert, andererseits trigt dies zur Auslosung und Erhaltung einer chronischen,

neuroinflammatorischen Antwort bei, und somit auch zu oxidativem Stress [235].

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass PQ im Dj-17-Mausmodell eine Degeneration

dopaminerger Neurone in der SNc auslost.

Wie weiter oben beschrieben sind DJ-1 verschiedene Schutzfunktionen gegeniiber
oxidativem Stress zugeschrieben. In vitro konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von
DIJ-1 zu einer erh6hten Sensitivitéit gegeniiber oxidativem Stress und folglich zum Zelltod
fiihrte [161, 162]. Somit liegt die Uberlegung nahe, dass Miuse mit funktionslosem Gen
empfindlicher gegeniiber oxidativem Stress reagieren wiirden und bei einer PQ-

Exposition eine stirkere Neurodegeneration als WT-Maiuse zeigen wiirden.

Tatsédchlich zeigt der Vergleich dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen, die Frau Theresa
Stral8] im Laufe ihrer Dissertation die unter denselben Bedingungen die Toxizitét von PQ
in der SNc¢ von WT-Méusen untersuchte, erzielt hat, dass in beiden Fillen der Verlust an
Neuronen, im Vergleich zur entsprechenden Vehikelgruppe, ca. 25 % betrug und somit

keinen signifikanten Unterschied ergab (Abbildung 29; Tabelle 11).

Ein Vergleich der Zellzahlen der Vehikelgruppen, bei denen auch kein signifikanter
Unterschied auftrat, bestétigt aulerdem die Aussage, dass eine DJ-/-Mutation allein, wie
in 4.1 besprochen, keine Neurodegeneration bewirkt (Abbildung 29). Ein funktionsloses
DIJ-1 scheint somit keine signifikant stirkere Neurodegeneration zu bewirken. Somit ldsst
sich weiter behaupten, dass das Fehlen eines funktionstiichtigen DJ-1-Protein keine
Verschlechterung der Neurodegeneration bedeutet. Daraus ergibt sich jedoch die Frage
der Rolle von DJ-1 im Schutz gegen oxidativen Stress. Diese Ergebnisse legen nahe, dass

DJ-1 im ,,nativen‘ Zustand keine groB3e Rolle spielt (Tabelle 11, Abbildung 29).
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WT-Miuse Dj-1""-Miuse

9444.67 10993,75
X Zellzahlen K1 Gruppe

100 % 100 %

7024,5 8563,71429
X Zellzahlen P1 Gruppe

74,4 % 77,9 %

Tabelle 11: Vergleich der Zellzahlen vor und nach PQ-Exposition im WT und Dj-1""-Mausmodell
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Abbildung 29: Vergleich der Anzahl dopaminerge Neurone der SNc¢ zwischen Wildtyp (WT)- und
Dj-1"--Miusen bei PQ-Exposition.

Zum besseren Verstindnis und Vergleich wurden die Zellzahlen der SNc normiert. Es ist kein signifikanter
Unterschied in der Zellzahl zwischen beider Genotypen nach PQ Exposition zu erkennen. Daraus lasst sich
schlieen, dass eine DJ-/ Mutation allein weder zu einer Neurodegeneration fiihrt noch bei PQ-Exposition
eine stirkere Neurodegeneration ausldst. (n.s. = nicht signifikant, Darstellung mit Mittelwert und S.E.M,
statistische Verfahren siche Abschnitt 2.7)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde PQ intraperitoneal verabreicht, jedoch spiegelt dieser
Applikationsweg nicht den hiufigsten Expositionsweg wider. Da PQ als Pestizid benutzt
wird, wird es am ehesten inhaliert oder versehentlich verschluckt. Eine orale Gabe von
PQ bei WT-Maiusen zeigte einen Verlust dopaminerger Neurone in der SN¢, motorische
Beeintrachtigungen sowie verminderte Dopaminspiegel im Striatum [236]. In Anbetracht
der Annahme, dass die fiir einen MP typische Pathologie zuerst im PNS, genauer gesagt
im ENS und im Bulbus olfactorius beginnt, und moglicherweise als Folge einer oralen

oder nasalen Exposition gegeniiber einer neurotoxischen Substanz, wie zum Beispiel PQ,
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thren Lauf nimmt, hédtte die orale Applikation von PQ einem natiirlicheren

Expositionsweg entsprochen.

4.3 Neuroprotektive Eigenschaften von GS und DL bei DJ-I-

Funktionsverlustmutation

DJ-1 wird unter anderem eine Funktion als Glyoxalase zugeschrieben, welche Glyoxal
und Methylglyoxal, zwei an der Bildung von ROS beteiligte Oxalate, in Glycolsdure und
D-Laktat umwandelt [149]. Toyoda et al. konnten zeigen, dass GS und DL in vitro
einerseits fiir die Aufrechterhaltung der Struktur, Funktion und des Membranpotentials
des Mitochondriums bei Stress durch Austrocknung erforderlich sind, und andererseits
dopaminerge Neurone vor einer PQ-Toxizitét schiitzen kdnnen [151]. Im Rahmen dieser
Dissertation konnte gezeigt werden, dass auch in vivo die orale Zugabe von GS und DL
eine durch PQ ausgeloste Neurotoxizitit entgegenwirken konnte. Interessanterweise
zeigte sich nur in der mit DL ko-behandelten Gruppe P3 ein signifikanter Unterschied zur
PQ-Gruppe, was sich auch beim Vergleich der mittleren Zellzahlen zwischen mit GS und
DL behandelten und unbehandelten Tieren widerspiegelt: Die Gruppe P3 zeigte einen
Abfall von 3 % im Vergleich zur Gruppe K1 - im Gegensatz zur mit GS ko-behandelten
Gruppe P2, die einen Verlust von mehr als 10 % aufwies (Tabelle 8).

Auch im WT-Versuch erzielten die mit DL behandelten Mause bessere Ergebnisse (p <
0,001) als die mit GS-behandelten Méuse (p < 0,01). (Die Versuche wurden durch Frau
Theresa Stralll im Rahmen ihrer Promotion durchgefiihrt, die Ergebnisse werden hier

nicht dargestellt.)

Im Vergleich zu den WT-Méusen ist die Rettung von dopaminergen Neuronen durch GS
und DL bei Dj-17"-M&usen schlechter und bei DL sogar signifikant schlechter gewesen
(Abbildung 30). Anhand dieses Vergleiches konnte man behaupten, dass nicht nur die
zwei produzierten Séduren allein fiir die Neuroprotektion verantwortlich sind, sondern
auch andere Funktionen von DJ-1, wie z. B. die Eliminierung von ROS an der dueren
Membran des Mitochondriums oder die Regulation von verschiedenen zellschiitzenden

Transkriptionsfaktoren.

Es ist bekannt, dass ein DJ-1-Funktionsverlust zu einer veranderten Kalzium-Homdostase
fiihrt [237]. Dopaminerge Neurone der SNc¢ zeigen, im Gegensatz zu den meisten anderen
Neuronen des ZNS, eine geregelte, autonome Schrittmacher-Aktivitét, die neben anderen

Ionen auch mit Kalzium gesteuert wird [238]. Aufgrund der Beteiligung von Kalzium an
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zahlreichen zelluldren Prozessen ist der Elektrolyt unter strenger homoostatischer
Kontrolle: Mit einer intrazelluliren Konzentration von 100 nM ist diese 10000-mal
niedriger als die extrazelluldre Kalzium-Konzentration [239, 240]. Beim Eindringen von
Kalzium in das Neuron wird Kalzium entweder durch die Plasmamembran
riicktransportiert oder schnell in das Mitochondrium oder endoplasmatische Retikulum
aufgenommen. Beide Prozesse erfordern einen hohen energetischen Aufwand in Form
von ATP, was zu einer hohen Belastung fiir das Mitochondrium fiihrt [241]. Es konnte
gezeigt werden, dass diese erhohte mitochondriale Aktivitdt sogar zu einer gesteigerten
Bildung oxidativer Stressoren fiir das Mitochondrium dopaminerger Neurone der SN¢

fithrte [242].

So scheint es also, dass eine erhohte intrazellulire Kalzium-Konzentration eine weitere
Ursache fiir die Beeintrachtigung einer normalen Mitochondrienfunktion sein konnte,
was wiederum bekanntermafBlen mit dem Zelltod dopaminerger Neurone einhergeht. Die
Auswirkungen von GS und DL auf das intrazelluldre Kalzium kénnten so, zumindest zum

Teil, ihre neuroprotektive Eigenschaft erkldren.
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Abbildung 30: Vergleich der Anzahl dopaminerge Neurone der SNc zwischen Wildtyp (WT)- und
Dj-1""-Miusen bei PQ-Exposition und Ko-Behandlung mit GS und DL

Darstellung der normierten Zellzahlen der SNc. Es ist bei der Ko-Behandlung mit GS kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Genotypen zu erkennen. Dagegen ist bei Ko-Behandlung mit DL die Zellzahl
der SNc im WT-Mausmodell signifikant héher. (* = p < 0,05; n.s. = nicht signifikant, Darstellung mit
Mittelwert und S.E.M., statistische Auswertung siche Abschnitt 2.7)

Obwohl GS und DL offensichtlich durch die Glyoxalase gebildet werden konnen, scheint
die endogene Konzentration nicht ausreichend zu sein, um neuroprotektiv zu wirken. In
der Tat zeigte eine Studie, dass in vitro DJ-1 eine nur geringe Aktivitdt der Glyoxalase
zeigt und die Menge an produziertem GS und DL so gering war, dass sie nicht

nachweisbar waren [243].

Dr. rer. nat. Reinhard Oertel (TU Dresden) konnte auch bei WT-Maiusen keine
nachweisbare Konzentration an GS und DL feststellen (Tabelle 12), was ein weiterer
Hinweis darauf ist, dass die gegenwértigen endogenen Konzentrationen an GS und DL

nicht geniigen, um allein eine Neuroprotektion zu gewihrleisten.

Serumkonzentration GS Serumkonzentration DL

Wildtyp-Maus <1,0 pg/ml <2,0 pg/ml

Tabelle 12: Serumkonzentrationen an GS und DL im WT-Mausmodell (iibernommen von Dr. rer.
nat. Oertel)
Herzlichen Dank an Dr. rer. nat. Reinhard Oertel fiir die Zuverfligungstellung der Daten.
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Daraus ergibt sich die Fragestellung, warum derart potente Wirkstoffe, die nachweislich
gegen einen Zelltod dopaminerger Neurone in der SNc¢ schiitzen, bei Sdugetieren nicht in

grofleren Mengen gebildet werden.

Caenorhabditis elegans ist ein Fadenwurm aus der Gruppe der Rhabditiden. Dieser
Wurm wird in der Forschung vor allem im Stadium der Dauerlarve benutzt, ein
festgefahrenes Stadium, welches bekanntlich unter ungiinstigen Bedingungen iiberleben
kann. Erkut et al. zeigten, dass die C. elegans Dauerlarve resistent gegen starke
Austrocknung ist [244]. Unter den observierten Schutzmechanismen, die fiir das
Uberleben der Dauerlarve unter einer starken Austrocknung ndtig waren, zeigte sich die
Hochregulierung der Glyoxalase-Gene djr-1.2 und glod-4 [150]. Interessanterweise
konnte bei der C. elegans unter Austrocknungsstress keine messbare Konzentration an
GS und DL nachgewiesen werden, obwohl bei mutierten C. elegans Dauerlarven,
welchen das djr1.1/djr1.2 und glod.4 Gen fehlte, die Uberlebensfihigkeit einer schweren
Austrocknung oder einer Paraquat-Toxizitdt, durch Gabe von GS und DL, verbessert

werden konnte [151].

Im Gegensatz zur C. elegans wurde keine Hochregulierung von DJ-1 im Sédugetier-
Modell beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass im Laufe der Evolution die
Fahigkeit, dieses Gen hochzuregulieren, verloren wurde. Trotz der Unfahigkeit, DJ-1
hochzuregulieren, zeigen uns sowohl die Ergebnisse dieser Dissertation als auch bei in
vitro-Versuchen und bei Schlaganfall-Mausmodellen beobachtete Ergebnisse, dass GS

und DL ihre neuroprotektiven Eigenschaften beibehalten haben [151, 245].

Der Wirkungsmechanismus von GS und DL ist jedoch nach wie vor nicht einheitlich
geklért. Toyoda et al. Zeigten in vitro, dass GS und DL fiir die Aufrechterhaltung des
Membranpotentials des Mitochondriums erforderlich ist [151]. Bour et al. zeigten
weiterhin, dass GS und DL auch durch die Verringerung der intrazelluliren Kalzium-
Konzentration ihre Wirkung ausiiben. Interessanterweise lief sich fiir GS ein weiterer
Wirkungsmechanismus beobachten: eine erhdhte, wahrscheinlich mitochondriale
NAD(P)H-Produktion [246]. NAD(P)H ist der Hauptregulator des zelluldren
Redoxpotentials und spielt eine entscheidende Rolle in der Wirkung verschiedener
antioxidativer Systeme, wie z. B. als Kofaktor bei der Reduktion von Glutathiondisulfid
(GSSG) zu Glutathion (GSH) und somit bei der GSH-Regeneration, welche fiir den
Schutz der Zelle gegen oxidativen Stress unerldsslich ist. Auch eine andere Studie konnte

die Auswirkung von GS auf NAD(P)H und GSH beobachten: Bei der Gabe von GS
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konnten die schddlichen Auswirkungen von Wasserstoffperoxid, welches unter anderem

auch durch PQ gebildet wird, vollstdndig unterdriickt werden, indem es die Verhéltnisse

des verringerten NAD(P)H/NADP+ und GSH/GSSG verbesserte [247].

Auch in einem Schlaganfall-Mausmodell zeigten Chovsepian et al., dass GS einem
Zelltod entgegenwirkte, indem es hier auch die intrazellulire Kalzium-Konzentration

niedrig hielt [245].

AbschlieBBend, in Anbetracht aller Ergebnisse, liegt der Schluss nahe, dass GS und DL
thre neuroprotektive Aktivitdit vor allem zum Schutz der Funktionalitit des
Mitochondriums ausiiben. Weitere Studien zum Verstindnis der genauen
Wirkmechanismen dieser Sduren, mit Fokus sowohl auf die Kalzium-Homdoostase als
auch auf die Verbesserung der Verhiltnisse von NAD(P)H/NADP+ und GSH/GSSG bei
dopaminergen Neuronen der SNc, sind zum besseren Verstindnis der Funktion von DJ-

1 und der Atiopathogenese des MP notwendig.
4.4 Rotenon-Toxizitit bei DJ-I-Funktionsverlustmutation

Das Pestizid Rotenon wurde zuerst von Betarbet et al. als neues in vivo, auf einem Toxin
basierenden Parkinson-Modell beschrieben [197]. Neben der in anderen toxischen
Modellen auch vorhandenen selektiven Degeneration dopaminerger Neurone der SNc
und der klassischen motorischen Symptomatik zeigte das Rotenon-Modell als erstes an
LB erinnernde zytoplasmatische Einschliisse. Rotenon {ibt seine toxische Wirkung aus,
indem es im Mitochondrium den Komplex I der Atmungskette blockiert und folglich zu
einem massiven oxidativen Stress fiir die Zelle fiihrt. Weiterhin ist Rotenon - wie PQ -
als Pestizid ein fiir die Begiinstigung der Entstehung von MP bekannter Risikofaktor, was
seine Nutzung als Toxin-Modell, vor allem bei einer den natiirlichen Intoxikationsweg

nachahmenden oralen Zufuhr des Pestizids, sinnvoll macht.

Das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Rotenon-Experiment im Dj-7--Mausmodell
filhrte nicht zu den erwarteten Ergebnissen. Tatsdchlich zeigten die mit Rotenon
behandelten Tiere eine im Durschnitt hohere Zellzahl als die mit einer Vehikellosung
behandelten Tiere. Im Vergleich zu den Zellzahlen der SNc aus anderen Versuchen, die
ebenfalls mit dieser Vehikellosung durchgefiihrt wurden, fiel die Neuronenzahl der

Vehikelgruppe sogar niedriger aus.

Aufgrund dieser unerwarteten Ergebnisse wurde sich fiir die Einschleusung einer

Kontrollgruppe, die aus gleichaltrigen, ménnlichen Dj-/"--Méuse bestand, entschieden.
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Hier zeigte sich die mittlere Zellzahl der SNc¢ in der erwarteten Norm und somit
signifikant hoher als die der Vehikelgruppe, was weiterhin iiberraschend war. Fiir diese

unerwarteten Ergebnisse konnen verschiedene Ursachen verantwortlich sein.

Zunichst stellt sich die Frage, warum die durchschnittliche Neuronenzahl in der
Vehikelgruppe niedriger als erwartet war. Die Méuse dieser Gruppe wurden téglich mit
einer Vehikellosung, zusammengesetzt aus Carboxymethylcellulose und in Wasser

gelostem Chloroform, tiber einen Zeitraum von 120 Tagen behandelt.

Einerseits konnte die stereologische Zahlung der dopaminergen Neurone der SNc
aufgrund einer fehlgeschlagenen Firbung falsch niedrig ausgefallen sein: Bei einer
geschwéchten, aber noch funktionierenden Aktivitdt der TH ist die Wahrscheinlichkeit,
dass das Neuron durch die entsprechende Immunofdrbung angeférbt wird, niedriger.
Somit konnte eine Anzahl an dopaminergen Neuronen der SNc, obwohl sie noch

funktionstiichtig sind und Dopamin produzieren, nicht angeférbt worden sein.

Weiterhin konnte das Ergebnis der Zdhlung aufgrund einer verminderten Anzahl an
Schnitten der SNc¢ in der Gruppe K1.4 im Vergleich zu den Gruppen R1.4 und KO niedrig
ausgefallen sein. Jede Anfertigung und Auswertung der Schnitte erfolgte nach einer
standardisierten Methode (siehe 2.5). Bei jedem Tier wurden fiinf bis sechs Schnitte der
SNc ausgewertet (siche Abb. 31), sodass die Ergebnisse innerhalb der Gruppen
vergleichbar waren. Eine verminderte Anzahl an Neuronen der SNc¢ pro Schnitt kann
somit aber nicht sicher ausgeschlossen werden. Dieser unvorhersehbare Zufall kénnte
auch erkldren, warum die Kontrollgruppe KO eine signifikant hohere Zellzahl im
Vergleich zur Vehikelgruppe zeigt. Ferner zeigt die Kontrollgruppe KO eine hdhere
Zellzahl, auch wenn nicht signifikant, als die mit Rotenon behandelte Gruppe K1.4.
Dieses Ergebnis konnte zu der Hypothese fithren, dass die geringe Anzahl an Neuronen

dazu beigetragen haben konnte, den vollstandigen Effekt von Rotenon zu beeintréchtigen.
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Abbildung 31: Anzahl der ausgewerteten SNc-Schnitte im Rotenon-Experiment
Der Mittelwert liegt in allen drei Gruppen zwischen fiinf und sechs Schnitten pro Maus. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied in den Mittelwerten der drei Gruppen.

Andererseits konnte das Losungsmittel Chloroform fiir die reduzierte Zellzahl
verantwortlich sein. Vom im 19. Jahrhundert erstmalig in der Medizin zur
»schmerzfreien* Geburt angewendeten Chloroform wurde schnell aufgrund eines hohen
hepato- und zentralnervds-toxischen Potenzials wieder Abstand genommen [248]. Dazu
ist eine kanzerogene Wirkung von Chloroform bei Mausen und Ratten nachgewiesen,
sodass man folglich an eine, zum Teil auch todlich endende, Intoxikation der Méuse mit
Chloroform denken kann [249, 250]. Allerdings wurde Chloroform als Losungsmittel in
anderen Rotenon-Versuchsreihen, z. B. von Frau Magdalena Fischer bei Lrrk2”--Méausen
und bei Herrn Constantinos Hadjistyllis und Herrn Francisco Pan-Montojo bei WT-
Mausen, benutzt und erzielte normwertige Zellzahlen in den Vehikelgruppen. Der einzige
nennenswerte Unterschied zwischen diesen und den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchen ist somit der Genotyp der untersuchten Tiere, sodass die
Uberlegung nahe liegt, dass ein DJ-1-Funktionsverlust einen Einfluss auf die Wirkung
der Vehikellosung haben konnte. Eine Literaturrecherche iiber eine mdgliche verdnderte
Wirkung von Chloroform bei Dj-17"in vivo oder in vitro Modellen blieb erfolglos. Eine

Versuchsreihe zur Bestitigung oder Widerlegung dieser Hypothese wére angebracht.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, warum die gewiinschte Neurodegeneration in der

SNc der mit Rotenon behandelten Dj-1"--Méiuse fehlgeschlagen ist.
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Zum einen konnte eine zu geringe Konzentration an Rotenon in Bezug auf das Gewicht
der Maduse ursdchlich gewesen sein. In unserem Versuch basierte die tdgliche
Konzentration von 5 mg/kg KG an Rotenon-Ldsung auf einem Gewicht von 25 g, sodass
die Tiere, bei einer Versuchsdauer von 120 Tagen, eine Gesamtdosis von 600 mg/kg KG
erhielten. Dennoch wurde in vorausgegangenen Experimenten bei einer Rotenon-
Konzentration von 5 oder 10 mg/kg KG eine Gewichtszunahme der Méuse beschrieben
[199]. Wenn man eine Gewichtszunahme iiber den Zeitraum der Behandlung annimmt,
verringert sich die Gesamtkonzentration pro kg KG deutlich: Bei einem Unterschied im
KG von 5 g dndert sich die Gesamtkonzentration von 600 auf 500 mg/kg KG, was einem
Unterschied von ca. 17 Prozent entspricht. Bei einer Maus mit einem Gewicht von 32 g
sinkt die Gesamtkonzentration sogar um tiber 20 Prozent. Somit ist die tégliche Dosis von
5 mg/kg KG bei einer auch nur geringen Gewichtszunahme nicht mehr gewaihrleistet.
Miyazaki et al. zeigten, dass auch eine Konzentration von < 5 mg/kg KG zu einem Abfall
der dopaminergen Neurone in der SNc und motorischen Defiziten fiihren kann, allerdings
bei subkutaner Applikation des Pestizids [251]. Diese Erkenntnisse lassen den mdglichen
Schluss zu, dass bei oraler Applikation des Pestizids, aufgrund einer erschwerten
Resorption iiber die Darmschleimhaut, hohere Dosen als bei subkutaner oder
intraperitonealer Verabreichung benétigt werden, um vergleichbare Ergebnisse zu

erzielen.

Zum anderen konnte also der gewidhlte Applikationsweg fiir die fehlgeschlagene
Neurodegeneration ursdchlich sein. Eine Forschungsgruppe erzielte eine signifikante
Verringerung der Anzahl an dopaminergen Neuronen der SNc bei oraler Applikation von
Rotenon, allerdings war die gewdhlte Konzentration an Rotenon von 30 mgkg KG
wesentlich hoher als in dieser Arbeit [199]. Interessanterweise zeigte sich in dieser Studie
bei einer tdglichen Rotenon-Konzentration von 10 mg/kg KG der Verlust an TH-positiven
Neuronen in der SNc unter den behandelten Mausen hoch variabel, sodass nahe liegt,
dass dies bei einer noch geringeren Konzentration, wie z. B. 5Smg/kg KG, auch der Fall

sein konnte.

Auch im Rahmen dieser Arbeit war die Variabilitdt hoch: In der Rotenon-Gruppe zeigte
sich eine Standardabweichung von ca. 10 %. Diese Variabilitit der Neurodegeneration
als Antwort auf eine Exposition gegeniiber Rotenon wurde schon mehrmals
dokumentiert [197, 198, 252-256]. Auch eine Variabilitit in der anatomischen Lage der
Neurodegeneration wurde festgestellt: So zeigten manche Tiere einen Zellverlust im

Striatum und keinen in der SNc [197, 257]. Fiir diese Arbeit wurde nur die SNc
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ausgewertet, sodass eine mogliche lokale Degeneration der Neuronen des Striatums

tbersehen wurde.

Ein Vorteil des Rotenon-Toxinmodells ist die Bildung von LB, welche a-Synuklein und
Ubiquitin beinhalten. Pan-Montojo et al. zeigten, dass nach einer dreimonatigen oralen
Rotenon-Exposition eine Akkumulierung an a-Synuklein in der SNc festzustellen
war [200]. Da im Rahmen dieser Dissertation die histologischen Schnitte der SNc nur
gegen TH-positive Neuronen gefarbt wurden, wurden mdgliche a-Synuklein

Akkumulierungen iibersehen.

Zusammenfassend hétte eine Erhohung der Rotenon-Dosis, eine Vergroferung der
Stichprobe, eine histologische Auswertung weiterer anatomischer Regionen oder eine
Durchfithrung einer a-Synuklein-Immunofarbung der SNc gegebenenfalls bessere
Ergebnisse im Sinne einer nachweisbaren Neurodegeneration oder Zeichen einer

beginnenden MP-Pathologie erzielen konnen.

Jedoch wurde durch Pan-Montojo et al. gezeigt, dass eine intragastrale Rotenon-Gabe bei
WT-Miusen in einer Konzentration von 5 mgkg KG eine Nachahmung der
pathologischen Stadien des MP bewirkt. Es zeigte sich nach einer dreimonatigen oralen
Exposition gegeniiber Rotenon eine Degeneration dopaminerger Neurone in der
SNc [200]. Auch bei einem parallellaufenden Experiment, in Kooperation mit der
Masaryk-Universitdt in Briinn (Tschechien), hat Herr Constantinos Hadjistyllis zeigen
konnen, dass eine viermonatige orale Exposition gegeniiber Rotenon in derselben
Konzentration zu einem signifikanten Zelluntergang (p = 0,02; Ergebnisse nicht gezeigt)
bei WT-Maiusen fiihrte. Es ldsst sich also daraus schliel3en, dass die Methodik, also der
Applikationsweg und die Konzentration, ihre Wirkung bei WT-Méusen bewiesen
haben [226]. Erneut ist der einzige charakteristische Unterschied zwischen diesen und
dem vorliegenden Versuch der gewihlte Genotyp der Mause. Schlussfolgernd ldsst sich
daraus sagen, dass eine DJ-/-Mutation einen Einfluss auf die Wirkung von Rotenon
haben konnte. Es ist bekannt, dass ein DJ-1-Funktionsverlust zur erhdhten
Fragmentierung von Mitochondrien, zur Verminderung des Membranpotentials sowie zur
Akkumulation defekter Mitochondrien fiihrt [158, 159, 162]. Diese Pathologien sind, bei
einjahrigen DJ-/7--Miusen, denkbar. Da Rotenon seine Wirkung entfaltet, indem es den
Komplex I der Atmungskette blockiert, kann die Hypothese gestellt werden, dass
Rotenon, aufgrund einer vorgeschidigten Mitochondrienmembran beziehungsweise

defekter Mitochondrien, nicht seine vollstandige Wirkkraft entfalten konnte, um folglich
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von Neuron zu Neuron weitertransportiert zu werden und letztlich im ZNS, spezifisch in

der SNc, destruktiv aktiv werden zu konnen.

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass die erwarteten Ergebnisse im Rotenon-Versuch nicht
erzielt werden konnten. Obwohl verschiedene Kritikpunkte an der Methodik dieser
Dissertation besprochen wurden, scheint die gleiche Methodik in fritheren und
parallellaufenden Versuchen ihre Validitit bewéhrt zu haben, sodass in diesem Fall von
einer protektiven Auswirkung einer Genmutation gegeniiber einer potenziell toxischen
Umwelt-Exposition oder einem Zufall auszugehen ist. Zur Bestitigung oder Widerlegung

dieser Hypothese sind weitere Studien erforderlich.
4.5 RotaRod

Die fiir den MP pathognomonische Neurodegeneration der SNc duf3ert sich primér durch
das Auftreten der sogenannten Kardinalsymptome Tremor, Rigor, Akinese und posturale
Instabilitdt. Auch im MP-Mausmodell ist eine solche Beeintrdchtigung der Motorik
beobachtbar. Um diese motorischen Einschrinkungen zu erheben, hat sich der RotaRod

etabliert, der auch im Rahmen dieser Arbeit angewandt wurde.

WT-Maiuse erzielten im PQ-Experiment die zu erwartende Ergebnisse auf dem Rotarod:
die Gruppe mit alleiniger PQ-Exposition zeigte eine signifikante Verschlechterung der
Laufzeiten vor und nach der Exposition. (Die Versuche wurden durch Frau Theresa Straf3l

im Rahmen ihrer Promotion durchgefiihrt, die Ergebnisse werden hier nicht dargestellt.)

Aufgrund eines Defekts des RotaRods musste das Gerét im Laufe des Rotenon-Versuches
ausgetauscht werden, sodass die Laufzeiten vor und nach dem Versuch mit zwei
verschiedenen Gerdten erfasst werden mussten. Im Rotenon-Versuch zeigten sich nach
der Exposition, unabhédngig der Gruppenangehdrigkeit, stark verlingerte Laufzeiten im
Vergleich zu vor der Exposition. Im PQ-Versuch, der nach Ankunft des neuen RotaRod-
Modells durchgefiihrt wurde, zeigte sich kein Unterschied in den Laufzeiten vor und nach

den Behandlungen.

In keinem der beiden Experimentreihen konnte ein plausibles Ergebnis in der RotaRod-
Leistung der Tiere erzielt werden. Grundsitzlich fielen die Laufzeiten der Miuse, im
Vergleich zu den aus vorausgehenden Versuchen bekannten Zeiten, langer aus. Grund
dafiir war die Nutzung eines neuen RotaRods. Die verschiedenen RotaRod-Systeme
konnen sich in Bezug auf Stabdurchmesser, Oberflichenbeschaffenheit und

minimale/maximale Geschwindigkeit unterscheiden. In unserem Fall besal3 das neue
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Modell, um den Halt der Miuse zu erleichtern, eine gerillte Walze. Diese Rillen
ermOglichten es aber den Tieren, sich bei zu hoher Geschwindigkeit daran zu klammern,
anstatt herunterzufallen, was zur Erzeugung langerer und somit nicht verwertbarer
Laufzeiten fiihrte (Abbildung 32; Abbildung 33). Dieses Klammerverhalten der Mause
wurde in der Regel zur Gewohnheit, sodass eine Wiederholung des Versuches keinen

Sinn ergab. Dieser Storfaktor wurde in anderen Studien auch festgestellt [258].

Die Beschaffenheit der neuen Walze, gefolgt vom Klammern der Tiere an jene, fiihrte
zusammenfassend zu folgenden Problematiken: Es ist weder eine Reliabilitdt der
Versuche noch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben, sodass die beobachteten
Laufzeiten als Einschédtzung der motorischen Einschrinkung der Tiere in Bezug auf die
Exposition gegeniiber Behandlung mit PQ, GS, DL und Rotenon nicht interpretierbar

sind.

Abbildung 32: Festhalten der Maus an der Walze des RotaRod-Ger:its

Die graue Maus (weiller Pfeil) dreht sich mit der Walze des Gerates mit. Die Beschaffenheit der Walze im
neuen Gerdt ermdglicht es den Tieren, sich daran festzuhalten und somit eine ldngere Laufzeit
vorzutduschen.
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Abbildung 33: Festhalten der Maus an der Walze des RotaRod-Ger:ites
Das Festhalten der Maus fiihrt zu verfilschten und somit nicht interpretierbaren Laufzeiten. Eine
Beurteilung der Motorik war sowohl im PQ- als auch im Rotenon-Versuch folglich nicht méglich. Zur
Erleichterung der Foto-Dokumentation wurden Méuse mit weilem Fell (ohne Zugehorigkeit zu einer
Versuchsreihe) ausgewdhlt.

Eine Beurteilung der motorischen und koordinativen Fahigkeiten der Mduse durch einen
sensibleren Test wie der Schwebebalken hitte eventuell weitere Erkenntnisse
ermdglicht [259]. Haufig untersuchen verschiedene Tests unterschiedliche Aspekte der
motorischen Leistung der Versuchstiere. Je nachdem, ob man das Verhalten der Maus
aufgrund ihres Phénotyps oder aufgrund einer bestimmten Behandlung zur Heilung einer
Krankheit analysieren mochte, sind die Anforderungen an die Tests unterschiedlich. Um
den Zustand der Maus vollstindig zu erfassen, ist daher eine Reihe von Tests, die sich
bestenfalls ergéinzen, erforderlich, um das realititsnéchste Versuchsergebnis zu erzielen.
Eine Ergénzung der RotaRod-Testung, z.B. mit Schwebebalken, Ganganalyse oder dem

Gitterschritt hitte bessere, vollstindigere Ergebnisse erzielt.

Auch die Erfassung nicht-motorischer Symptome hitte Hinweise auf eine
moglicherweise beginnende Symptomatik, die noch nicht im RotaRod-Test sichtbar
gewesen wire, offenbaren konnen. NMS konnen ein frither Indikator fiir eine MP-
Erkrankung sein. Sie konnen anhand einfacher Tests, wie z. B. der 1h-Stool-Collection
bei Magen-Darm-Passage-Storungen oder einer Riechpriifung bei Riechstorungen erfasst

werden.
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4.6 Ausblick

Das Morbus Parkinson ist eine fithrende Alterskrankheit. Mit dem aktuell stattfindenden
demographischen Wandel wird das durchschnittliche Alter der Bevolkerung weiterhin
zunehmen, was fiir die Privalenz des MP auch von Bedeutung ist: Es wird prognostiziert,
dass diese sich in den nichsten zwei Jahrzehnten verdoppeln wird [7, 8]. Aufgrund des
,Silbernen Tsunamis®“, der uns in den nédchsten drei Jahrzehnten erwartet, wird
vorhergesagt, dass neurodegenerative Krankheiten wie MP aufgrund mangelnder
Pflegekriifte, mangelnder spezialisierter Arzte, fehlender Heilungsmdglichkeiten sowie
hoherer Kosten fiir die Krankenkassen sowohl zu einer Belastung der Gesellschaft als
auch der Wirtschaft fiihren werden [260, 261]. Aktuelle Therapieansétze bestehen nur aus
symptomatischen Therapien, die die fortschreitende Neurodegeneration, die fiir den
Krankheitsfortschritt ursidchlich ist, nicht bremsen kénnen. Dazu kommt, dass die nicht
zu vernachldssigenden Nebenwirkungen den langfristigen Nutzen der medikamentdsen
Therapie limitieren. Es ist also notwendig, zu einem besseren Verstindnis der Krankheit
und vor allem seiner Atiologie und Pathogenese zu gelangen, um folglich
krankheitsmodifizierende Therapien und praventive MaBlnahmen zu etablieren. Erste
Schritte in diese Richtung wurden schon gemacht, wie zum Beispiel der Versuch, die
Erkrankung anhand der neuen MDS-Kriterien frither zu erkennen, indem nicht-
motorische Symptome und prodromale Marker vor der typischen motorischen
Symptomatik identifiziert werden [27, 29]. Somit ermdglicht diese Strategie zumindest

einen fritheren Therapiebeginn.

Ein weiterer Schritt in das bessere Verstindnis der Erkrankung ist die Entdeckung der
Erscheinung der histopathologischen Kennzeichen des MP in zeitlicher und
topographischer Reihenfolge: LB scheinen erst im ENS und im Bulbus olfactorius
aufzutauchen, bevor sie retrograd bis in das ZNS hochwandern und dort einige Zeit spater
festzustellen sind [71, 72]. Somit konnten auch die nicht-motorischen Symptome

Hyposmie und gastrointestinale Stérungen erklart werden.

Bedauerlicherweise bleibt die Atiologie des MP noch weitgehend unbekannt. In
Anbetracht aller aktuellen Forschungsansitze wird angenommen, dass die Atiologie des
MP multifaktoriell ist und aus den Interaktionen verschiedener Faktoren resultiert.
Oxidativer Stress und die mitochondriale Funktionsbeeintrdchtigung scheinen
entscheidende Faktoren in diesem komplexen Zusammenspiel zu sein [208, 216]. PQ und

Rotenon, zwei Pestizide, die mit einem erhdhten MP-Risiko verkniipft sind, entfalten ihre
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toxische Wirkung, indem sie die Funktionstiichtigkeit des Mitochondriums

beeintrachtigen [185, 188, 194].

Die im Rahmen dieser Arbeit erforschten Ergebnisse zeigen erneut, dass PQ und Rotenon
die Entwicklung eines MP beeinflussen konnen. Obwohl PQ und Rotenon in der EU
aufgrund ihrer Toxizitéit verboten sind, sind diese Pestizide in anderen Regionen der Welt
noch erlaubt. Zwar sind sie sicherlich nicht allein, sondern eher im Zusammenspiel mit
genetischen und anderen Umweltfaktoren fiir die Entstehung eines MP verantwortlich.
Dennoch konnte eine strengere Regelung der Nutzung von PQ und Rotenon in der

Lebensmittelproduktion das Risiko fiir die Gesamtbevdlkerung reduzieren.

Das Protein DJ-1 spielt eine zentrale Rolle im Schutz gegen oxidativen Stress, indem es
unter anderem als Glyoxalase zwei Séuren, Glycolsdure und D-Laktat, bildet. Der
Nachweis, dass die Neurodegeneration der SNc nach Exposition mit PQ im Dj-I17"-
Mausmodell nicht signifikant stirker ist als im WT-Mausmodell, bekréftigt die Aussage,
dass eine Mutation im DJ-/-Gen kein Nachteil beziiglich der Progression der Krankheit

zu sein scheint.

Bedeutender ist die Erkenntnis, dass GS und DL dieser Neurodegeneration der SNc
entgegenwirken konnen. Obwohl GS und DL endogen produziert werden konnen,
scheinen Sdugetiere die Fahigkeit verloren zu haben, diese in ausreichend hohem Mafle
zu produzieren. Das Vorkommen der Sduren in vielen natiirlichen Lebensmitteln und der
Fakt, dass die zwei Produkte der Glyoxalase ihre Wirkung bei oraler Gabe entfalten,
spielen zu ihren Gunsten [151]. Diese Entdeckung bietet somit erstmals die Mdglichkeit
eines krankheitsmodifizierenden Therapieansatzes. Eine mogliche Privention, sei es der
Erkrankung oder des Fortschritts der Neurodegeneration bei prasentem MP, wire somit

bei moglichst leichtem Applikationsweg zum ersten Mal gegeben.

Die genaue Wirkungsweise dieser zwei Sduren ist nicht eindeutig geklirt. Jedoch
scheinen die Theorien des Eingriffes in den Kalzium-Haushalt und der Schutz gegen
oxidativen Stress zwei valide Ansétze zu sein. Dies fithrte zur Erforschung weiterer
moglicher Therapieansitze. Vielversprechende priklinische Studien zeigten in
verschiedenen Tiermodellen eine Neuroprotektion durch Kalziumkanal-Blocker, jedoch
lieBen sich diese Ergebnisse in klinischen Studien nicht bestitigen [262]. Auch wurden
verschiedene antioxidative Substanzen wie zum Beispiel N-Acetylcystein, Glutathion,
Koenzym Q10 oder griiner Tee Polyphenol in klinischen Studien getestet, ohne

schliissige Ergebnisse zu erzielen [263]. GS und DL geben somit eine neue,
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erfolgsversprechende Grundlage fiir eine Neuroprotektion, unter anderem durch die

Aufrechterhaltung des Kalzium-Haushaltes und den Schutz gegen oxidativen Stress.

Die Entdeckung von GS und DL war das Ergebnis der Erforschung der verschiedenen
Funktionen des Proteins DJ-1. In Anbetracht der Tatsache, dass genetische Mutationen
auch beim sporadischen MP eine grofere Rolle spielen konnten als bisher
angenommen [125], zeigt diese Entdeckung die Wichtigkeit, andere Parkinson-
verwandte Gene intensiver zu erkunden. Die Erstellung von neuen in vitro, aber auch in
vivo knockout-Modellen wére zum besseren Verstindnis der verschiedenen
Pathomechanismen und zur Entdeckung potenzieller Therapieansétze wichtig. Weil die
symptomatischen  Therapiemoglichkeiten ihre Grenze erreicht haben, sind
Therapieansitze, die in die Pathomechanismen der Erkrankung eingreifen, notwendig.

Dabei kann die Erforschung der Parkinson-assoziierten Gene einen grof3en Teil beitragen.
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