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Zusammenfassung 

Als bedeutender Faktor in der Ätiologie des Morbus Parkinson wird die Interaktion 

zwischen genetischen und Umweltfaktoren angesehen [11]. In der vorliegenden Arbeit 

werden zwei Versuche zur Untersuchung dieser Gen-Umweltinteraktion in der 

Pathologie und Progression der Erkrankung beschrieben.  

Versuch 1: Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung von Glykolsäure und D-

Laktat im Paraquat-Mausmodell 

Eine der bekannten, erblichen Parkinsonformen konnte auf einen Funktionsverlust des 

Gens DJ-1 zurückgeführt werden [12]. Dieses Gen codiert für ein Enzym aus der Familie 

der Glyoxalasen, zu dessen Reaktionsprodukten unter anderem die Verbindungen 

Glykolsäure (GS) und D-Laktat (DL) gehören [13].  

Zunächst wurde dem Enzym DJ-1 in erster Linie eine entgiftende Funktion zugesprochen, 

mit der es der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen entgegenwirkt [13]. Toyoda 

et al. hat jedoch eine weitere Funktion von DJ-1 in Form eines neuroprotektiven Effekts 

seiner Enzymprodukte GS und DL untersucht. Diesen beiden Verbindungen konnte 

bereits in vitro ein neuroprotektiver Effekt unter erhöhtem, oxidativen Stress 

nachgewiesen werden, der durch eine Stabilisierung des mitochondrialen 

Membranpotentials vermittelt wird [4].  

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der neuroprotektive Effekt einer GS- und 

DL-Behandlung gegen die Toxizität von Paraquat im Mausmodell reproduzierbar ist. 

Paraquat ist ein Herbizid, das in der Parkinsonforschung eingesetzt wird, da es unter 

anderem im Mausmodell eine mit Morbus Parkinson vergleichbare Pathologie auslöst 

[14]. Dazu wurden Wildtypmäuse für drei Wochen intraperitoneal mit Paraquat oder 

NaCl (Vehikelgruppe) behandelt. Zwei der Paraquatgruppen erhielten zusätzlich oral GS 

oder DL. Im Anschluss wurde die Motorfunktion der Mäuse in einem Rotarodtest 

analysiert und die Gehirnschnitte mit Anti-Tyrosinhydroxylase-Antikörpern gefärbt und 

mikroskopisch untersucht. Mit dieser Färbung können die dopaminergen Neuronen der 

Substantia nigra, pars compacta angefärbt und deren Anzahl im Stereologie-Mikroskop 

bestimmt werden, um eine Neurodegeneration nachzuweisen. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Paraquatbehandlung im Mausmodell eine 

Motordysfunktion und einen signifikanten Verlust dopaminerger Neurone der Substantia 
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nigra, pars compacta im Vergleich zur Vehikelgruppe auslösen konnte. Die gleichzeitige 

Behandlung mit GS oder DL konnte diesen neurodegenerativen Effekt vollständig 

verhindern. Dies weist auf einen neuroprotektiven Effekt der Produkte von DJ-1 gegen 

Umwelttoxine hin. GS und DL könnten damit potenziell eine Rolle in der Therapie der 

Erkrankung spielen. 

Versuch 2: Untersuchung der Rolle des endogenen ASYN in der Progression des 

MP im Rotenon-Mausmodell 

Nach Braak erfolgt die Progression des Morbus Parkinson stadienhaft entlang von 

Nervenbahnen, aufsteigend vom enterischen Nervensystem bis ins zentrale 

Nervensystem [15]. Die Progression scheint auf Proteinablagerungen aus fehlgefaltetem 

Alpha-Synuclein (ASYN) zurückzuführen zu sein, welche in der entsprechenden 

zeitlichen Sequenz in den betroffenen Neuronen nachweisbar werden [16]. Sie erfolgt 

wahrscheinlich durch retrograden, axonalen Transport von ASYN über synaptisch 

verbundene Nervenzellen [17]. Eine orale Behandlung mit dem Pestizid Rotenon kann 

eine vergleichbare, stadienhafte Progression im Mausmodell auslösen, an deren Ende die 

Aggregation von ASYN und begleitende Neurodegeneration in der SNpc steht [18]. 

Im zweiten Versuch sollte die Rolle des endogenen ASYN bei der Progression des MP 

analysiert werden. Es wurde untersucht, ob eine parkinsontypische Pathologie in der 

SNpc durch eine orale Rotenonbehandlung auch bei ASYN-KO-Mäusen induzierbar ist. 

Dazu wurden ASYN-KO-Mäuse, die kein körpereigenes ASYN produzieren, über zwei 

bzw. vier Monate oral mit Rotenon behandelt. Anschließend wurden die Motorfunktion 

der Mäuse im Rotarodtest und eine potenzielle Neurodegeneration der SNpc durch 

stereologische Untersuchung von immunfluoreszierenden Gehirnschnitten untersucht 

[3]. 

Es zeigte sich, dass eine orale Rotenonbehandlung in Abwesenheit von endogenem 

ASYN weder eine Motordysfunktion noch eine Neurodegeneration der SNpc auslösen 

konnte. Daraus lässt sich folgern, dass das Vorhandensein von körpereigenem ASYN 

Voraussetzung für die Progression der Erkrankung ist [3]. 

Teilergebnisse dieses Versuches wurden bereits publiziert in Scientific reports, 2022 [3]. 
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1 Einleitung 

1.1 Allgemeine Einführung und Epidemiologie  

1817 legte der britische Arzt James Parkinson mit seinem „Essay on the Shaking Palsy“ 

(Abhandlung über die Schüttellähmung) den Grundstein für die Erforschung des Morbus 

Parkinson (MP). Darin beschrieb er erstmals die Kardinalsymptome der Erkrankung [19]. 

Morbus Parkinson ist nach Morbus Alzheimer die zweithäufigste neurodegenerative 

Erkrankung [20]. Die Prävalenz unterliegt regionalen Unterschieden, in Nordamerika und 

Mitteleuropa wird sie auf 100 bis 200 Erkrankte pro 100000 Einwohner geschätzt, im 

Altersbereich über 65 Jahren auf etwa 1,8 %. Üblicherweise handelt es sich bei MP um 

eine Erkrankung des höheren Lebensalters, die meist jenseits des 40. Lebensjahres auftritt 

[21]. Die steigende Lebenserwartung lässt auch eine Zunahme der Erkrankung in den 

nächsten Jahren erwarten. 

Neben der idiopathischen Form des MP sind familiäre Formen infolge von 

Genmutationen bekannt, die teilweise zu einem früheren Krankheitsbeginn führen. Als 

Young-Onset wird in der Literatur ein Krankheitsbeginn vor dem 40. Lebensjahr 

Abb. 1-1: Darstellung eines Parkinsonpatienten von Sir William Richard Gowers in “A manual of 

diseases of the nervous system” 1886 [6] 
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bezeichnet, von Juvenilem Parkinson spricht man bei Symptomen vor dem 20. 

Lebensjahr [22]. 

1.2 Klinik und Pathophysiologie 

Bei Morbus Parkinson handelt es sich um eine systemische, progrediente, 

neurodegenerative Erkrankung. Sie betrifft bestimmte Neuronen des enterischen, 

peripheren und zentralen Nervensystems (ENS, PNS, ZNS). Als charakteristische 

Symptome des Morbus Parkinson gelten Akinese/Bradykinese (Bewegungsarmut bzw. 

Bewegungsverlangsamung), Rigor (Muskelsteifigkeit), Ruhetremor (Muskelzittern) und 

posturale Instabilität (Haltungsinstabilität) (Abb. 1-1). Klassischerweise beginnen die 

Symptome einseitig. Die Asymmetrie bleibt meist über den Krankheitsverlauf erhalten. 

Seltener treten Hypophonie (leises Sprechen), Schluckstörungen mit folglich erhöhtem 

Speichelfluss und eine verringerte Feinmotorik und Koordination auf [21]. 

Die Motorsymptome sind großteils auf die fortschreitende Degeneration der 

dopaminergen, neuromelaninhaltigen Nervenzellen der Substantia nigra pars compacta 

(SNpc) des Mittelhirns zurückzuführen [21]. Das freigesetzte Neuromelanin der 

untergegangenen Neuronen wird durch Mikroglia abgebaut. Das macht die 

Neurodegeneration makroskopisch durch eine Depigmentierung der Substantia nigra 

sichtbar (Abb. 1-2; A, B). Es kommt zu einem Mangel an Dopamin an entsprechenden 

Rezeptoren des Striatums. Dort liegen die präsynaptischen Endungen der dopaminergen 

Neurone [22]. Substantia nigra und Corpus Striatum sind wichtige Bestandteile der 

Basalganglienschleife, die für die Ausführung bewusster Bewegungen essentiell ist [22]. 

Hinzu kommen nichtmotorische Symptome, die bei fast 90 % der Patienten vorkommen 

und unterschiedlich stark ausgeprägt sind [23]. Dazu zählen Schlafstörungen, 

Geruchstörungen und Obstipation, welche häufig bereits Jahre vor Einsetzen der 

motorischen Symptome auftreten, sowie Demenz und Depression [21, 24]. Diese 

Symptome sind durch den Verlust nicht-dopaminerger Neurone in anderen Hirnarealen 

erklärbar mit Beteiligung noradrenerger, serotoninerger und cholinerger Systeme [21]. 
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In den betroffenen Neuronen bilden sich Zelleinschlüsse, die in Nervenfortsätzen als 

Lewy-Neuriten (LN) oder im Zellsoma als Lewy-Körperchen (Lewy body, LB) 

bezeichnet werden (Abb. 1-2; C) [22]. Hauptbestandteil der Einschlüsse sind 

Proteinablagerungen aus aggregiertem Alpha-Synuclein (ASYN) und Ubiquitin [25]. 

Lewy-Körperchen kommen in bestimmten, anatomisch verbundenen Nervenzelltypen 

vor. Neben der Substantia nigra sind verschiedene Gebiete von ENS, PNS und ZNS 

betroffen. Die Ablagerung der Lewy-Körperchen folgt dabei einer festen Reihenfolge von 

der Peripherie ins Gehirn [10]. Zuerst sind der Bulbus olfactorius (OB), das ENS, der 

dorsale motorische Vaguskern (dmX) und die sympathischen Ganglien betroffen, später 

die Formatio reticularis, die Raphekerne, der Nucleus Coeruleus und die SNpc. Im 

Endstadium sind Lewy-Körperchen auch in Thalamus und Kortex nachweisbar [16, 26, 

27, 28].  

Abb. 1-2: Neuropathologie des MP  

Makroskopisch sichtbare Depigmentierung der SNpc durch Neurodegeneration und Schädigung der 

nigrostriatalen Bahn bei MP (B) im Vergleich zum Gesunden (A). Lewy Körperchen in dopaminergen 

Neuronen der SNpc (C). Immunhistochemische Färbung von ASYN- und Ubiquitin-Ablagerungen. (Dauer 

et al., 2003, S. 891 [7]) 
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1.2.1 Basalganglienschleife 

Die charakteristischen Motorsymptome des Morbus Parkinson können auf eine 

Fehlfunktion der Basalganglienschleife zurückgeführt werden. Bei den Basalganglien 

handelt es sich um mehrere, subkortikale Kerngebiete, die als Rückkopplungsschleife die 

Generierung von Willkürmotorik modulieren.  

Der Ausgangspunkt der Basalganglienschleife liegt im Striatum, welches Efferenzen von 

Kortex und Thalamus erhält. Von dort werden stark vereinfacht zwei Signalwege 

unterschieden: Ein direkter exzitatorischer Pfad und ein indirekter inhibitorischer Pfad 

(Abb. 1-3) [29]: 

- Der direkte Pfad führt über Striatum und Globus pallidus internus zu einer 

Verstärkung der Motorik. Da beide Kerngebiete hemmend wirken (GABAerg), 

folgt insgesamt eine Desinhibition, also eine verstärkte Aktivierung von 

Thalamus und Kortex.  

- Beim indirekten Pfad hingegen wirkt das Striatum hemmend auf den Globus 

pallidus externus, welcher wiederum den Nucleus subthalamicus inhibiert. 

Folglich kommt es zu einer verstärkten Aktivierung des Globus pallidus internus 

und damit einer Hemmung von Thalamus und Kortex. 

Der Substantia nigra pars compacta kommt ein modulierender Einfluss auf die Aktivität 

des Striatums zu, der die direkte Schleife verstärkt (über D1 Rezeptoren) und die indirekte 

unterdrückt (über D2 Rezeptoren). Dies resultiert in einer verstärkten Motoraktivität. 

Durch den Verlust der dopaminergen Neurone der SNpc bei Morbus Parkinson fällt diese 

Verstärkung weg. Es überwiegt der hemmende Einfluss der Basalganglien auf Thalamus 

und Kortex, was in hypokinetischen Bewegungseinschränkungen resultiert [29]. 
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1.2.2 Progression nach Braak 

Die pathologische Motorsymptomatik manifestiert sich erst ab einem Verlust von 

ca. 50 % der dopaminergen Neuronen der Substantia nigra pars compacta [30]. Die 

Diagnosestellung erfolgt klinisch und dadurch meist relativ spät, wenn bereits ein 

irreversibler Verlust eines Großteils der Nervenzellen stattgefunden hat. Unspezifische, 

nichtmotorische Symptome wie Riechverlust und Konstipation können jedoch viel früher 

auftreten [31, 32, 33]. Neuropathologische Veränderungen sind bereits Jahre vorher 

nachweisbar. Dabei folgt die Ablagerung der Lewy-Körperchen einer festen 

topographischen Sequenz, anhand derer Braak die Erkrankung in sechs 

neuropathologische Stadien einteilte (Abb. 1-4) [10, 16]:  

Initial treten Lewy-Körperchen mit Alpha-Synuclein-Ablagerungen im Bulbus 

Olfactorius und im dorsalen motorischen Vaguskern in der Medulla oblongata auf 

Abb. 1-3: Klassisches Modell der Basalganglienschleife im Gesunden und bei MP 

Afferenzen aus dem Motorkortex erreichen das Putamen (Teil des Striatums). Von dort sind ein direkter, 

Motorik-verstärkender Pfad (monosynaptisch über GPi) sowie ein indirekter, inhibitorischer Pfad (trisynaptisch 

über GPe – STN – GPi) möglich. Vom inhibitorischen GPi gehen Efferenzen über den Thalamus zurück zum 

Motorkortex. Die SNpc hat modulierende Eigenschaften auf das Striatum, bei Gesunden verstärkt sie den 

direkten und unterdrückt den indirekten Pfad (A). Bei MP fällt diese Modulation durch Neurodegeneration der 

SNpc weg, es kommt zu hypokinetischen Bewegungsstörungen (B). GPe = Globus pallidus externus, GPi = 

Globus pallidus internus, SNc = Substantia nigra pars compacta, STN = Nucleus subthalamicus, VL = 

ventrolateraler Nucleus des Thalamus. (Modifiziert nach Rodriguez-Oroz et al., 2009, S. 1130 [5]) 
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(Stadium 1). Auffällig ist, dass diese beiden Areale über den Geruchssinn und als 

Verbindung zum enterischen Nervensystem in direktem Kontakt zur Umwelt stehen. 

Als nächstes ist der Hirnstamm betroffen (unter anderem Nachweis in der Formatio 

reticularis: kaudale Raphekerne, Nucleus reticularis gigantocellularis und Locus 

coeruleus) (Stadium 2).  

Im Stadium 3 befällt die Pathologie unter anderem das Mittelhirn und damit die SNpc 

sowie die Amygdala. Ab Stadium 4 ist erstmals der Kortex in Form des anteromedialen, 

temporalen Mesokortex betroffen. Die Pathologie in der SNpc schreitet fort, sodass die 

Patienten erstmals klinisch auffällig werden. 

Schließlich erreichen die Lewy-Körperchen im Stadium 5 und 6 die neokortikalen 

Assoziationsareale und den primären motorischen und somatosensorischen Kortex. 

Die Symptome der Erkrankung korrelieren dabei in ihrem zeitlichen Auftreten mit den 

Progressionsstadien nach Braak: Riechverlust und Obstipation treten als erste klinische 

Manifestationen auf, der Befall von Hirnstamm und Mittelhirn äußert sich mit Schlaf- 

Abb. 1-4: Die sechs Stadien der Pathologie des MP nach Braak 

Die ersten Läsionen sind im dorsalen motorischen Kern des N. Vagus und im Bulbus olfactorius 

nachweisbar (Stadium 1). Von dort aufsteigend erreichen sie den Hirnstamm (Stadium 2), die Amygdala, 

die Kerne des basalen Vorderhirns und die SNpc (Stadium 3), den anteromedialen Mesokortex (Stadium 

4) und den Neokortex (Stadien 5,6). (Halliday et al., 2016, S. 1016 [8]) 
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und Motorikstörungen. Spät im Krankheitsverlauf zeigen sich Auffälligkeiten von 

Verhalten und Kognition [34]. 

Es fällt auf, dass alle betroffenen Areale des Nervensystems synaptisch miteinander 

verbunden sind. Dies eröffnet die Hypothese, dass sich die Erkrankung entlang von 

Nervenbahnen ausbreitet. Braak postulierte erstmals, dass diese Progression durch ein 

unbekanntes, neurotropes Pathogen oder Agens via axonalen Transport und 

transneuronale Übertragung erfolgen könnte [10].  

1.3 Ätiologie  

Die genaue Ursache der Erkrankung ist weiterhin nicht vollständig bekannt. Die Mehrheit 

der Parkinsonfälle tritt sporadisch auf, nur ein kleiner Anteil von etwa 5 bis 10 % wird 

nachweislich durch verschiedene genetische Mutationen verursacht [35]. Die 

idiopathische Form wird auf eine multifaktorielle Genese zurückgeführt, bei der 

Umweltfaktoren und eine erhöhte genetische Anfälligkeit eine Rolle spielen [11]. 

1.3.1 Genetik und familiäre Parkinsonerkrankung  

Einen wesentlichen Beitrag zur Erforschung der Pathophysiologie des MP leistete die 

Entdeckung von familiären Formen der Erkrankung [36]. Bei der Untersuchung von 

betroffenen Familien im Mittelmeerraum, in denen gehäuft Parkinsonfälle mit 

überdurchschnittlich frühem Krankheitsbeginn auffielen, wurden erstmals Mutationen im 

Alpha-Synuclein-Gen gefunden [37].  

Durch systematische Analyse konnten inzwischen über 15 verschiedene, 

zugrundeliegende Gene identifiziert werden [38], die zu familiärem Parkinson führen. Zu 

den am besten untersuchten Formen gehören ASYN und LRRK2 mit autosomal 

dominantem Erbgang, sowie Parkin, PINK1 und DJ-1 mit autosomal-rezessivem Erbgang 

[39]. Die familiären Erkrankungen zeigen dabei Unterschiede in Phänotyp, Pathologie 

und Erkrankungsalter. 

Durch die Erforschung dieser Gene, der von ihnen kodierten Proteine und der beteiligten 

Signalwege können Rückschlüsse auf die Pathologie der Erkrankung und damit auch auf 

die viel häufigere sporadische Form des MP gezogen werden. 
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α-Synuclein (PARK 1)  

Mutationen im Alpha-Synuclein-Gen wurden 1997 als erste familiäre Parkinsonform 

identifiziert. Bislang wurden sowohl Punktmutationen (A53T, A30P und E46K) [37, 40, 

41] als auch Duplikationen und Triplikationen [42, 43] beschrieben. Weitere Missense-

Mutationen wurden seitdem entdeckt.  

Ablagerungen des Alpha-Synuclein-Proteins konnten als Hauptbestandteil von Lewy-

Körperchen und Lewy-Neuriten bei Parkinsonpatienten nachgewiesen werden [25]. Das 

deutet auf eine zentrale Rolle des Proteins in der Krankheitsentstehung hin, auch wenn 

die ASYN-Mutationen einen eher geringen Anteil an den familiären Fällen ausmachen 

[39]. ASYN-Mutationen werden autosomal-dominant vererbt [44] und führen zu einem 

frühen Erkrankungsbeginn mit vergleichsweise schneller Progression [45].  

Parkin (PARK 2) 

Weitere Einblicke in die Entstehung des MP erlaubte die Entdeckung einer Mutation im 

Gen für das Parkinprotein [46]. Es handelt es sich um eine E3-Ubiquitin-Ligase, die vor 

allem im Nervensystem exprimiert wird und Proteine für den Abbau im Proteasom mit 

Ubiquitin markiert [47, 48]. Auf diese Weise könnte Parkin auch für den Abbau von 

defektem Alpha-Synuclein eine Rolle spielen [49].  

Die Mutation des Parkin-Gens ist die häufigste Ursache für familiären, autosomal-

rezessiven Parkinson [50], konnte jedoch auch in sporadischen Fällen nachgewiesen 

werden [51]. Sie ist gekennzeichnet durch einen frühen Krankheitsbeginn vor dem 40. 

Lebensjahr, in einigen Fällen sogar durch einen juvenilen Parkinson mit langsamer 

Progression [52]. Teils zeigt sich ein abweichender Phänotyp mit milden 

Motorsymptomen, dafür Fußdystonie und Hyperreflexie sowie Fehlen von Demenz und 

autonomen Symptomen [52]. Es kommt zur charakteristischen Neurodegeneration der 

SNpc, Lewy-Körperchen sind allerdings spärlich oder sogar gar nicht nachweisbar [53]. 

PINK1 (PARK6) 

Bei PINK1 (P-TEN induced novel kinase 1) handelt es sich um die zweithäufigste 

autosomal-rezessive Form nach Parkin. Die beiden Mutationen zeigen eine Überlappung 

im Phänotyp [54] und scheinen im gleichen Signalweg zu wirken [55]. Auch in 

sporadischen Parkinsonfällen konnten PINK1-Mutationen nachgewiesen werden [54]. 
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PINK1 ist eine mitochondriale Kinase, die zum Schutz vor oxidativem Stress beiträgt 

[56] und zusammen mit Parkin den Abbau von defekten Mitochondrien, die Mitophagie, 

aktiviert [55].  

DJ-1 (PARK 7)  

Das Gen DJ-1 wurde 2003 erstmals für eine familiäre Form des MP verantwortlich 

gemacht [12], zuvor war es als Onkogen beschrieben worden [57]. Sowohl eine Deletion 

im DJ-1-Gen in einer niederländischen Familie als auch eine Punktmutation in einer 

italienischen Familie wurden identifiziert [12]. Ein Funktionsverlust des Gens führt zu 

einer autosomal-rezessiven Erkrankungsform, die schon im Alter von 30 bis 40 Jahren 

klinisch manifest wird [58]. DJ-1-Mutationen sind für weniger als 2 % der Early-Onset-

Parkinsonfälle verantwortlich [59, 60]. 

Das Protein DJ-1 besteht aus 189 Aminosäuren [12] und gehört zur Familie der 

Glyoxalasen [13]. Es wird ubiquitär exprimiert und konnte sowohl in Neuronen als auch 

in Gliazellen nachgewiesen werden [61]. Das Protein kommt in Zytoplasma, Nucleus und 

Mitochondrien vor [62]. Die Expression von DJ-1 ist unter oxidativem Stress erhöht [63]. 

Es wird angenommen, dass seine physiologische Aufgabe im Schutz der Mitochondrien 

vor oxidativem Stress besteht [62, 64, 65]. Die genaue Funktion bleibt weiterhin unklar. 

Der von DJ-1 vermittelte Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wird durch 

Oxidation seiner drei Cysteingruppen vermittelt [66]. Eine wichtige Rolle wird dem 

Cystein C106 zugeschrieben, welches als Sensor für oxidativen Stress fungiert und die 

Aktivität von DJ-1 reguliert [66, 67]. Bei erhöhten Spiegeln reaktiver Sauerstoffspezies 

kommt es zur schrittweisen Oxidation der SH-Gruppe des Cysteins über -SOH und -

SO2H zu -SO3H [65, 66]. Die SO2H-Form von DJ-1 hat dabei die höchste Aktivität, 

wohingegen eine weitere Oxidation der Schwefelgruppe zur Inaktivierung des Proteins 

führt [68]. Der C106-Rest ist hoch konserviert und in seiner oxidierten Form unter 

anderem für die Translokation von DJ-1 in die Mitochondrien zuständig [69]. Unter 

oxidativem Stress konnte zudem eine erhöhte Translokation in den Zellkern 

nachgewiesen werden, wo das Protein seine Regulatorfunktion auf die Transkription 

verschiedener Gene ausübt [70]. Ein Defekt der C106-Gruppe hat einen Verlust der 

physiologischen Funktionen von DJ-1 zur Folge [65]. Neben seiner Rolle als Sensor für 

oxidativen Stress trägt DJ-1 auch als Antioxidans direkt zur Neutralisation von ROS bei 
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[64]. Weitere Funktionen von DJ-1 werden in den Kapiteln 5.1.4, 5.1.5 und 5.1.6 genauer 

beschrieben.  

Damit besteht eine Verbindung zwischen PINK1-, Parkin- und DJ-1-Mutationen: Sie 

werden alle mit mitochondrialer Dysfunktion und oxidativem Stress assoziiert [71]. Es 

wird angenommen, dass PINK1 und Parkin im selben, DJ-1 hingegen in einem parallelen 

Signalweg wirken [72]. 

LRRK 2 (PARK 8) 

Die LRRK2-Mutationen (Leucine-Rich Repeat-Kinase 2) machen etwa 1 % der 

sporadischen und 4 % der familiären Parkinson-Erkrankungen aus [73] und äußern sich 

klinisch wie die idiopathische Form [74]. Auch LRRK2 konnte in Zusammenhang mit 

den Mitochondrien gebracht werden [75]. Die exakte Funktion von LRRK2 ist jedoch 

weiterhin unklar. Eine Neurodegeneration der SNpc und des Locus Coeruleus sind 

typisch, das Auftreten einer LB-Pathologie hingegen variabel [76, 77]. 

1.3.2 Bedeutung von ASYN 

Das ASYN-Gen kodiert für ein kleines, hauptsächlich präsynaptisch lokalisiertes Protein, 

das im gesamten Nervensystem exprimiert wird [78, 79]. Weder die genaue 

physiologische Funktion noch der Pathomechanismus der ASYN-Toxizität bei MP sind 

endgültig geklärt.  

Physiologische Funktion von ASYN: SNARE-Komplexbildung beim 

Vesikeltransport von Neurotransmittern 

ASYN-KO-Mäuse sind ein gängiges Modell, um Rückschlüsse auf die physiologische 

Funktion des Proteins ASYN zu ziehen. Bisherige Untersuchungen weisen darauf hin, 

dass es eine Rolle bei der synaptischen Übertragung spielt [80] und die 

Dopaminfreisetzung aus präsynaptischen Vesikeln reguliert [78, 79].  

Als zu Grunde liegender Mechanismus wird eine Interaktion mit dem SNARE-Protein-

Komplex bei der Vesikelfreisetzung von Neurotransmittern vermutet [81]. Es konnte eine 

Bindung von ASYN an Phospholipide [82] und Synaptobrevin 2/VAMP2, ein Protein des 

SNARE-Komplexes, nachgewiesen werden [79, 81]. Ein Triple-KO aller bekannten 

Synuclein-Proteine (ASYN, BSYN, GSYN) löste eine neuronale Dysfunktion im Alter 
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ohne begleitende Neurodegeneration aus [81, 83]. Der genaue Einfluss eines ASYN-KO 

auf die Dopaminspiegel und Dopaminfreisetzung sind weiterhin unklar [80, 84, 85].  

Da ein Knockout der Synuclein-Gene keine Neurodegeneration zur Folge hat [80, 84, 

86], scheint die Neurodegeneration des MP nicht auf den Verlust der physiologischen 

Funktion von ASYN zurückzuführen zu sein [87]. 

Überexpression von ASYN 

Bisherige Studien zur Überexpression von ASYN ergaben widersprüchliche Ergebnisse. 

Eine erhöhte Expression durch Duplikation oder Triplikation des ASYN-Gens konnte als 

Ursache für familiäre Parkinsonformen identifiziert werden [42, 43]. Auch eine 

künstliche Überexpression von Wildtyp-ASYN sowie von A30P- und A53T-ASYN, zwei 

für familiäre Parkinsonformen verantwortliche Punktmutationen, konnte eine 

Neurodegeneration auslösen [88]. Dieser Effekt konnte jedoch nicht durchgehend 

reproduziert werden [89]. Eine Überexpression von ASYN allein scheint nicht 

auszureichen, um reproduzierbar eine Neurodegeneration auszulösen [89].  

Toxizität von ASYN: Konformationen des ASYN und Aggregation  

Das Protein ASYN kann verschiedene Konformationen annehmen: ASYN liegt 

überwiegend als lösliches, nativ ungefaltetes Monomer vor [90]. Dieses kann entweder 

in eine alpha-helikale, membrangebundene Form übergehen, welche wahrscheinlich die 

physiologische Funktion bei der synaptischen Transmission vermittelt [82, 90, 91, 92], 

oder in eine Beta-Faltblatt-Struktur mit Bildung von Dimeren und Oligomeren. Die 

Oligomere neigen zur Aggregation und bilden unlösliche Protofibrillen und Fibrillen [93, 

94, 95, 96], welche den Hauptbestandteil der LB ausmachen [25]. Vor allem ASYN-

Oligomeren wird eine neurotoxische Wirkung zugesprochen [97, 98, 99]. Eine verstärkte 

Aggregation von ASYN zeigt sich insbesondere bei erhöhten ASYN-Leveln [100], 

pathologischen Mutationen [94], erhöhtem, oxidativen Stress [101, 102, 103] und in 

Gegenwart von Eisenionen (Fe3+) [104, 105]. 

Als logische Konsequenz untersuchen aktuelle Forschungsansätze zur Therapie des MP 

unter anderem Substanzen, die die Bildung von ASYN-Oligomeren und die Aggregation 

hemmen. Dazu zählt der Oligomermodulator Anle138b, der im Mausmodell eine 

protektive Wirkung gegen die Toxizität von ASYN zeigt [106, 107]. 
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Seeding-Effekt vs. mitochondrialer Schaden 

Über den zugrunde liegenden Mechanismus der Toxizität von ASYN-Oligomeren und 

Protofibrillen gibt es verschiedene Theorien: Während die einen von einer 

mitochondrialen Schädigung mit erhöhtem, oxidativen Stress für die Nervenzellen 

ausgehen [99, 108, 109, 110], führen andere die Toxizität auf einen sogenannten Seeding-

Effekt zurück [111, 112, 113, 114, 115]. Dieser Seeding-Effekt besagt, dass fehlgefaltete 

ASYN-Oligomere oder -Protofibrillen intrazellulär weiteres natives, lösliches ASYN 

rekrutieren und zur Aggregation anregen, vergleichbar mit dem Mechanismus, der aus 

Prionenerkrankungen bekannt ist. Diese „Seeds“ können zwischen den Neuronen 

weitergegeben werden und so die Pathologie verbreiten [116]. 

Erstmals postulierte Braak die Hypothese, dass die Progression des MP durch ein 

neurotropes Pathogen erfolgt, möglicherweise in Form von fehlgefaltetem ASYN mit 

prionenartigen Eigenschaften [10]. Die Seeding-Hypothese beruht auf 

Studienergebnissen, die eine ASYN-Aggregation von intrazellulären Monomeren durch 

Gabe von in-vitro produzierten ASYN-Aggregaten („Seeds“) auslösen konnten [93, 111, 

112, 113, 114]. Es bildeten sich intrazelluläre Einschlüsse aus exogenen und endogenen 

ASYN-Ablagerungen, histologisch vergleichbar mit den LB des MP [113, 114]. Danzer 

et al. konnte parallel zur intrazellulären Aggregatbildung nach Behandlung mit exogenen 

ASYN-Oligomeren eine Verminderung der endogenen ASYN-Monomere feststellen, 

welche sie auf eine Aggregation durch den „Seeding“-Effekt zurückführte [111]. 

Auch die Bildung von intrazellulären ASYN-Aggregaten in gesunden, nigralen Neuronen 

nach deren Transplantation in die Gehirne von Parkinsonpatienten [117, 118] wird häufig 

durch mögliche prionenartige Eigenschaften des ASYN erklärt. Ähnlich verhält es sich 

mit der Übertragung von ASYN-enthaltenden LB aus Gehirnen von Parkinsonpatienten 

in Mäuse- oder Affengehirne. Sie kann eine Aggregation von endogenem ASYN sowie 

eine progressive Neurodegeneration auslösen [119]. Es gibt jedoch bis dato keinen 

endgültigen Beweis, dass die Übertragbarkeit der ASYN-Pathologie auf einem „Seeding-

Effekt“ beruht. 
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Zusammenhang zwischen ASYN, Mitochondrien und oxidativem Stress 

Auf der anderen Seite scheinen die Mitochondrien eine essenzielle Rolle bei der 

Vermittlung der ASYN-Toxizität zu spielen. Es konnten eine Anreicherung von ASYN 

an der Mitochondrienmembran und der Import von ASYN in die Mitochondrien 

nachgewiesen werden [99, 108, 110, 120, 121], begleitet von einer verminderten 

Komplex-1-Aktivität der Atmungskette [97, 99, 108, 122]. Hsu et al. konnte eine 

veränderte, mitochondriale Struktur mit eingeschränkter Aktivität und erhöhter ROS-

Produktion durch eine ASYN-Überexpression in der Zellkultur hervorrufen. Dieser 

toxische Effekt konnte durch die Gabe von Antioxidantien kompensiert werden [109]. 

Weitere nachgewiesene Effekte von ASYN auf die Mitochondrien sind unter anderem 

eine erhöhte Fragmentation der Mitochondrien [110], eine Verminderung des 

mitochondrialen Membranpotentials, eine gestörte Kalziumhomöostase, erhöhte 

Cytochrom-C-Freisetzung [97] sowie erhöhte Spiegel reaktiver Sauerstoffspezies [99, 

108, 109, 120]. 

Gleichzeitig kann eine ASYN-Aggregation in vitro und in vivo durch mitochondriale 

Schädigung und oxidativen Stress verstärkt werden [101, 102, 103]. Dabei wird dem 

Vorhandensein von Eisen3+ - Ionen eine wichtige Rolle zugeschrieben. Reaktive 

Sauerstoffspezies führen zur Oxidation von Fe2+ zu Fe3+, welches wiederum die 

Ausbildung von ASYN-Oligomeren fördert [104]. 

Der genaue Ablauf von ASYN-Akkumulation, mitochondrialem Schaden und Zelltod ist 

unklar. Einige der Faktoren konnten in Zusammenhang gebracht werden: Toxische 

ASYN-Oligomere scheinen generell die Ausbildung von Poren in Lipidmembranen zu 

induzieren [105, 123]. Eine verstärkte Öffnung der mitochondrialen 

Permeabilitätstransitionspore (PTP) durch ASYN konnte nachgewiesen werden. Sie 

bildet sich unter oxidativem Stress an der inneren Mitochondrienmembran aus und führt 

zur erhöhten Permeabilität der Membran [124]. Es folgen eine mitochondriale 

Membrandepolarisation, veränderte Kalziumhomöostase und mitochondriale 

Schwellung. Dies resultiert in der Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran mit 

folglicher Cytochrom-C-Freisetzung, welche zum neuronalen Zelltod führt [97, 99]. 
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Progression der ASYN-Ablagerungen und Relevanz von freiem extrazellulären 

ASYN  

ASYN-Aggregate können zwischen Zellen weitergegeben werden [114, 125]. Sowohl 

eine Freisetzung von ASYN aus Neuronen ins Medium in Zellkulturen [114, 126, 127] 

als auch das Vorkommen von freiem ASYN in Liquor und Plasma [127] wurden 

beobachtet. Dies weist darauf hin, dass ASYN von Neuronen in den Extrazellulärraum 

abgegeben werden kann. Das freie, extrazelluläre ASYN kann von Nachbarzellen durch 

Endozytose aufgenommen werden [114, 125]. Bei operativer Unterbrechung der 

synaptisch verbundenen, neuronalen Strukturen im Mausmodell mittels Vagotomie oder 

Sympathektomie konnte eine Progression der ASYN-Pathologie ins ZNS verhindert 

werden [17].  

Nach Braak kommt es im Verlauf zur stadienhaften Progression der ASYN-

Ablagerungen vom ENS ins ZNS (siehe Kapitel 1.2.2) [16]. Ausgangsorte der 

pathologischen Veränderungen sind das enterische Nervensystem und der Bulbus 

Olfactorius, wo der Erstkontakt mit aufgenommenen Umwelttoxinen stattfindet [16]. Die 

Progression der Proteinablagerungen erfolgt vom ENS über Sympathikus und 

Parasympathikus zum ZNS durch retrograden axonalen Transport [17].  

Eine Übertragung von ASYN-Fibrillen in die Darmwand von Mäusen konnte die 

stadienhafte Progression der ASYN-Pathologie ins ZNS auslösen. Klinisch zeigten die 

Mäuse gastrointestinale Funktionsstörungen, wie sie in Frühstadien des MP vorkommen, 

sowie motorische Defizite und eine Neurodegeneration der SNpc bei älteren Tieren [128, 

129]. Braaks Stadien konnten inzwischen auch mit einer speziellen Technik der MRT-

Bildgebung, dem DKI (Diffusion kurtosis imaging), in Mäusen nachgewiesen werden 

[130]. Mithilfe dieser Bildgebung können mikrostrukturelle Veränderungen des 

Nervensystems als Folge von Proteinablagerungen oder Neuroinflammation dargestellt 

werden und damit die Gebiete mit ASYN-Ablagerungen [130]. 

1.3.3 Umwelttoxine 

Die genetischen Veränderungen, die den familiären Parkinsonformen zugrunde liegen, 

ergeben interessante Ansätze, die pathologischen Mechanismen der Erkrankung 

nachzuvollziehen. Nachdem sie jedoch nur für einen geringen Prozentsatz der 

Parkinsonfälle verantwortlich sind, liefern sie keine vollständige Erklärung für die 
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häufigere idiopathische Form. Diese Lücke könnte die Verbindung von Parkinson zu 

Umwelttoxinen füllen, für die einige Faktoren sprechen: 

Einen wichtigen Anhalt gibt die historische Erwähnung der Erkrankung. Es finden sich 

einige, spärliche Hinweise in chinesischer und indischer Medizin, die mehrere 

Jahrtausende zurückreichen [131, 132]. Die Erstbeschreibung des MP wird jedoch meist 

dem englischen Allgemeinmediziner James Parkinson zugestanden, der 1817 seinen 

„Essay on the Shaking Palsy“ veröffentlichte [19], zeitgleich zur industriellen 

Revolution. Diese war mit enormen Veränderungen in Industrie und Landwirtschaft 

verbunden, unter anderem mit dem systematischen Einsatz von Chemikalien und 

Pestiziden im Agrarbereich. Im 19. Jahrhundert wurden erstmals Rotenon und Pyrethrum 

im großen Stil in der Landwirtschaft eingesetzt [133], beides Pestizide, die heute mit 

Parkinson assoziiert werden. 

Auch durch die geographische Verteilung der Parkinsonprävalenz lassen sich 

Rückschlüsse auf die Bedeutung von Umwelttoxinen ziehen. Epidemiologische Studien 

zeigten eine erhöhte Inzidenz in ländlichen Gebieten mit intensiver landwirtschaftlicher 

Nutzung [134, 135]. Faktoren wie Pestizidexposition, Beschäftigung in der 

Landwirtschaft [136] und verschiedene Schwermetalle [137] konnten mit einem erhöhten 

Erkrankungsrisiko in Verbindung gebracht werden. 

1982 erkrankten in San Jose, Kalifornien, mehrere überdurchschnittlich junge Patienten 

an akuter Parkinson-Symptomatik. Sie zeigten schwere, irreversible Symptome der 

fortgeschrittenen Erkrankung und sprachen auf eine Behandlung mit L-Dopa an. 

Nachforschungen konnten dies auf die Substanz MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-

tetrahydropyridin) zurückführen, die durch intravenösen Drogenkonsum aufgenommen 

wurde [138]. MPTP kann als Nebenprodukt bei der Herstellung von MPPP entstehen, 

welches als „synthetisches Heroin“ verkauft wurde [138]. MPTP wurde daraufhin als 

Tiermodell für die Erforschung der Erkrankung eingesetzt. Es führte durch die 

Untersuchung struktureller und funktioneller Analoga zur Entdeckung weiterer 

chemischer Verbindungen, die heute mit Parkinson assoziiert werden. 

Dazu zählen das Herbizid Paraquat und das Pestizid Rotenon [139]. Rotenon wird als 

Insektizid in der Landwirtschaft aber auch privat in Haushalt und Garten eingesetzt [139]. 

Seine Wirkung liegt in der Hemmung des Komplexes I der Atmungskette [140]. Wegen 

seines pflanzlichen Ursprungs wird es häufig als organisches Pestizid deklariert [139]. 
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Bei Rotenonexposition konnte ein 2,5-fach erhöhtes Erkrankungsrisiko für Parkinson 

ermittelt werden [139]. Seit 2007 wird Rotenon in der EU nicht mehr verwendet [141]. 

Dies gilt jedoch nicht für andere Komplex-I-Inhibitoren wie beispielsweise Permethrin, 

die weiterhin auf dem Markt sind [139].  

Auch der Einsatz von Paraquat ist weit verbreitet. Es ist seit 1961 auf dem Markt [142]. 

Das Herbizid wirkt über die Produktion von Sauerstoffradikalen, die durch erhöhten, 

oxidativen Stress zum Zelluntergang führen [14]. Laut Tanner et al. ist eine 

Paraquatexposition mit einem 2,5-fach erhöhten Parkinsonrisiko verbunden [139].  

Da sowohl Rotenon als auch Paraquat die Pathophysiologie und Progression von 

Parkinson nachbilden können, werden auch sie neben MPTP als Tiermodelle in der 

Forschung verwendet (siehe Kapitel 1.4.3; 1.4.4) [18, 143]. 

1.3.4 Gen-Umwelt-Interaktion 

Genetische Mutationen und Umwelttoxine führen über die gleichen Mechanismen zu 

einer Störung der zellulären Homöostase und letztlich zum Zelluntergang (Tabelle 1-1). 

Zu diesen Mechanismen zählen unter anderem eine Dysfunktion der Mitochondrien, 

oxidativer Stress, Entzündungsprozesse und ein geschädigter Proteinabbau [11]. 

 

 
Mitochondriale 

Funktion 

Oxidativer Stress Proteinabbau 

Bekannte 

Genmutationen 

ASYN, Parkin, 

PINK1, DJ-1, 

LRRK2 

ASYN, DJ1 Parkin 

 

Umwelttoxine 
MPTP, Rotenon Paraquat  

Tabelle 1-1: gemeinsame Wirkungsmechanismen von familiären Parkinsonformen und Toxinen [71, 

75, 109, 144] 
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- Mitochondriale Dysfunktion: ASYN, Parkin, DJ-1, PINK1, LRRK2 MPTP 

und Rotenon  

Mitochondrien sind für den Zellmetabolismus unersetzlich, indem sie Energie in Form 

von ATP zur Verfügung stellen. Die ATP-Gewinnung erfolgt durch die fünf Enzyme der 

Atmungskette (Komplex I bis V) an der inneren Mitochondrienmembran. Eine Störung 

der Mitochondrienfunktion wird mit neurodegenerativen Erkrankungen und sogar mit 

dem Alterungsprozess an sich in Verbindung gebracht [145]. 

Patienten mit idiopathischem MP zeigen eine verminderte Aktivität des Komplexes I 

(NADH-Dehydrogenase) der Atmungskette in der SNpc [146]. Die Pestizide MPTP und 

Rotenon wirken über die Hemmung dieses Enzyms [140, 147]. Folge ist eine verminderte 

Energieproduktion der Zelle und vermehrter oxidativer Stress. Auch einige betroffene 

Gene familiärer Parkinsonformen beeinflussen die mitochondriale Funktion: Parkin und 

PINK1 regulieren den Abbau beschädigter Mitochondrien [55]. DJ-1 schützt die 

Mitochondrien vor reaktiven Sauerstoffspezies [62, 64, 65].  

- Oxidativer Stress: ASYN, DJ1, Paraquat  

Oxidativer Stress bedeutet, dass die Bildung von Sauerstoffradikalen nicht mehr 

ausreichend durch antioxidative Schutzsysteme kompensiert werden kann [148]. 

Radikale enthalten freie Elektronen, die hochreaktiv sind und durch Oxidation von DNA, 

Proteinen und Lipiden zum Zellschaden führen [145]. Sie entstehen bei Prozessen wie 

Zellatmung und Dopaminmetabolismus [149].  

In dopaminergen Zellen kommt es physiologisch zu erhöhtem, oxidativem Stress. Der 

Abbau von Dopamin kann über das Enzym Monoaminooxidase (MAO) oder nicht-

enzymatisch durch Oxidation erfolgen [149]. Es entstehen hochreaktive 

Sauerstoffradikale, die zu einer neuronalen Schädigung führen [150]. Auch das 

Vorkommen von Eisen in der Substantia nigra trägt zur Bildung von Radikalen bei [150]. 

Dies könnte eine Erklärung sein, warum die Neuronen der SNpc besonders empfindlich 

auf zusätzliche Stressoren wie Umwelttoxine und genetische Mutationen reagieren [3]. 

Physiologischerweise verfügen Zellen über Schutzmechanismen vor oxidativem Stress. 

Dazu zählt das Glutathionsystem, das antioxidativ wirkt, indem es freie Elektronen 

bindet. Bei der Autopsie der Gehirne von Parkinsonpatienten konnten erniedrigte 
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Glutathionwerte gemessen werden, ein indirekter Hinweis auf erhöhten, oxidativen Stress 

[151]. 

- Proteinabbau: Parkin 

Für den intrazellulären Proteinabbau spielen der lysosomale Abbauweg und das 

Ubiquitin-Proteasom-System eine wichtige Rolle. Das Ubiquitin-Proteasom-System 

beseitigt unter anderem fehlgefaltete und defekte Proteine im Proteasom, nachdem diese 

mit dem Polypeptid Ubiquitin zum Abbau markiert wurden [152]. Bei einer Mutation im 

Parkin-Gen ist diese Markierung durch eine defekte E3-Ubiquitin-Ligase gestört [47]. 

Folglich ist der Abbau fehlgefalteter Proteine eingeschränkt, was unter anderem die 

Elimination von aggregiertem ASYN beeinträchtigen könnte [49]. Auch der 

autophagisch-lysosomale Weg trägt zum Abbau von ASYN bei [153]. 

Der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen genetischer Suszeptibilität und 

Toxinen ist weiterhin unbekannt. Viele Forschungsgruppen untersuchen derzeit den 

Einfluss verschiedener parkinsonassoziierter Genmutationen bzw. Knockouts auf die 

Toxizität von Umweltfaktoren. 
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1.4 Tiermodelle in der Parkinson-Forschung 

Die meisten Tiermodelle der Parkinsonforschung basieren auf Neurotoxinen (Abb. 1-5) 

und genetischen Modellen. 

 

Abb. 1-5: Aufnahme und Wirkmechanismus der Toxine 6-OHDA, MPTP, Paraquat und Rotenon 

(Bové et al., 2012, S. 63 [144]) 

1.4.1 6-OHDA 

6-OHDA (6-Hydroxydopamin) ähnelt strukturell Dopamin und Noradrenalin [144]. Es 

entsteht endogen im Dopaminmetabolismus und wirkt über die Bildung von 

Sauerstoffradikalen und einer Komplex-I-Inhibition der Atmungskette [154]. Da es die 

Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden kann, muss es direkt ins Gehirn injiziert werden 

[7]. Das 6-OHDA-Tiermodell kann zwar den Verlust der dopaminergen Neurone in der 

Substantia nigra nachbilden, es kommt jedoch nicht zur Bildung von Lewy-Körperchen 

oder zur Progression der Pathologie [7]. 

1.4.2 MPTP 

Nachdem MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin) durch den Konsum von 

fehlerhaft hergestelltem MPPP, eines synthetischen Opioids, bekannt wurde [138], ergab 

sich daraus ein weiteres Tiermodell für die Parkinsonforschung. MPTP gelangt durch 

seine hohe Lipophilie frei über die Blut-Hirn-Schranke und wird in Gliazellen 

aufgenommen [7]. Dort reagiert es unter Katalyse des Enzyms MAO-B der Gliazellen zu 
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MPDP und anschließend zur toxischen Form MPP+ [7]. MPP+ wird freigesetzt und kann 

über einen Dopamintransporter (DAT) in die dopaminergen Neurone aufgenommen 

werden [155]. In den Neuronen führt MPP+ durch eine Hemmung des Komplexes I der 

Atmungskette zur Neurodegeneration der SNpc [147]. Das MPTP-Modell weist einige 

Schwachstellen auf: MPTP wird im Tiermodell meist systemisch (z.B. intraperitoneal) 

und in hohen Dosen verabreicht [156]. Dies führt zu einer akuten Schädigung der SNpc 

[138] und entspricht nicht dem chronischen, langsam progressiven Verlauf des MP. 

Außerdem kann durch MPTP keine Bildung von Lewy-Körperchen ausgelöst werden 

[157]. Durch eine Anpassung des Modells mit täglichen, subakuten, intraperitonealen 

Dosen kann eine chronische Degeneration imitiert werden [156]. 

1.4.3 Paraquat 

Das Herbizid Paraquat führt in Mäusen zum Untergang dopaminerger Neurone [158] und 

zur erhöhten Expression und Aggregation von Alpha-Synuclein [159]. Nach 

intraperitonealer oder subkutaner Gabe gelangt es mithilfe eines Transporters für neutrale 

Aminosäuren über die Blut-Hirn-Schranke [160]. Anschließend wird das Paraquat+-Ion 

wahrscheinlich wie MPP+ über den Dopamin-Transporter in die dopaminergen Endungen 

aufgenommen [161] und induziert dort die Bildung von Sauerstoff-Radikalen [162]. 

Unklar ist weiterhin, ob Paraquat lediglich in den Neuronen der SN wirkt oder auch 

andere Zelltypen betrifft [7] und ob es eine Progression der Neurodegeneration auslöst 

[163]. 

1.4.4 Rotenon 

Im Ratten- und Mausmodell führt eine chronische Behandlung mit dem Pestizid Rotenon 

zu der für MP typischen Neurodegeneration der SNpc [18, 164]. Intraneuronal sind 

Proteineinschlüsse mit Alpha-Synuclein und Ubiquitin nachweisbar, vergleichbar mit 

Lewy-Körperchen [164]. Ähnlich der Wirkung von MPP+ wirkt Rotenon über eine 

Komplex-I-Inhibition der Atmungskette toxisch auf die Mitochondrien. Dies führt zu 

einer verminderten ATP-Synthese und zur Produktion von Sauerstoffradikalen [140].  

Rotenon kann direkt ins Gehirn injiziert [165] oder systemisch als tägliche 

intraperitoneale Gabe [166] verabreicht werden. Auch eine intravenöse oder subkutane 

Injektion ist möglich [167]. Diese Applikationswege sind mit einer systemischen 

Toxinwirkung verbunden. 
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Eine Möglichkeit, die Pathologie und Progression des MP besser zu imitieren, ist die 

chronische, orale Gabe von niedrig-dosiertem Rotenon im Mausmodell [143]. Sie führt 

zuerst zu Veränderungen der Neurone des ENS mit retrograder synaptischer Progression 

ins ZNS, wo es schließlich zu einem Verlust dopaminerger Neurone der SNpc kommt 

[18]. Die Mäuse zeigen die für MP typische Motordysfunktion. Bei diesem Modell 

kommt es weder zu einer systemischen Komplex-I-Inhibition noch zur Nachweisbarkeit 

erhöhter Rotenonwerte in Blut oder Gehirn [18]. Es ist mit der Hypothese von Braak zur 

retrograden Progression ausgehend von ENS und OB ins ZNS vereinbar [16]. Wird die 

synaptische Verbindung zwischen ENS und SNpc durch Durchtrennung des Nervus 

Vagus oder des Sympathikus unterbrochen, bleibt die Progression der Erkrankung aus 

[17].  
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2 Zielsetzung 

Für die vorliegende Arbeit wurden zwei Versuche zur Untersuchung der Gen-Umwelt-

Interaktion in der Pathologie und Progression des Morbus Parkinson durchgeführt.  

2.1 Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung von Glykolsäure und D‑Laktat 

im Paraquat-Mausmodell  

Wie im Kapitel 1.3.1 beschrieben, beruht eine der bekannten familiären Parkinsonformen 

auf dem Funktionsverlust des Gens DJ-1 [12]. Auf Zellebene führt diese Mutation zu 

einer veränderten Struktur und Funktion der Mitochondrien sowie einer erhöhten 

Anfälligkeit für oxidativen Stress [168, 169].  

Das Gen DJ-1 codiert für ein Enzym aus der Familie der Glyoxalasen, die die Reaktion 

von 2-Oxoaldehyden (z.B. Glyoxal und Methylglyoxal) zu 2-Hydroxysäuren (z.B. 

Glykolsäure (GS) und D-Laktat (DL)) katalysieren (Abb. 2-1) [13]. 

 

Abb. 2-1: Funktion des Enzyms DJ-1 

Bisher sind zwei Gruppen von Glyoxalasen bekannt: GloI und GloII reagieren 

Glutathion-abhängig [170], wohingegen die zweite Gruppe (GloIII, z.B. DJ-1) keinen 

Kofaktor benötigt [171]. Die Substrate des Enzyms DJ-1 entstehen unter anderem als 

Nebenprodukte der Glykolyse und sind aggressive Aldehyde, die mit Lipiden und 

Proteinen reagieren und dabei sogenannte Advanced Glycation Endproducts (AGEs) 

bilden [172]. Dabei handelt es sich um glykierte Reaktionsprodukte, die mit 

neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Parkinson assoziiert 

werden [173, 174]. Zunächst wurde dem Enzym DJ-1 in erster Linie eine entgiftende 

Funktion zugesprochen, indem es der schädlichen Wirkung der AGEs und somit der 

Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen entgegenwirkt [13]. 

Toyoda et al. hat eine weitere Funktion von DJ-1 in Form eines neuroprotektiven Effekts 

der Enzymprodukte GS und DL untersucht. Dies sind körpereigene Verbindungen, denen 

bereits in vitro eine Verbesserung des neuronalen Überlebens unter erhöhtem, oxidativen 

Stress durch eine Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials nachgewiesen 
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werden konnte. Die bisherigen Versuche wurden an Dauerlarven von C. elegans, HeLa-

Zellen und Zellkulturen aus dopaminergen Neuronen durchgeführt (Abb. 2-2) [4].  

 

Abb. 2-2: Verbessertes Überleben dopaminerger Neurone durch GS- oder DL-Behandlung in vitro 

Überleben der dopaminergen Neurone (Verhältnis der Anzahl TH+ Neurone zur Kontrolle) von Wildtyp- 

und DJ-1-mutierten Mäuseembryos in An- und Abwesenheit von 10 mM GS, DL oder LL (A). Überleben 

der dopaminergen Neurone aus Wildtyp E14.5 Embryonen in An- und Abwesenheit von 10mM GS, DL 

oder LL unter Paraquatbehandlung (12,5μM) (Durchschnitt und SD; **p<0,01; ***p<0,001) (B).  

(Toyoda et al., 2014, S. 781 [4]: “Glycolate and D-lactate support viability of dopaminergic neurons in 

vitro”; URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4133730/; lizensiert unter CC BY 3.0; 

Copyright 2014 The Company of Biologists Ltd; https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) 
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Im Paraquat-Versuch dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der protektive Effekt von 

GS und DL auch in vivo im Mausmodell reproduzierbar ist und der neurodegenerativen 

Wirkung des Herbizids Paraquat entgegenwirken kann. 

a) Führt eine dreiwöchige, intraperitoneale Gabe von Paraquat zu einer signifikanten 

Verschlechterung der Motorfunktion im Rotarod-Test und kann eine gleichzeitige 

GS- oder DL-Behandlung dieser entgegenwirken (paarweiser T-Test für 

verbundene Stichproben, Signifikanzniveau 5%)? 

b) Gibt es einen signifikanten Unterschied in der Anzahl dopaminerger Neurone der 

SNpc zwischen behandelten und nicht behandelten Mäusen (paarweiser T-Test 

für unverbundene Stichproben, Signifikanzniveau 5%)? 

2.2 Untersuchung der Rolle des endogenen ASYN in der Progression des MP im 

Rotenon-Mausmodell  

Im Tiermodell werden Umwelttoxine schon lange eingesetzt, um die Pathologie des MP 

zu imitieren. Sie können das Spektrum der Erkrankung jedoch nicht vollständig 

nachbilden. Es zeigen sich häufig Abweichungen in der klinischen Präsentation, der 

Neurodegeneration der SNpc und der Bildung von Lewy-Körperchen. Die Applikation 

der Toxine erfolgt meist systemisch, was nicht dem Erstkontakt mit Umwelttoxinen im 

Menschen entspricht und natürliche Barrierefunktionen des Körpers umgeht [18, 175].  

Nach Braak erfolgt die Ausbreitung der Neurodegeneration beim MP in Stadien 

aufsteigend vom ENS und OB bis ins ZNS [27]. Pan-Montojo et al. hat ein Tiermodell 

entwickelt, das diesen Verlauf besser imitieren kann: Durch intragastrale Langzeitgabe 

von Rotenon kann eine mit MP vergleichbare, stadienhafte Progression der Erkrankung 

vom ENS bis ins ZNS mit Aggregation von ASYN und Neurodegeneration der SNpc 

induziert werden [18]. Im Blut kann das Toxin nicht nachgewiesen werden [18].  

Die Progression erfolgt wahrscheinlich durch axonalen Transport von ASYN über 

synaptisch verbundene Nervenzellen [17]. Passenderweise konnte eine operative 

Unterbrechung der Nervenbahnen zwischen ENS und ZNS durch Hemivagotomie oder 

partielle Sympathektomie die Progression ins ZNS aufhalten [17]. ASYN kann sowohl 

von Neuronen freigesetzt [114, 126, 127] als auch durch Endozytose wieder intrazellulär 

aufgenommen und damit zwischen Neuronen weitergegeben werden [125]. Die genaue 
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Rolle des ASYN bei der Progression der Erkrankung bleibt jedoch weiterhin kontrovers 

diskutiert. 

Im Rotenonversuch sollte die Rolle des körpereigenen ASYN bei der Pathogenese des 

MP untersucht werden (Ergebnisse bereits zum Teil veröffentlicht [3]). 

Ist eine parkinsontypische Progression durch orale Rotenonbehandlung bei ASYN-KO-

Mäusen induzierbar, wenn kein körpereigenes ASYN produziert werden kann? 

a) Gibt es einen signifikanten Unterschied in der Entwicklung der Motorfunktion im 

Rotarod-Test zwischen rotenonbehandelten und -unbehandelten ASYN-KO-

Mäusen (repeated measures Two-Way-ANOVA, Signifikanzniveau 5%)? 

b) Gibt es einen signifikanten Unterschied in der Anzahl dopaminerger Neuronen in 

der SNpc zwischen rotenonbehandelten und -unbehandelten ASYN-KO-Mäusen 

(paarweiser T-Test für unverbundene Stichproben, Signifikanzniveau 5%)? 

Da für weitere Versuche dieses Labors eine Gruppe von jüngeren Wildtypmäusen im 

Alter von sechs Monaten eine intragastrale Rotenonbehandlung erhielt, sollte zusätzlich 

die Altersabhängigkeit der Rotenontoxizität überprüft werden. 

c) Zeigen Wildtypmäuse im Alter von sechs Monaten bereits eine 

Neurodegeneration oder Motordysfunktion nach intragastraler 

Rotenonbehandlung? 
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3 Material und Methoden 

3.1 Setting 

Für die vorliegende Dissertation wurden zwei prospektive, experimentelle Studien am 

Mausmodell zur Gen-Umwelt-Interaktion bei Morbus Parkinson durchgeführt. Die 

Studien erfolgten im Zentrum für Neuropathologie und Prionforschung (ZNP) der 

neurologischen Klinik und Poliklinik der LMU München von Februar bis September 

2017 nach den Vorgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes. Das Tierversuchsvorhaben 

wurde durch die Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-

5-2016).  

3.2 Materialien 

Alle verwendeten Geräte und Materialien sind in den folgenden Tabellen aufgelistet 

(Tabelle 3-1, Tabelle 3-2, Tabelle 3-3, Tabelle 3-4). Die Herstellung spezieller 

Versuchslösungen wird in den entsprechenden Abschnitten genauer beschrieben. 

3.2.1 Geräte 

Artikel Modell Hersteller 

Rotarod-Gerät RotaRod Advanced TSE Systems GmbH; Bad 

Homburg, Deutschland 

Perfusionsgerät Sacrifice Perfusion System 

Controlled Pressure 

Leica Microsystems; 

Wetzlar, Deutschland  

Schlittenmikrotom Leica SM2010 R Leica Microsystems; 

Wetzlar, Deutschland 

Fluoreszenz-

Stereologiemikroskop 

Leica MZ10 F Leica Microsystems; 

Wetzlar, Deutschland 

Stereologie-Software StereoInvestigator®  MBF Bioscience; 

Williston, USA 

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX50 Olympus America Inc.; 

Tokio, Japan 

Imaging-Software  cell^F Olympus America Inc.; 

Tokio, Japan 

Zentrifuge  5804 R Eppendorf AG; Hamburg 

Zentrifuge  5415 D Eppendorf AG; Hamburg 
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Artikel Modell Hersteller 

Feinwaage CP2202S Sartorius Corporate 

Administration GmbH; 

Göttingen 

Schüttler Unimax 1010 Heidolph Instruments 

GmbH & Co.KG; 

Schwabach 

Magnetrührer MR 3001 K Heidolph Instruments 

GmbH & Co.KG; 

Schwabach 

Vortex-Schüttler Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc.; 

New York, USA 

Pipetten  Eppendorf research plus Eppendorf AG; Hamburg 

pH-Meter FiveGo Mettler-Toldedo; 

Columbus, USA 

Reinstwasseranlage PURELAB® flex ELGA LabWater; High 

Wycombe, UK 

Digitales Einstich-

Thermometer  

Thermo Jack Pro Dostmann electronic 

GmbH; Wertheim-

Reicholzheim 

Tabelle 3-1: Verwendete Geräte 

3.2.2 Verbrauchsmaterialien 

Artikel Produkt Hersteller 

Knopfkanüle 1,2x60mm 

(Schlundsonde) 

21082-12060 Unimed; Lausanne, Schweiz 

Einmalspritzen 20 ml  4606736V B. Braun Melsungen AG; 

Melsungen 

Einmalspritzen 5 ml 4606710V B. Braun Melsungen AG; 

Melsungen 

Einmalspritzen TBC/Heparin 

1 ml  

22006 Dispomed Witt oHG; Gelnhausen 

Einmalkanülen EU20 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Flügelkanüle Venofix® orange 4056500-01 B. Braun Melsungen AG; 

Melsungen 

Zellkulturtestplatte 96 167008 ThermoFisher Scientific; 

Braunschweig 
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Artikel Produkt Hersteller 

Zellkulturtestplatte 24 92024 TPP Techno Plastic Products; 

Trasadingen, Schweiz 

Netwell™ 3478 Corning Incorporated; 

Kennebunk, USA 

Parafilm® PF10 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Zentrifugenröhrchen 15 ml ZR97  A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Zentrifugenröhrchen 50 ml ZR82 A. Hartenstein GmbH; Würzburg  

Pipettenspitzen lose,  

100-1000 μl  

PSBI A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Pipettenspitzen lose,  

5-200 μl 

PSGI A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Pipettenspitzen lose, 

0,5-20 μl 

PSK A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Serologische Pipetten 50 ml PS50 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Serologische Pipetten 25 ml PS25 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Serologische Pipetten 10 ml PS10 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Reaktionsgefäße mit Deckel,  

2,0 ml „Safe Fit“ 

RK2G A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Reaktionsgefäße mit Deckel,  

1,5 ml „Safe Fit“ 

RSF1 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Reaktionsgefäße mit Deckel,  

0,5 ml „Safe Fit“ 

RK05 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Objektträger 76x26x1 mm OTMM A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Deckgläser 24x50 mm DK50 A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Tabelle 3-2: Verbrauchsmaterialien 
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3.2.3 Chemikalien und Puffer  

Artikel Kat. No Hersteller 

Paraquat-dichlorid-hydrat  36541 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

NaCl Lösung 0,9 % 2246228 B. Braun; MelsungenAG; 

Melsungen 

Glykolsäure 128465 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

D-Laktat 71716 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Rotenon R8875 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Carboxylmethylcellulose C5678 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Chloroform 6340.1 Carl Roth; Karlsruhe 

Ketamin 10 % Injektionslösung  Serumwerk Bernburg AG; 

Bernburg  

Rompun® 2 % Injektionslösung 

Xylazinhydrochlorid 

 KVP Pharma- und Veterinär 

Produkte GmbH; Kiel  

PBS 10x Konzentrat P5493 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

PFA (Roti®-Histofix 4 %) P087.3 Carl Roth; Karlsruhe 

Sucrose 84100 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

2-Methylbutan M32631 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Gycerin G5516 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Ethylenglykol 324558 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

Tissue-Tek® 

O.C.T.™Compound 

TTEK A. Hartenstein GmbH; Würzburg 

Donkey Serum 017-000-121 Jackson ImmunoResearch Inc.; 

West Grove, USA 

Triton X-100 85112 ThermoFisher Scientific; 

Waltham, USA 

Mowiol® 4-88 81381 Sigma Aldrich; St. Louis, USA 

TRIS (M 121,14 g/mol) 4855.1 Carl Roth; Karlsruhe 

Trockeneis   

Tabelle 3-3: Chemikalien und Puffer 
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3.2.4 Antikörper für Immunhistochemie 

Antikörper Spezies Verdünnung Kat. No Hersteller 

Tyrosinhydroxylase Schaf 1:1500 P60101-

150 

Pel-Freez 

Biologicals, Rogers, 

USA 

Ki-67-Antikörper Kaninchen 1:250 ab16667 Abcam; Cambridge, 

UK 

Anti-Sheep-

Sekundärantikörper 

Alexa 568 nm 

Esel 1:500 A-21099 Invitrogen, life 

technologies; 

Carlsbad, USA  

Anti-Rabbit-

Sekundärantikörper 

Alexa 488 nm 

Esel 1:500 A-21206 Invitrogen, life 

technologies; 

Carlsbad, USA  

DAPI  1:10000  Vector Laboratories, 

USA 

Tabelle 3-4: Verwendete Antikörper 

3.3 Methoden 

3.3.1 Tierhaltung  

Für diese Arbeit wurden ausschließlich Wildtyp-Inzucht-Mausstämme C57BL/6 bzw. 

B6;129X1-Sncatm1Rosl/J-Mäuse (ASYN-KO) eingesetzt. Sie wurden aus der Zucht des 

Zentrums für Neuropathologie und Prionforschung (ZNP) der LMU München (Feodor-

Lynenstr. 23, 81377 München) und von Jackson Laboratories (USA) bezogen. Die 

Haltung der Tiere erfolgte im ZNP unter spezifisch-pathogen-freien (SPF) Bedingungen 

mit geschlossenem Barrieresystem. Alle Mäuse wurden in individuell ventilierten 

Käfigen (IVC) in Gruppen von zwei bis fünf Tieren bei Raumtemperatur und einem Tag-

Nacht-Rhythmus von zwölf Stunden mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. 

Die Tierhaltung und Behandlung aller verwendeten Mäuse erfolgte durch Mitarbeiter der 

des ZNP [3]. 
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Paraquat-Mausmodell 

Für den Paraquatversuch wurden C57BL/6-Mäuse im Alter von zwölf Wochen in vier 

Gruppen mit je neun Mäusen verwendet (Abb. 3-1). Drei der Gruppen wurden für drei 

Wochen nach dem Protokoll von Jiao et al. zweimal pro Woche mit Paraquat behandelt 

[176]. Das Paraquat (Dosis: 10 mg/kgKG; Verabreichung von 100 μl einer 

Injektionslösung in sterilem, isotonen NaCl) wurde intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die 

vierte Gruppe erhielt als Vehikelgruppe lediglich isotone Kochsalzlösung. Zwei der 

Paraquatgruppen wurde zusätzlich fünfmal pro Woche oral per Schlundsonde 

Glykolsäure oder D-Laktat (je 46 mg/kgKG, gelöst in Wasser) als therapeutische 

Behandlung verabreicht. Die dritte Paraquat- sowie die Vehikelgruppe erhielten analog 

Wasser. Die Tötung durch transkardiale Perfusion erfolgte eine Woche nach Ende der 

Behandlung. 

 

Abb. 3-1: Behandlungsschema Paraquat-Mausmodell 

Rotenon-Mausmodell  

Für die orale Rotenonbehandlung nach Pan-Montojo et al. [143] wurde zunächst Rotenon 

in Chloroform gelöst (50 mg Rotenon in 1 ml Chloroform) und dies als Basislösung bei 

-20°C aufbewahrt. Die Zubereitung der endgültigen Rotenonlösung erfolgte während der 

Studie alle drei Tage frisch aus dieser Basislösung. Dazu wurden 100 µl der Basislösung 

auf 8 ml mit Carboxylmethylcellulose (2%) verdünnt. Dies entspricht einer 

Rotenonkonzentration von 0,625 mg/ml in der Endzubereitung [3].  

Für den Rotenonversuch wurden vier Gruppen mit je sieben Alpha-Synuclein-

Knockoutmäusen (ASYN-KO; Linie: B6;129X1-Sncatm1Rosl/J) im Alter von einem Jahr 

für zwei bzw. vier Monate behandelt (Abb. 3-2). Zwei der Gruppen wurde Rotenon 

(0,01 ml/gKG der Endzubereitung) an fünf Tagen pro Woche oral per Schlundsonde 
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verabreicht. Analog wurden zwei Gruppen als Vehikel eingesetzt und erhielten lediglich 

Carboxylmethylcelluloselösung (2%) mit Chloroform (1,25%) [3]. Zusätzlich wurde eine 

fünfte Gruppe von sechs Wildtypmäusen im Alter von sechs Monaten für vier Monate 

mit Rotenon behandelt. Nach der letzten Behandlung und anschließendem Rotarodtest 

wurde die Tötung durch transkardiale Perfusion durchgeführt [3].  

 

Abb. 3-2: Behandlungsschema Rotenon 

(Eigene Darstellung in Anlehnung an Dening et al., 2022, S.3 [3]) 

Zeitgleich erfolgte eine vergleichbare Rotenonbehandlung nach identischem Protokoll in 

einer Kooperation in Brünn an einjährigen Wildtypmäusen der gleichen Mauslinie. Diese 

Tiere wurden durch einen Kollegen histopathologisch untersucht (siehe Kapitel 5.2.3) 

[130]. Bei den Versuchstieren aus Brünn sowie in Vorversuchen der Arbeitsgruppe dieses 

Labors wurde bereits eine Neurodegeneration durch intragastrale Rotenonbehandlung bei 

einjährigen WT-Mäusen gezeigt. Deshalb wurde nach dem „3R“-Prinzip für die 

vorliegende Arbeit auf die erneute Untersuchung einer Wildtypkontrollgruppe im Alter 

von einem Jahr verzichtet. Nach dem ethischen Prinzip der „3R“ soll das Leiden von 

Versuchstieren reduziert werden, indem Tierversuche nach Möglichkeit durch 

Alternativen ersetzt werden (Replace), die Anzahl der Versuchstiere so gering wie 

möglich gehalten (Reduce) und die Belastung der Tiere verringert wird (Refine) [177]. 

3.3.2 Quantifizierung der Motorfunktion im Rotarodtest 

Zur quantitativen Bestimmung der klinischen Folgen der Neurodegeneration wurde 

mittels Rotarodtest die Motorfunktion der Mäuse untersucht. Hierfür müssen sich die 

Mäuse auf einem rotierenden, waagrecht verlaufenden Rohr halten. Gemessen wird die 

Zeit, bis die Mäuse erstmals herunterfallen. Der Test wurde als beschleunigter 

Rotarodtest mit einer Startgeschwindigkeit von 4 rpm (Umdrehungen pro Minute) und 

einer Beschleunigung der Rotation um 0,3 rpm/s (Umdrehungen pro Minute/Sekunde) 



 

 

 46 

durchgeführt. Im Paraquat-Mausmodell wurde für jede Maus der Mittelwert aus acht 

Wiederholungen vor bzw. sechs Wiederholungen nach Behandlungsende berechnet. Bei 

dem Rotenonversuch erfolgten für jede Maus neun Wiederholungen pro Messzeitpunkt 

(vor und nach Behandlung, sowie monatlich währenddessen) [3]. Die Rotarod-Daten 

wurden von Mitarbeitern der Tierhaltung des ZNP erhoben und zur Verfügung gestellt.  

3.3.3 Transkardiale Perfusion und Präparation des Hirngewebes 

Die Perfusion aller Mäuse erfolgte eine Woche nach Behandlungsende. Die Tiere wurden 

gewichtsadaptiert mit einer Injektionslösung aus Ketamin (100 mg/kgKG) und Xylazin 

(10 mg/kgKG) i.p. tief narkotisiert und mit abgespreizten Gliedmaßen auf dem Rücken 

fixiert. Bauch und Brustkorb wurden eröffnet, um das Herz freizulegen. Zur Perfusion 

wurde eine Pumpe verwendet, über die mittels Drei-Wege-Hahn und Schlauchsystem 

zuerst phosphatgepufferte Salzlösung (PBS, 0,01 M), dann phosphatgepufferte 

Formaldehydlösung (PFA; 4 % in 0,1 M PBS) in den Kreislauf der Maus geleitet werden 

konnte. Eine mit der Pumpe verbundene Flügelkanüle wurde in die linke Kammer des 

schlagenden Herzens gestochen. Blut und PBS konnten nach vollständiger Zirkulation 

durch den Blutkreislauf über den zugleich eröffneten rechten Vorhof ablaufen. Über die 

Kanüle wurde PBS in den gesamten Blutkreislauf geleitet, bis die Blutleere des 

Kreislaufes durch eine Entfärbung der Leber sichtbar wurde. Sobald der gesamte Körper 

gespült war, erfolgte die Perfusion mit PFA. An einem Flexibilitätsverlust des 

Mäuseschwanzes konnte der Erfolg der Perfusion überprüft werden. Die Gehirne wurden 

entnommen und zur Fixation nacheinander für je 24 Stunden bei 4 °C in folgenden 

Lösungen eingelegt: 4 % PFA, PBS, 15 % Sucrose (Sucrose in DD-Wasser) und 30 % 

Sucrose. Nach der Fixation wurden die Gehirne stufenweise schockgefroren: Nach 

einigen Sekunden in 2-Methylbutan (bei - 50 °C) wurden die Gehirne im Gefäß mit 

Methylbutan für zwölf Sekunden in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die 

anschließende Lagerung der Gehirne erfolgte bei - 80 °C [3].  

3.3.4 Anfertigung histologischer Schnitte 

Die gefrorenen Mäusegehirne wurden mit TissueTek® auf einem Mikrotom befestigt und 

von rostral nach kaudal in 40 µm dicke Koronarschnitte geschnitten. Während des 

gesamten Schneidevorgangs wurden die Gehirne mit Trockeneis gekühlt. Die Schnitte 

wurden in einem Gefriermedium (Tabelle 3-5) in 96er Zellkulturtestplatten eingelegt, die 

Platten mit Parafilm verschlossen und bei - 20 °C gelagert. 
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50 % PBS 

25 % Glycerin 

25 % Ethylenglykol 

Tabelle 3-5: Gefriermedium, ca. 20 min mischen, bei 4 °C lagern 

3.3.5 Immunhistochemie 

Alle Färbungen wurden an freischwimmenden Schnitten mit indirekter 

Immunhistochemie angefertigt. Dabei bindet ein spezifischer Primärantikörper an das 

entsprechende Antigen des Gehirnschnittes. Ein mit Fluoreszenzfarbstoff markierter 

Sekundärantikörper geht eine Bindung mit dem Fc-Teil des Primärantikörpers ein und 

macht das markierte Antigen im Mikroskop detektierbar (Abb. 3-3). Die Verdünnung der 

Antikörper erfolgte in Blockierlösung (Tabelle 3-7), falls nicht anders beschrieben.  

 

Abb. 3-3: Prinzip der Immunhistochemie  

(Eigene Darstellung in Anlehnung an Im et al., 2019, S. 13 [178]) 

Immunhistochemische Färbung mit Antityrosinhydroxilase-Antikörper 

Für beide Versuchsansätze wurden Färbungen der Gehirnschnitte mit 

Antityrosinhydroxilase-Antikörper (1:1500) angefertigt (Tabelle 3-6). Für den 

Paraquatversuch wurden die Gehirne von sechs Mäusen pro Gruppe, für den 

Rotenonversuch je fünf Gehirne histologisch aufgearbeitet. Das Enzym 

Tyrosinhydroxilase (TH) katalysiert die Reaktion von Tyrosin zu DOPA bei der Synthese 

von Dopamin und anderen Katecholaminen. Es kann damit zur Färbung und 

Quantifizierung der dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta 
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eingesetzt werden [176]. Alle Inkubationsschritte wurden unter Bewegung durchgeführt, 

um ein Verkleben der Schnitte zu verhindern und eine optimale Verteilung der Antikörper 

zu gewährleisten. Zur Färbung wurde jeder sechste Schnitt (Säule 1 und 7 der 96er 

Zellkulturplatte) in PBS gewaschen, um die Schnitte von Gefriermedium zu reinigen. 

Durch Inkubation mit Blockierlösung (Tabelle 3-7) für eine Stunde bei Raumtemperatur 

wurde die Ausbildung unspezifischer Antikörperbindungen verhindert. Gleichzeitig 

wurden die lipophilen Membranen des Gewebes zerstört und dadurch eine Bindung des 

Antikörpers an intrazelluläre Antigene möglich. Die Schnitte wurden anschließend mit 

dem Primärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur und dann bei 4 °C über Nacht 

inkubiert. Als primärer Antikörper wurde Anti-TH vom Schaf in einer Verdünnung von 

1:1500 verwendet. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS zur Entfernung 

ungebundener Antikörper erfolgte die Inkubation mit dem Anti-Schaf-

Sekundärantikörper vom Esel (1:500; 568 nm) für drei Stunden bei Raumtemperatur. Um 

ein Ausbleichen des Antikörpers zu verhindern, erfolgten dieser und alle folgenden 

Schritte lichtgeschützt. Für weitere fünf Minuten wurden die Zellkerne mit DAPI 

(1:10000 in PBS) angefärbt. Nach abschließendem Waschen wurden die Schnitte bis zum 

Montieren bei 4 °C in PBS gelagert [3]. 

 

Protokoll Anti-TH-Färbung: 

• Waschen 3 x 10 min mit PBS bei Raumtemperatur 

• Inkubation mit Blockierlösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

• Inkubation mit Primärantikörper (Anti-TH-Antikörper, Sheep) für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur, dann über Nacht bei 4 °C (Verdünnung: 1:1500 in 

Blockierlösung) 

• Waschen 3 x 10 min mit PBS bei Raumtemperatur 

• Inkubation mit Sekundärantikörper (Donkey anti-Sheep IgG, 568 nm) für 3 

Stunden bei Raumtemperatur (Verdünnung 1:500 in Blockierlösung) 

• Inkubation mit DAPI (1.10000 in PBS) für 5 min 

• Waschen 3 x 10 min mit PBS bei Raumtemperatur 

 

Tabelle 3-6: Protokoll der Anti-TH-Färbung 
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PBS 

Donkey Serum 5 % 

Triton 0,05 % 

Tabelle 3-7: Blockierlösung 

Immunhistochemische Färbung mit Ki-67 

Um eine mögliche Neurogenese durch die Behandlung mit GS oder DL zu untersuchen, 

wurde für die Behandlungsgruppen eine Doppelfärbung mit Anti-TH und Ki-67 

durchgeführt. Es wurden Schnitte der Substantia nigra und der Seitenventrikel als 

Positivkontrolle verwendet.  

Analog zur reinen Anti-TH-Färbung wurden die Schnitte gewaschen und blockiert. Sie 

wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4 °C mit Ki-67-

Antikörper (1:250) und TH-Antikörper (1:1500) inkubiert und gewaschen. Es folgten die 

Inkubation mit den Sekundärantikörpern für weitere drei Stunden bei RT mit Donkey-

Anti-Rabbit- (1:500; 488 nm) und Donkey-Anti-Sheep-Antikörper (1:500; 568 nm), 

erneutes Waschen der Schnitte und die Lagerung in PBS. 

3.3.6 Montieren der Schnitte 

Die Schnitte wurden von rostral nach okzipital angeordnet auf Objektträger aufgezogen, 

dort angetrocknet und das Deckglas mit Montiermedium (100 µl pro Objektträger; 

Tabelle 3-8) fixiert. Nach Trocknung über Nacht wurde das Deckglas mit Nagellack 

versiegelt und die Schnitte lichtgeschützt gelagert.  
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Protokoll Montiermedium: 

Mowiol 2,4 g 

Glycerin 6 ml 

dH2O 6 ml 

TRIS 12 ml (0,2 M; pH 8,5) 

 

• Glycerin, Mowiol und dH2O für mindestens 2 h bei RT mischen 

• TRIS hinzugeben und für 2 h bei 53 °C mischen bis zur vollständigen Lösung 

• Zentrifugieren (4000 rpm bei 4 °C für 20 min) 

• Überstand zu je 1 ml in Eppendorfgefäße abfüllen (bei -20 °C bis zu 12 Monate 

haltbar) 

Tabelle 3-8: Protokoll Montiermedium 

3.3.7 Quantifizierung der dopaminergen Neurone mittels Stereologiemikroskop  

Die Anzahl der dopaminergen, TH+ Neurone in der Substantia nigra pars compacta wurde 

mit Hilfe eines Stereologiemikroskops und zugehöriger Software (StereoInvestigator 

software, MicroBrightField Inc.) bestimmt [3].  

Die Stereologie ist eine Methode, mit der dickere, histologische Schnitte räumlich 

interpretiert werden können, um beispielsweise die Anzahl von Zellen in einer 

bestimmten Region oder Organvolumina zu quantifizieren [179]. Die stereologische 

Analyse beruht auf dem Prinzip des „optical Fractionator“ [180]. Die Quantifizierung der 

Neuronen erfolgt in einem bekannten Bruchteil (Fraktion) des Gesamtvolumens. 

Anschließend wird die Zellzahl auf das Gesamtvolumen (in diesem Fall der gesamten 

SNpc) hochgerechnet [180, 181]. Die Hochrechnung ermöglicht folgende Formel [180, 

181]: 
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𝑁 =∑𝑄− ⋅
𝑡

ℎ
⋅
1

𝑎𝑠𝑓
⋅
1

𝑠𝑠𝑓
 

mit 

N  Gesamtzellzahl (die errechnete Neuronenzahl der SNpc) 

Q  Gesamtzahl der gezählten Neuronen 

h  Höhe des optischen Dissektors, also der Dicke der optischen Schnittebene  

t  Schnittdicke 

asf  area sampling fraction = Anteil der untersuchten Fläche des Schnitts an 

seiner Gesamtfläche  

ssf  section sampling fraction = Anteil der untersuchten Schnitte an der 

Gesamtzahl der Schnitte (z. B jeder sechste Schnitt → ssf = 1/6) 

Für diese Arbeit wurde jeder sechste Koronarschnitt der Substantia nigra herangezogen 

(insgesamt etwa fünf bis sechs Schnitte pro Gehirn, Abb. 3-4) und die Neuronenzahl bei 

zehnfacher Vergrößerung in repräsentativen Gitterarealen quantifiziert. Die Software 

wurde nach den Angaben in (Tabelle 3-9) eingestellt. 

Low Mag Lens  10xHCPLApo 

High Mag Lens  10xHCPLApo 

Counting Frame X  75,00 µm 

Counting Frame Y  75,00 µm 

Grid Size X   173,33 µm 

Grid Size Y   146,76 µm  

Grid Rotation   0,00 degrees 

Section Cut Thickness 40,00 µm 

GuardZone Type  Center Disector 

Disector High   30,00 µm 

Focusing Method  Manual Focus 

Refocus at each site  false 

Tabelle 3-9: Einstellungen am Stereologiemikroskop  

  

Fraktion am Gesamtvolumen 

am 
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Abb. 3-4: Jeder 6. Koronarschnitt eines Gehirns der Kontrollgruppe mit Anti-TH-Färbung 

SNpc und ventrales tegmentales Areal (VTA) von rostral nach okzipital (A-F). 

3.3.8 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung wurden Microsoft Excel für Mac Version 16.35 und das 

Statistikprogramm GraphPad Prism Version 8 verwendet. Für die Neuronenzahl der 

SNpc beider Versuche wurde basierend auf den Ergebnissen und Vorversuchen eine 

Normalverteilung der Mittelwerte und Standardabweichungen angenommen. Die 
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Mittelwerte der Gruppen sollten anhand von paarweisen, unverbundenen T-Tests auf 

einen signifikanten Unterschied untersucht werden. Auch für die Motorfunktion wurde 

eine Normalverteilung angenommen. Pro Maus und Messzeitpunkt wurde ein Mittelwert 

der Laufleistung gebildet. Die Abnahme der Durchschnittsleistung innerhalb der Gruppen 

wurde im Paraquat-Modell mittels paarweisem T-Test für verbundene Stichproben 

ermittelt. Im Rotenon-Modell wurden die Durchschnittsleistung pro Gruppe im 

Zeitverlauf sowie der Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen 

mittels repeated measures Two-way-ANOVA verglichen. Das Signifikanzniveau wurde 

auf 0,05 festgelegt. Die Bearbeitung der Mikroskopiebilder erfolgte mit ImageJ Software 

und Adobe Photoshop zur besseren Darstellbarkeit. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Neuroprotektive Wirkung von GS und DL gegen Paraquattoxizität im 

Mausmodell 

4.1.1 Hintergrund 

In vitro konnte bereits eine neuroprotektive Wirkung der Produkte des Enzyms DJ-1 

gezeigt werden [4]: Die bisherigen Untersuchungen ergaben, dass Glykolsäure und D-

Laktat das mitochondriale Membranpotential stabilisieren und das neuronale Überleben 

bei oxidativem Stress verbessern. Nun sollte untersucht werden, ob ähnliche Effekte auch 

in vivo im Mausmodell nachgewiesen werden können und ob die Behandlung mit beiden 

Substanzen eine durch das Herbizid Paraquat ausgelöste, mit MP vergleichbare 

Pathologie verhindern kann. Dazu sollten sowohl die motorische Funktion als auch 

immunhistochemisch die Neurodegeneration in der SNpc der Mäuse gemessen werden. 

4.1.2 Verhinderung einer Motordysfunktion bei Behandlung mit GS und DL  

Bei der Messung der Motorfunktion als Ausdruck der klinischen Auswirkung der 

Neurodegeneration wurde die Laufleistung im Rotarodtest vor und nach Behandlung 

untersucht. Alle Gruppen zeigten bezogen auf die Ausgangsleistung der Gruppe eine 

Abnahme der Motorfunktion über den Zeitverlauf, welche bei der Paraquatgruppe am 

stärksten ausgeprägt war (durchschnittliche Abnahme um 11,9 %). Die Ergebnisse der 

beiden Therapie-Gruppen waren mit der Vehikelgruppe vergleichbar (Abnahme um 

durchschnittlich 5,9 % bei GS- bzw. 7,7 % bei DL-Behandlung sowie 3,2 % in der 

Vehikelgruppe). Lediglich die Abnahme der Laufleistung in der Paraquatgruppe zeigte 

sich im paarweisen T-Test für verbundene Stichproben signifikant (p=0,024) (Abb. 4-1). 
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Abb. 4-1: Verhinderung einer Paraquat-induzierten Abnahme der Motorfunktion durch GS- oder 

DL-Behandlung im Mausmodell 

Ein beschleunigter Rotarodtest (Startgeschwindigkeit: 4 rpm, Beschleunigung: 0,3 rpm/s) wurde vor und 

nach Behandlung durchgeführt. Abgebildet ist die Leistung im Rotarodtest bezogen auf die 

durchschnittliche Ausgangsleistung der Versuchsgruppe für eine Paraquat- bzw. Vehikelgruppe sowie bei 

zusätzlicher GS- und DL-Behandlung (Gruppendurchschnitt ± SEM). Die Mäuse zeigten eine signifikante 

Abnahme der Laufleistung in der Paraquatgruppe, welcher durch GS- oder DL-Behandlung 

entgegengewirkt werden konnte (n = 9; paarweiser T-Test für verbundene Stichproben; p(Vehikel) = 0,576; 

p(Paraquat) = 0,024; p(GS) = 0,424; p(DL) = 0,272).  

4.1.3 Schutz vor Neurodegeneration der SNpc durch Behandlung mit GS und DL  

Durch immunhistochemische Färbung der Tyrosinhydroxilase sind dopaminerge 

Neurone nachweisbar [176]. Das Enzym katalysiert die Synthese von Katecholaminen, 

unter anderem auch Dopamin, aus Tyrosin.  

Mikroskopisch war bereits in der Übersichtsvergrößerung ein starker Unterschied in der 

Dichte der dopaminergen Neuronen der SNpc zwischen der Vehikelgruppe und der 

Paraquatgruppe feststellbar (Abb. 4-2). Der neurotoxische Effekt des Paraquats konnte 

durch die zusätzliche Gabe von GS oder DL über die drei Wochen der Behandlung 

vollständig verhindert werden. Die Gehirnschnitte dieser beiden Gruppen zeigten sich 

mikroskopisch vollständig gesund mit einer normalen Dichte dopaminerger Neurone.  
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Abb. 4-2: Vollständige Verhinderung einer Paraquat-induzierten Neurodegeneration durch 

Behandlung mit GS oder DL im Fluoreszenzmikroskop (Übersicht) 

Immunhistochemische Färbung gegen TH zeigte einen Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc in der 

Paraquatgruppe (B) im Vergleich zur Vehikelgruppe (A). Dieser neurotoxische Effekt konnte durch die 

zusätzliche Behandlung mit GS (C) oder DL (D) vollständig aufgehoben werden. Die Schnitthöhe der 

Bilder ist aufgrund der selektiven Färbung jedes sechsten Schnittes nicht auf allen Bildern vollständig 

identisch (n = 6). 

Ein äquivalentes Ergebnis ergab die Quantifizierung der dopaminergen Neuronen im 

Stereologiemikroskop (Tabelle 4-1; Abb. 4-3). Die Paraquatgruppe zeigte im 

Durchschnitt eine signifikant niedrigere Gesamtzahl dopaminerger Neurone in der SNpc 

von 7025 Neuronen im Vergleich zur Vehikelgruppe mit durchschnittlich 9445 Neuronen 

(p = 0,0086 im paarweisen T-Test für unverbundene Stichproben). Die beiden 

Behandlungsgruppen hingegen wiesen sogar eine höhere Durchschnittszellzahl als die 

Vehikelgruppe auf (10331 für GS und 10789 für DL, ohne Signifikanz). Der Unterschied 

der Behandlungsgruppen zur Paraquatgruppe zeigte sich signifikant (p = 0,0021 für GS 

bzw. p = 0,0005 für DL). 
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Gruppe: Vehikel Paraquat Glykolsäure D-Laktat 

Maus 1: 9532 5618 10319 11997 

Maus 2: 11174 8293 11364 11554 

Maus 3: 8495 5888 10003 10573 

Maus 4: 9623 9180 8411 11681 

Maus 5: 9971 6552 12314 9338 

Maus 6: 7882 6616 9575 9591 

Durchschnitt 

± SEM: 

9445 

± 470,8 

7025 

± 574,9 

10331 

± 558,7 

10789 

± 462,9 

Tabelle 4-1: Quantifizierung der dopaminergen, TH+ Neuronen der SNpc nach 

immunhistochemischer Färbung mittels StereoInvestigator Software (n = 6) 
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Abb. 4-3: Verhinderung einer Paraquat-induzierten Neurodegeneration durch GS oder DL-

Behandlung 

Quantifizierung der TH+ Neuronen der SNpc in Wildtypmäusen unter Paraquatbehandlung nach 

immunhistochemischer Anti-TH-Färbung mittels StereoInvestigator Software (absolute Neuronenzahl der 

SNpc im Gruppendurchschnitt ± SEM). Die Paraquatgruppe zeigte einen signifikanten Verlust 

dopaminerger Neuronen im Vergleich zur Vehikelgruppe. Bei gleichzeitiger Behandlung mit GS oder DL 

konnte die Neurodegeneration vollständig verhindert werden (n = 6; paarweiser Vergleich im T-Test für 

unverbundene Stichproben, p(Paraquat vs. Vehikel) = 0,0086; p(GS vs. Paraquat) = 0,0021; p(DL vs. Paraquat) = 0,0005). 

4.1.4 Kein Nachweis einer Neurogenese in der SNpc bei GS- und DL-Behandlung 

Da die beiden Behandlungsgruppen mit GS und DL eine leicht erhöhte Zellzahl im 

Vergleich zur Vehikelgruppe aufwiesen, wurde untersucht, ob die Substanzen in der Lage 

sind, eine Neurogenese zu induzieren. Der Unterschied zur Vehikelgruppe war jedoch 

nicht signifikant. 

Das Protein Ki-67 ist ein Proliferationsmarker. Da es nur während der Mitose exprimiert 

wird, können durch eine Ki-67-Färbung teilungsaktive Zellen nachgewiesen werden 

[182]. Das Fehlen von Ki-67 im TH-Antikörper-positiven Bereich der Substantia nigra 

der Behandlungsgruppen wies darauf hin, dass keine Neurogenese induziert wurde (Abb. 

4-4). Als Kontrolle wurden Gehirnschnitte im Bereich der Seitenventrikel angefärbt, da 

dort physiologisch eine Neurogenese bei Erwachsenen stattfindet. Diese Färbung erwies 

sich als positiv. 
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Abb. 4-4: Keine Induktion einer Neurogenese in der SNpc durch GS- oder DL-Behandlung  

A, B) Die immunhistochemische Färbung gegen KI-67 zeigte keine Anzeichen einer Zellteilung im Bereich 

der SNpc (A) wohl aber im Bereich der Seitenventrikel als Positivkontrolle (B). C, D) Anti-TH-Färbung. 

E, F) DAPI-Färbung der Zellkerne. G, H) Überlagerung aller Färbungen. 
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4.1.5 Interpretation 

Die Behandlung mit Glykolsäure und D-Laktat konnte den toxischen Effekt von Paraquat 

und die Entstehung einer Parkinson-ähnlichen Neurodegeneration verhindern. Sowohl 

klinisch als auch pathologisch war bei den behandelten Mäusen keine Auffälligkeit 

sichtbar. Eine durch die beiden Substanzen ausgelöste Neurogenese konnte nicht 

nachgewiesen werden. Die Mäuse zeigten während der Behandlung keinerlei Anzeichen 

einer Toxizität durch Glykolsäure oder D-Laktat. Beide Substanzen sind Produkte des 

körpereigenen Metabolismus, sie könnten für die Behandlung des Morbus Parkinson eine 

Rolle spielen. 
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4.2 Keine neurodegenerative Wirkung durch intragastrale Rotenonbehandlung 

in einjährigen ASYN-KO-Mäusen oder sechsmonatigen WT-Mäusen  

4.2.1 Hintergrund 

Da die Rolle des endogenen Alpha-Synucleins bei der Pathogenese und Progression des 

MP weiterhin nicht vollständig geklärt ist, sollte untersucht werden, ob ASYN-KO-

Mäuse ohne endogene ASYN-Produktion unter Toxinexposition eine mit MP 

vergleichbare Pathologie entwickeln.  

Bei einjährigen Wildtypmäusen wurde eine Rotenon-bedingte Neurodegeneration bereits 

in vorangegangenen und auswärtigen Versuchen gezeigt [18, 130] (Siehe Abb. 5-4). Die 

Rotenonbehandlung der Versuche erfolgte nach dem gleichen Protokoll und bei Khairnar 

et al. zudem zeitgleich zu den Versuchen dieser Arbeit. Aus Rücksicht auf das “3R“-

Prinzip (siehe Kapitel 3.3.1) wurde auf eine Wiederholung dieses Teilversuchs verzichtet. 

Da in meiner Arbeitsgruppe für einen anderen Versuch WT-Mäuse im Alter von sechs 

Monaten mit Rotenon behandelt wurden, sollte zusätzlich untersucht werden, ob auch in 

diesem Alter schon eine Neurodegeneration auslösbar ist. 

Bei diesen in-vivo-Versuchen sollten die motorische Funktion der Tiere im 

Behandlungsverlauf in Form eines Rotarodtests sowie immunhistochemisch die 

Neurodegeneration in der SNpc gemessen werden. Teilergebnisse dieses Versuches 

wurden bereits veröffentlicht [3]. 

4.2.2 Keine Motordysfunktion durch Rotenonbehandlung bei einjährigen ASYN-

KO-Mäusen 

Der Untergang dopaminerger Neurone der SNpc spiegelt sich in Parkinsonpatienten in 

Form motorischer Defizite wider. Um die Motorfunktion im Mausmodell zu überprüfen, 

wurde ein beschleunigter Rotarodtest durchgeführt. Nach zweimonatiger Behandlung 

zeigten sowohl die Vehikel- als auch die Rotenongruppen der ASYN-KO-Mäuse im 

Behandlungsverlauf eine vergleichbare, leichte Zunahme der Leistung im Rotarodtest im 

Vergleich zum Ausgangswert (durchschnittlichen Zunahme von 4,1 s in der Vehikel- und 

7,2 s in der Rotenongruppe) (Abb. 4-5, A). Für die Zweimonats-Auswertung der Motorik 

wurden alle vier Gruppen einbezogen. 
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Ähnlich verhielt es sich bei den ASYN-KO-Mäusen unter viermonatiger Behandlung: 

Die durchschnittliche Zunahme der Rotarodleistung betrug bei der Vehikel- 1,6 s und bei 

der Rotenongruppe 7,3 s (Abb. 4-5, B). Die Entwicklung der Motorfunktion der Gruppen 

im Zeitverlauf zeigte sich statistisch nicht signifikant (repeated measures two-way 

ANOVA) [3]. 

 

Abb. 4-5: Keine Motordysfunktion bei ASYN-KO-Mäusen unter intragastraler Rotenonbehandlung 

im Zeitverlauf  

A) zweimonatige Behandlung mit Betrachtung aller 4 ASYN-KO-Gruppen. B) viermonatige Behandlung. 

Ein beschleunigter Rotarodtest (Startgeschwindigkeit: 4 rpm, Beschleunigung: 0,3 rpm/s) wurde mit je 9 

Wiederholungen pro Maus und Messzeitpunkt monatlich bis zur Perfusion durchgeführt. Abgebildet ist der 

Gruppendurchschnitt der Differenz zur Ausgangsleistung für ASYN-KO-Mäuse unter Rotenon- bzw. 

Vehikelbehandlung. Es zeigte sich statistisch kein signifikanter Unterschied in der Entwicklung der 

Laufleistung der Gruppen im Zeitverlauf (n = 7; repeated measures two-way ANOVA; p (Zeit x Behandlung, 4 Mo) 

= 0,7053; p (Zeit x Behandlung, 2 Mo) = 0,1805). (Daten veröffentlich in Dening et al., 2022, S.4 [3]) 
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Damit konnten bei keiner der ASYN-KO-Gruppen Anzeichen einer Motordysfunktion 

durch die Rotenonbehandlung nachgewiesen werden [3]. 

4.2.3 Keine Motordysfunktion durch Rotenonbehandlung bei WT-Mäusen im 

Alter von sechs Monaten 

Bei einjährigen WT-Mäusen konnte in vorangegangenen Versuchen bereits eine 

Motordysfunktion durch intragastrale Rotenonbehandlung nachgewiesen werden [18]. 

Die Untersuchung von Artgenossen im Alter von sechs Monaten im Rahmen dieser 

Arbeit konnte hingegen keine motorischen Einschränkungen feststellen.  

Auch diese Gruppe zeigte im Gruppendurchschnitt eine geringe Zunahme der 

Laufleistung um 8,5 s über die vier Monate der Rotenonbehandlung (Abb. 4-6). Dies 

könnte dafür sprechen, dass die Toxizität von Rotenon altersabhängig ist, was mit der 

zunehmenden Inzidenz des MP im Alter kompatibel ist. 

Abb. 4-6: Keine Motordysfunktion im Zeitverlauf durch intragastrale Rotenonbehandlung bei WT-

Mäusen im Alter von sechs Monaten 

Ein beschleunigter Rotarodtest (Startgeschwindigkeit: 4 rpm, Beschleunigung: 0,3 rpm/s) wurde mit je 9 

Wiederholungen pro Maus und Messzeitpunkt monatlich bis zur Perfusion durchgeführt. Abgebildet ist 

der Gruppendurchschnitt der Differenz zur Ausgangsleistung von sechsmonatigen Wildtypmäusen unter 

Rotenonbehandlung. Es zeigte sich statistisch kein signifikanter Unterschied der Laufleistung im 

Zeitverlauf (n = 6; repeated measures one-way ANOVA; p = 0,4309). 
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4.2.4 Motordysfunktion bei ASYN-KO-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp (6 Mo) 

Interessanterweise zeichnete sich bei der Auswertung der absoluten Laufleistung aller 

fünf untersuchten Gruppen eine weitere Auffälligkeit ab. Im gesamten Verlauf zeigten 

die ASYN-KO-Mäuse konstant eine schlechtere Motorfunktion als die sechsmonatige 

Wildtypgruppe. Dieser Unterschied war bereits vor Beginn der Rotenongabe nachweisbar 

und damit unabhängig von der Behandlung (Vehikel oder Rotenon) (Abb. 4-7).  

Die genauere Betrachtung der Rotarodergebnisse zum Zeitpunkt 0 ergab einen 

signifikanten Unterschied der Rotarodleistung zwischen allen ASYN-KO-Mäusen und 

ihren sechsmonatigen WT-Artgenossen (p = 0,0021 im T-Test für unverbundene 

Stichproben) (Abb. 4-8). 

Abb. 4-7: Erniedrigte basale Motorfunktion bei ASYN-KO-Mäusen im Vergleich zu Wildtypmäusen 

(6 Monate) unabhängig von der Behandlung 

A) zweimonatige Behandlung mit Betrachtung aller 5 Gruppen. B). viermonatige Behandlung 

Ein beschleunigter Rotarodtest (Beschleunigung: 0,3 rpm/s, Startgeschwindigkeit: 4 rpm) wurde mit je 9 

Wiederholungen pro Maus und Messzeitpunkt vor Behandlung sowie monatlich bis zur Perfusion 

durchgeführt. Abgebildet ist der Gruppendurchschnitt der Laufleistung ± SEM für ASYN-KO-Mäuse unter 

Rotenon- bzw. Vehikelbehandlung sowie für die Wildtypgruppe. Die ASYN-KO-Mäuse zeigten eine 

schlechtere Basismotorfunktion (n=7 bei ASYN-KO-Gruppen; n=6 bei WT; repeated measures Two-way 

ANOVA; p (Behandlung, 4 Mo) = 0,0018; p (Behandlung, 2 Mo) = 0,0003). (Daten veröffentlicht in Dening et al., 2022, 

S.4 [3]) 
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4.2.5 Keine Neurodegeneration in der SNpc in ASYN-KO- und sechsmonatigen 

WT-Mäusen bei oraler Rotenonbehandlung nach zwei und vier Monaten 

Um einen möglichen Zelluntergang in der SNpc festzustellen, wurden die dopaminergen 

Neurone immunhistochemisch gefärbt (Anti-TH-Färbung) und im Stereologiemikroskop 

quantifiziert. Dabei war bereits mikroskopisch in der Übersichtsvergrößerung (Abb. 4-9) 

eine vergleichbare, neuronale Dichte in allen fünf Gruppen einschließlich der sechs-

monatigen Wildtypgruppe sichtbar. Die Schnitte aller Gruppen waren in keiner Weise 

pathologisch verändert mit einer normalen Dichte und Verteilung der dopaminergen 

Neuronen [3]. 

Abb. 4-8: Erniedrigte Rotarodleistung von ASYN-KO-Mäusen im Vergleich zu sechsmonatigen 

Wildtypmäusen zum Zeitpunkt 0 

Abgebildet ist der Gruppendurchschnitt der Laufleistung ± SEM für alle ASYN-KO-Mäuse sowie für die 

sechsmonatige Wildtypgruppe im beschleunigten Rotarodtest vor Behandlung (Beschleunigung: 

0,3 rpm/s, Startgeschwindigkeit: 4 rpm, je 9 Wiederholungen pro Maus). Die ASYN-KO-Mäuse zeigten 

eine signifikant schlechtere Basismotorfunktion unabhängig von der Rotenonbehandlung (n=7 bei ASYN-

KO; n=6 bei WT; T-Test für unverbundene Stichproben KO-Mäuse vs. WT; p = 0,0021). (Daten 

veröffentlicht in Dening et al., 2022, S.4 [3]) 
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Abb. 4-9: Kein Anhalt für Neurodegeneration in der SNpc bei ASYN-KO-Mäusen und 

Wildtypmäusen (6 Monate) unter intragastraler Rotenonbehandlung  

Mikroskopische Übersicht der SNpc nach immunhistochemischer Anti-TH-Färbung. Alle Gruppen zeigten 

eine vergleichbare Dichte dopaminerger Neuronen ohne Anhalt für Neurodegeneration. Viermonatige 

Behandlung von ASYN-KO-Vehikel-Gruppe (A) und ASYN-KO-Rotenon-Gruppe (C). Zweimonatige 

Behandlung von ASYN-KO-Vehikel-Gruppe (B) und ASYN-KO-Rotenon-Gruppe (D). Viermonatige 

Behandlung Wildtyp-Rotenon-Gruppe im Alter von sechs Monaten (E). (Modifiziert nach Dening et al., 

2022, S.4 [3]: „Figure 2“; lizensiert unter CC BY 4.0) 
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Auch die Quantifizierung der dopaminergen Neuronen im Stereologiemikroskop ergab 

vergleichbare Ergebnisse für alle fünf Gruppen (Tabelle 4-2; Abb. 4-10). Der paarweise 

Vergleich der Gruppen im T-Test für unverbundene Stichproben konnte keinen 

signifikanten Unterschied nachweisen [3]. 

 

Gruppe: ASYN-KO 

Vehikel 

ASYN-KO 

Rotenon 

ASYN-KO 

Vehikel 

ASYN-KO 

Rotenon 

WT (6 Mo) 

Rotenon 

Behandlung: 2 Monate 2 Monate 4 Monate 4 Monate 4 Monate 

Maus 1: 12725 9433 11617 10354 10414 

Maus 2: 11712 11744 11871 10161 13042 

Maus 3: 10414 11301 9908 12504 11364 

Maus 4: 6426 10573 14181 12345 12630 

Maus 5: 9940 5951 10699 9940 11269 

Durchschnitt  

± SEM: 

10243 

± 1073 

9800 

± 1039 

11655 

± 720,9 

11061 

± 561,2 

11744 

± 480 

Tabelle 4-2: Quantifizierung der dopaminergen, TH+ Neuronen der SNpc nach 

immunhistochemischer Färbung mittels StereoInvestigator Software (n = 5) [3] 

  



 

 

 68 

 

4.2.6 Interpretation 

Sowohl in der klinischen als auch in der histologischen Untersuchung zeigte sich bei 

ASYN-KO-Mäusen nach zwei- bzw. viermonatiger Behandlung mit Rotenon keinerlei 

Hinweis für die Entwicklung einer Neurodegeneration [3].  

Auch für die sechsmonatigen Wildtypmäuse war kein Effekt der oralen 

Rotenonbehandlung nachweisbar. Dies könnte für eine Altersabhängigkeit der Toxizität 

von Rotenon sprechen.  

Interessanterweise zeigten die ASYN-KO-Mäuse unabhängig von der 

Rotenonbehandlung eine schlechtere Motorfunktion als die Wildtypmäuse [3]. 

Abb. 4-10: Kein Anhalt für Neurodegeneration der SNpc in der Quantifizierung der TH+ Neurone 

bei ASYN-KO- und WT-Mäusen (6 Monate) unter intragastraler Rotenonbehandlung 

Bestimmung der Neuronenzahl der SNpc nach immunhistochemischer Anti-TH-Färbung mittels 

StereoInvestigator Software. Darstellung der absoluten Neuronenzahl der SNpc nach 4-monatiger bzw. 2-

monatiger Behandlung (Gruppendurchschnitt ± SEM). Vergleichbare Anzahl dopaminerger Neuronen 

ohne signifikanten Unterschied (n = 5; paarweiser Vergleich im T-Test für unverbundene Stichproben, 

p(Vehikel vs Rotenon, 4 Monate) = 0,5335; p (ASYN-KO-Rotenon vs. WT-Rotenon, 4 Monate) = 0,3821; p (ASYN-KO-Vehikel vs. WT-Rotenon, 

4 Monate) = 0,921; p (Vehikel vs Rotenon, 2 Monate) = 0,9519). (Daten veröffentlicht in Dening et al., 2022, S.4 [3]) 
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5 Diskussion 

5.1 Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung von GS und DL im Paraquat-

Mausmodell 

5.1.1 Grund der Versuchsdurchführung 

Nachdem Toyoda et al. bereits eine neuroprotektive Wirkung der Produkte des Enzyms 

DJ-1 in vitro nachweisen konnte [4], sollte in der vorliegenden Arbeit überprüfen werden, 

ob dies in vivo auf ein Paraquat-Mausmodell übertragbar ist.  

In primären Zellkulturen mit dopaminergen Neuronen konnten die Moleküle GS und DL 

das neuronale Überleben verlängern und vor der toxischen Wirkung des Pestizids 

Paraquat schützen. Dabei wurde die Bedeutung der beiden Substanzen für die 

Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials zum Schutz vor oxidativem 

Stress deutlich [4]. Dieser Effekt war im Mausmodell reproduzierbar. GS und DL konnten 

die neurotoxische Wirkung von Paraquat vollständig aufheben. Sowohl der für den 

Morbus Parkinson typische Untergang der dopaminergen Neurone der SNpc als auch der 

Verlust der Motorfunktion im beschleunigten Rotarod-Test, die durch reine Paraquatgabe 

auslösbar waren, konnten durch die zusätzliche Behandlung mit GS und DL vollständig 

abgewendet werden. 

5.1.2 Wahl der Methodik 

Zur Abschätzung der neuroprotektiven Wirkung von GS und DL wurde ein bereits 

etabliertes Mausmodell gewählt. Die Paraquatbehandlung erfolgte intraperitoneal nach 

dem Protokoll von Jiao et al. [176]. 

Die neurodegenerative Wirkung der verwendeten Toxine in beiden Versuchen dieser 

Arbeit wurde anhand der Auszählung dopaminerger Neurone der SNpc im 

Stereologiemikroskop festgestellt. 

Für die Evaluation der Motorsymptome wurde ein beschleunigter Rotarod-Test gewählt. 

Dieser ist zur Einschätzung der Motordysfunktion im Parkinson-Mausmodell seit langem 

etabliert. Die beschleunigte Version zeigt dabei die beste Korrelation zwischen der 

Schädigung der SNpc und der klinischen Symptomatik [183]. 
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5.1.3 Neuroprotektive Wirkung von DJ-1 durch GS und DL 

Genauer untersucht wurde bereits die Rolle von DJ-1 bei der Entgiftung sogenannter 

„Advanced Glycation Endproducts“ (AGEs) [184]: In der Glykolyse fallen 

Triosephosphate an, welche zu Methylglyoxal reagieren, einem aggressiven Aldehyd aus 

der Gruppe der AGEs [172]. Das schädliche Methylglyoxal wird anschließend durch die 

Glyoxalase DJ-1 zu D-Laktat abgebaut [13]. AGEs werden mit einer Vielzahl von 

Erkrankungen in Verbindung gebracht [13]. 

Toyoda et al. schlägt nach seinen in-vitro-Versuchen neben der Entgiftungsfunktion der 

AGEs eine weitere Funktion des Enzyms DJ-1 durch die Produktion von GS und DL vor. 

Die körpereigenen Metabolite könnten direkt eine neuroprotektive Funktion ausüben und 

durch die Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials Neurone vor der 

schädlichen Wirkung von oxidativem Stress (ausgelöst zum Beispiel durch Paraquat) 

schützen [4]. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen die Hypothese. Weitere Forschung ist nötig, 

um den exakten molekularen Mechanismus aufzudecken, mit dem GS und DL auf die 

Mitochondrien einwirken. 

5.1.4 Zusammenhang zwischen DJ-1 und Mitochondrien 

Die zentrale Aufgabe von Mitochondrien besteht darin, durch oxidative 

Phosphorylierung den Energiebedarf der Zellen zu decken. Dabei wird unter 

Sauerstoffverbrauch ATP generiert. Als schädliches Nebenprodukt der Zellatmung 

entstehen Sauerstoffradikale, sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Dies sind 

hochreaktive Verbindungen wie beispielsweise Wasserstoffperoxid, die zur Schädigung 

verschiedener Zellbestandteile, darunter Proteine und DNA, führen, aber auch wichtige 

Signalwege vermitteln. Eine verstärkte ROS-Produktion oder ein Versagen der 

intrazellulären Schutzmechanismen bedeuten oxidativen Stress für den Organismus [185, 

186]. 

Es gibt zahlreiche Hinweise, die Parkinson in Verbindung mit Mitochondrien bringen. 

Sowohl zahlreiche Umwelttoxine, die teils als Tiermodell Anwendung finden, als auch 

einige der genetischen Parkinsonformen beeinträchtigen primär die mitochondriale 

Funktion (siehe Kapitel 1.3.4). Eine dieser familiären Parkinsonformen beruht auf einer 

Mutation des Gens DJ-1 [38]. 
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Mutationen bzw. der Verlust des Gens haben eine veränderte Mitochondrienstruktur und 

mitochondriale Funktion [72, 168, 187] sowie eine erhöhe Anfälligkeit der Zellen auf 

oxidativen Stress zur Folge [64, 187, 188, 189]. Auch eine Erniedrigung des 

mitochondrialen Membranpotentials [72, 187] und eine vermehrte Öffnung der 

Permeabilitätstransitionspore (PTP) [169] konnten gezeigt werden. Da diese 

mitochondrialen Veränderungen durch Gabe von Antioxidantien verhindert werden 

können, scheint ein intaktes DJ-1 zum Schutz der Mitochondrien vor oxidativem Stress 

beizutragen [72, 168, 169].  

DJ-1 kann in die mitochondriale Matrix und den Intermembranraum aufgenommen [61] 

sowie an der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert werden [62, 65]. Dies erfolgt 

vermehrt unter oxidativem Stress [65]. Voraussetzung für die mitochondriale Aufnahme 

und die antioxidative Schutzfunktion von DJ-1 ist die Oxidation der Schwefelgruppe des 

Cysteins C106 zu SO2H [65, 69]. 

Besonders in den Neuronen der SNpc fällt den Mitochondrien eine große Bedeutung zu. 

Die langen Axone und die geringe Myelinisierung des nigrostriatalen Systems bedeuten 

einen hohen Energieumsatz [15, 190], da die Weiterleitung von Aktionspotentialen einen 

hohen ATP-Verbrauch zur Folge hat [191]. In dopaminergen Neuronen der SNpc konnte 

eine erhöhte zelluläre Atmung und die damit verbundene Produktion von ROS 

nachgewiesen werden [192]. Da der mitochondrialen Atmungskette ein Großteil der 

ROS-Produktion zufällt, benötigen die dopaminergen Neuronen verstärkt 

Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress [38]. Sie könnten besonders stark auf einen 

Verlust von DJ-1 und anderen, antioxidativen Schutzmechanismen reagieren. Welcher 

Mechanismus dieser antioxidativen Schutzfunktion von DJ-1 zugrunde liegt, bleibt 

jedoch weiterhin unklar. 

5.1.5 Molekulare Mechanismen der DJ-1-Funktion zum Schutz der 

Mitochondrien 

Toyoda et al. stellte die Hypothese auf, dass die Schutzfunktion von DJ-1 auf seine 

Produkte GS und DL zurückzuführen ist. Die neuroprotektive Wirkung der beiden 

Metabolite scheint über eine Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials 

(MMP) vermittelt zu werden. Paraquat führt zu einer Verminderung des MMP, welche 

durch eine GS- oder DL-Behandlung aufgehoben werden kann [4].  
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Bei GS wurde diese stabilisierende Funktion genauer aufgeklärt: In einer Studie über den 

neuroprotektiven Effekt von GS in Zusammenhang mit Schlaganfall und Reperfusion 

wurde der Einfluss von GS auf den Kalziumhaushalt untersucht. Eine Behandlung mit 

GS scheint die intrazellulären Kalziumspiegel zu senken und so das mitochondriale 

Membranpotential zu stabilisieren [1]. Bei cerebralen Ischämien wird der neuronale 

Zelltod durch die so genannte Exzitotoxizität ausgelöst. Es handelt sich um einen 

glutamatabhängigen Kalziumeinstrom über NMDA-Rezeptoren. Die erhöhten 

intrazellulären Kalziumspiegel führen zur Apoptose der Neuronen [193]. GS hemmt 

diesen Kalziumeinstrom und wirkt damit der Exzitotoxizität entgegen [1] (Abb. 5-1). 

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass GS in den Serin/Glycinmetabolismus eingespeist 

wird. Es stellt die durch oxidativen Stress verminderten NADPH/NADP+ und 

GSH/GSSG-Verhältnisse zugunsten der reduzierten Formen wieder her [2]. Diese sind 

wichtiger Bestandteil des Glutathionsystems, eines der wichtigsten antioxidativen 

Schutzsysteme des Organismus. Glutathion besitzt in seiner reduzierten Form (GSH) am 

Cystein eine Thiolgruppe (-SH). Durch Reaktion dieser Thiolgruppen können sich zwei 

Glutathionmoleküle über die Ausbildung eines Disulfids verbinden (oxidierte Form des 

Glutathions: GSSG). Die frei werdenden Elektronen und Protonen können nun auf unter 

anderem auf Wasserstoffperoxid übertragen werden, es entsteht Wasser. Wichtiges 

Koenzym für die Regeneration von GSH ist NADPH [9] (Siehe Abb. 5-1). Auf diese 

Weise kann GS das Redoxpotential in Würmern wiederherstellen und vor oxidativem 

Stress durch Wasserstoffperoxid schützen [2].  

  



 

 

 73 

Für die Mechanismen der mitochondrialen Schutzfunktion von DJ-1 exisitieren 

zahlreiche weitere Forschungsansätze, von denen im Folgenden einige beispielhaft 

beschrieben werden. 

Nach Aufnahme von DJ-1 in die Mitochondrien unter erhöhtem, oxidativen Stress hemmt 

es dort den Abbau von Bcl-XL durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) [194]. Bcl-

XL ist ein antiapoptotisch wirksames Protein, das dem Zelluntergang entgegenwirkt. 

Nachdem DJ-1 unter oxidativem Stress in die Mitochondrien aufgenommen wurde, löst 

es dort verstärkt Mitophagie aus, eine Form der mitochondrien-spezifischen Autophagie, 

die dem Abbau defekter Mitochondrien dient [72]. 

Abb. 5-1: Wirkung von GS  

Hemmung des intrazellulären Kalziumeinstroms im Rahmen der Exzitotoxizität [1]; Einspeisung in den 

Glycin-/Serinmetabolismus und Erhöhung der GSH/GSSG und NADPH/NADP+ Ratios [2]. GSH spielt 

eine wichtige Rolle in der Neutralisation von ROS, unter anderem H2O2, welches auch bei 

Paraquatexposition entsteht. Zur Regeneration des GSH aus GSSG wird wiederum NADPH/H+ benötigt 

[9]. (Eigene Darstellung in Anlehnung an Diez et al., 2021, S. 6, S. 10 [2]) 
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5.1.6 Weitere Funktionen von DJ-1 zum Schutz vor oxidativem Stress  

Neben der Interaktion mit Mitochondrien sind zahlreiche weitere Signalwege und 

Mechanismen bekannt, über die DJ-1 seine antioxidative Schutzwirkung ausüben könnte.  

DJ-1-Wirkung als ROS-Sensor 

Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, dient DJ-1 durch Oxidation des Cysteins C106 

als Sensor für oxidativen Stress und wird dadurch aktiviert [66].  

 

Direkte Neutralisation von ROS 

DJ-1 scheint durch Selbstoxidation unter ROS-Belastung selbst antioxidative 

Eigenschaften zu haben [64]. 

 

Transkription 

Außerdem wurde eine indirekte Wirkung von DJ-1 auf die Expression 

verschiedener Gene nachgewiesen, die Bestandteil antioxidativer 

Schutzmechanismen sind. Es bindet als Koaktivator an Transkriptionsfaktoren 

und beeinflusst die Transkription der Zielgene [195, 196]. 

Zu den wichtigsten Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress zählen 

Glutathionsystem, Superoxiddismutase und Katalase [186]. Die Interaktion von 

DJ-1 mit einigen dieser Systeme wurde nachgewiesen: DJ-1 erhöht die 

Transkription von Glutathion-Ligase [189] und Superoxiddismutase (SOD) 1 und 

3 [197, 198]. 

Unter oxidativem Stress reguliert DJ-1 außerdem die Aktivität der 

Transkriptionsfaktoren Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor) [195], p53 

[196] sowie den PI3K/PKB-Signalweg [199]. Letztendlich münden auch diese 

Signalwege indirekt in einer verstärkten Neuroprotektion.  

 

Regulation der Proteinaktivität 

Das Protein DJ-1 interagiert mit zahlreichen Proteinen, die Bestandteil wichtiger 

antioxidativer Systeme sind, und reguliert direkt ihre Aktivität. Unter anderem 

konnte eine verstärkte Enzymaktivität der Glutathionligase nachgewiesen werden 

[189]. 
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Protease- und Chaperonaktivität  

Chaperone bewirken einen verstärkten Abbau fehlgefalteter Proteine und könnten 

so die pathologischen Aggregate aus ASYN-Oligomeren reduzieren. DJ-1 

induziert eine erhöhte Expression des Chaperons Hsp70, das in vitro vor einer 

Aggregation von pathologischem ASYN mit A53T-Mutation schützt und das 

zelluläre Überleben verbessert [189]. Auch eine direkte Funktion von DJ-1 als 

Chaperon wurde nachgewiesen, die unter oxidativem Stress zur Hemmung der 

ASYN-Aggregation beiträgt [200]. 

5.1.7 Ausblick und Bedeutung von GS und DL in Säugetieren 

Neben der Erforschung des genauen, molekularen Mechanismus der GS- und DL-

Wirkung bleibt zu überprüfen, ob der neuroprotektive Effekt von GS und DL auch in 

anderen Parkinson-Tiermodellen nachweisbar ist. Dies gilt insbesondere für die orale 

Rotenon-Behandlung, die die natürliche Progression der Erkrankung imitieren kann. 

Auch weitere Untersuchungen zur Gen-Umwelt-Interaktion stellen einen interessanten 

Ansatz weiterer Forschung dar: Wie verhalten sich verschiedene, mit Morbus Parkinson 

assoziierte Gendefekte unter Paraquat- und GS/DL-Behandlung? Ist bei DJ-1-KO-

Mäusen eine veränderte Wirkung der Behandlung nachweisbar? Und sind die 

Mechanismen auf den Menschen und die idiopathische Form des MP übertragbar? 

Die GS- und DL- Wirkung auf DJ-1-KO-Mäuse wurde bereits von Kollegen meiner 

Arbeitsgruppe untersucht. An dieser Stelle sollen die Ergebnisse beider Versuche 

hinsichtlich der Toxizität von Paraquat kurz verglichen werden (Abb. 5-2): 
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Abb. 5-2: Keine erhöhte Sensitivität auf Paraquattoxizität bei DJ-1-KO-Mäusen 

Vergleich der Anzahl TH+ Neuronen der SNpc in Wildtypmäusen und DJ-1-KO-Mäusen unter 

Paraquatbehandlung (immunhistochemische Anti-TH-Färbung; Neuronenzahl der SNpc genormt auf den 

Gruppendurchschnitt der zugehörigen Vehikelgruppe ± SEM). Die Paraquatgruppen zeigten einen 

signifikanten Verlust dopaminerger Neuronen im Vergleich zu den Vehikelgruppen. Diese Abnahme war 

jedoch in Wildtyp- und DJ-1-KO-Mäusen vergleichbar. (n = 6 (WT) bzw. n = 7-8 (DJ-1-KO); paarweiser 

Vergleich im T-Test für unverbundene Stichproben, p (KO Paraquat vs. WT Paraquat) = 0,609). (DJ-1-KO-Daten zur 

Verfügung gestellt von Victoire Jouin-Genton) 

Beide Versuche (Wildtyp- und DJ-1-KO-Mäuse) wurden nach demselben Protokoll unter 

identischen Bedingungen durchgeführt. Lediglich die Auswertung erfolgte durch 

verschiedene Untersucher. Um einen Unterschied in der Neuronenzahl durch den 

Auszählenden auszugleichen, wurden die Daten jeweils auf die Vehikelgruppe des 

Versuches normiert. Dabei zeigte sich eine vergleichbare Sensitivität auf Paraquat in 

Wildtypmäusen und DJ-1-KO-Mäusen (Daten des DJ-1-KO-Versuches mit freundlicher 

Genehmigung von Victoire Jouin-Genton). 
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Nachdem den Verbindungen GS und DL in der Zellkultur und in Würmern eine wichtige 

Rolle im Schutz vor oxidativem Stress nachgewiesen wurde [4], stellt sich die Frage, ob 

der Glyoxalaseaktivität auch in Säugetieren eine vergleichbare Bedeutung zukommt. In 

diesem Fall wären auch im Säugetiermodell zwei Beobachtungen zu erwarten: 

- eine verstärkte Sensitivität auf Paraquat bei Verlust des DJ-1-Gens  

- eine Hochregulation der DJ-1-Expression unter oxidativem Stress 

Hinsichtlich der Sensitivität auf Paraquat zeigte sich kein wegweisender Unterschied 

zwischen DJ-1-KO- und Wildtypmäusen (siehe Abb. 5-2). 

In laufenden Experimenten von Dr. rer. nat. Oertel der TU Dresden wurde die 

Konzentration von endogener GS im Blut von WT- und DJ-1-KO-Mäusen untersucht. 

Die physiologische GS-Konzentration lag weit unterhalb der Konzentrationen, die für 

eine erfolgreiche Behandlung nötig waren. Zwischen WT- und DJ-1-KO-Mäusen konnte 

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (mit freundlicher Genehmigung von 

Dr. rer. nat. Oertel, Daten noch nicht veröffentlicht). 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass GS und DL in Säugetieren keine essenzielle 

Bedeutung im Schutz vor oxidativem Stress mehr zukommt. Die Fähigkeit, extern 

zugeführtes GS und DL zu verwerten, scheint jedoch erhalten zu sein, da die 

Verabreichung von GS- und DL in Dosen, die weit über den physiologischen Spiegeln 

liegen, eine Schutzfunktion vor oxidativem Stress vermitteln konnte.  

5.1.8 Einsatz als Therapeutikum 

Der neuroprotektive Effekt von GS und DL könnte als therapeutischer Ansatz für den 

Morbus Parkinson eine Rolle spielen. Da die Mäuse für diese Arbeit jedoch zeitgleich zur 

Paraquatexposition behandelt wurden, und damit vor Einsetzen der Neurodegeneration, 

ist eine Frühdiagnostik der Erkrankung für die Wirkung von GS und DL notwendig. Die 

motorischen Symptome des MP treten erst ab einem Verlust von ca. 50% der 

dopaminergen Neurone der SNpc auf [30]. Nachdem die Diagnosestellung klinisch 

erfolgt, ist die Neurodegeneration zu diesem Zeitpunkt meist schon fortgeschritten. Die 

Behandlung mit GS und DL konnte den Neuronenverlust abwenden, aber keine 

Neurogenese bewirken und damit kein bereits untergegangenes Nervengewebe 

regenerieren. Im Menschen findet die Exposition gegenüber Umwelttoxinen bereits Jahre 

vor Einsetzen der Symptomatik statt, was eine Behandlung erschwert. 
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Ein Zusammenhang mit DJ-1 konnte für zahlreiche weitere Erkrankungen nachgewiesen 

werden, darunter Alzheimer [44, 201], Apoplex [44, 202], kardiale Ischämie [203], 

Diabetes mellitus [204], amyotrophe Lateralsklerose (ALS) [205, 206] und verschiedene 

maligne Erkrankungen [207]. Damit könnte die GS/DL-vermittelte 

membranstabilisierende Wirkung in Mitochondrien [4] auch auf diese Krankheitsbilder 

einen positiven Einfluss haben. Im Bereich der ALS wurden die körpereigenen 

Metabolite bereits erfolgreich an einem Patienten eingesetzt und konnten eine 

Verlangsamung der Krankheitsprogression mit verbesserter, motorischer Funktion 

bewirken (Daten noch nicht veröffentlicht).  

Auch der protektive Einfluss von GS auf das Nervengewebe nach zerebralen Ischämien 

und deren Reperfusionsbehandlung konnte nachgewiesen werden [1]. Die intraarterielle 

Verabreichung von GS während der Reperfusion konnte in Mäusen und Schweinen die 

Ausbreitung des Infarktareales verringern und das neuronale Überleben verbessern. 

Klinisch könnte GS folglich additiv zur zerebralen Thrombektomie oder Lysetherapie 

eingesetzt werden, um das Infarktvolumen zu begrenzen [1]. 

5.1.9 Schlussfolgerungen  

Zusammenfassend spielt die Glyoxalase DJ-1 über multiple Mechanismen eine wichtige 

Rolle beim Schutz der Neuronen vor oxidativem Schaden. Einige dieser Mechanismen 

werden über die Produkte GS und DL vermittelt. Sie stabilisieren das mitochondriale 

Membranpotential [4], senken den intrazellulären Kalziumeinstrom [1] und tragen durch 

Regeneration von Glutathion zum Schutz vor oxidativem Stress bei [2] (siehe Kapitel 

5.1.5). GS und DL konnten das neuronale Überleben unter oxidativem Stress durch 

Paraquatbehandlung in Mäusen signifikant verbessern und stellen damit einen möglichen 

therapeutischen Ansatz in der Behandlung des MP dar. 
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5.2 Bedeutung des endogenen ASYN für die Pathophysiologie des MP  

5.2.1 Grund der Versuchsdurchführung 

Die zentrale Bedeutung des Proteins ASYN für die Pathogenese des Morbus Parkinson 

ist seit langem bekannt: Das zugehörige Gen wurde als erste Ursache für familiären 

Parkinson identifiziert [37, 40]. Gleichzeitig stellen Ablagerungen von ASYN-

Aggregaten als Hauptbestandteil der Lewy-Körperchen ein auffälliges Merkmal der 

Neuropathologie dar [25]. Es wurde vielfach gezeigt, dass die Neurodegeneration bei MP 

durch die Toxizität des Proteins ASYN vermittelt wird [98, 111, 125]. Diese wird vor 

allem auf die Ablagerung fehlgefalteter ASYN-Oligomere zurückgeführt [97, 98, 99]. 

Sowohl die physiologische Funktion des Proteins als auch der zugrunde liegende 

Mechanismus der Toxizität von ASYN sind jedoch weiterhin nicht vollständig geklärt. 

Die Ätiologie der Erkrankung wird auf eine Interaktion zwischen genetischer 

Suszeptibilität und der Exposition von Toxinen zurückgeführt [208]. Die Bedeutung 

dieser Gen-Umwelt-Interaktion sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit für ASYN-

KO-Mäuse untersucht werden, die kein endogenes ASYN exprimieren. Es stellt sich die 

Frage, ob das Vorhandensein von endogenem ASYN Voraussetzung für die Progression 

des MP ist und ob ein Verlust von ASYN einer toxininduzierten Neurodegeneration im 

Mausmodell entgegenwirken kann. Dieser Ansatz stellt einen wichtigen therapeutischen 

Angriffspunkt da: Durch Ausschaltung des endogenen ASYN könnte eine Progression 

der Erkrankung verhindert werden [209]. Die Abhängigkeit der Rotenontoxizität von 

endogenem ASYN in vivo, mit Progression der Pathologie vom ENS ins ZNS, wurde 

bisher nicht untersucht. 

5.2.2 Wahl des Tiermodells  

Um die physiologischen Gegebenheiten im Menschen möglichst realitätsnah zu 

imitieren, war die Untersuchung der ASYN-Funktion im Gesamtorganismus nötig. 

Mausmodelle stellen dabei aufgrund ihrer ähnlichen Physiologie ein etabliertes Modell 

dar. Vor allem die durch Braak beschriebene Progression der pathologischen ASYN-

Ablagerungen vom ENS ins ZNS [16] (siehe Kapitel 1.2.2) durch neuronalen Transport 

bei intakter Blut-Hirn-Schranke ist auf andere Weise kaum nachbildbar (Siehe Abb. 5-3). 
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Bisherige Rotenon-Tiermodelle konnten die natürliche Progression der Erkrankung nur 

unzureichend darstellen. Durch die gängige, systemische Verabreichung von Rotenon 

werden der natürliche Kontakt von Toxinen mit ENS und OB beispielsweise durch 

Ingestion, Inhalation oder Hautkontakt und die mögliche Progression zwischen 

Nervenzellen durch axonalen Transport nicht imitiert [18]. Das Toxin breitet sich bei 

intraperitonealer oder intravenöser Gabe in hohen Konzentrationen über das Blut aus. Es 

führt zu einer systemischen Komplex-I-Inhibition, anstatt selektiv die synaptisch 

verbundenen, neuronalen Strukturen zu betreffen [18]. Versuche mit systemischer 

Rotenongabe konnten teilweise die histopathologischen Aspekte des MP wie eine 

Neurodegeneration in der SNpc oder die Bildung von Einschlusskörperchen nicht 

nachbilden [210]. Nach intragastraler Rotenongabe hingegen konnten sowohl die 

Progression über axonalen Transport, die Bildung von LB selektiv in den synaptisch 

verbundenen Regionen des Nervensystems, eine Neurodegeneration dopaminerger 

Neurone der SNpc sowie eine Motordysfunktion im Rotarod-Test nachgewiesen werden 

[18]. Dabei war keine systemische Rotenonwirkung in Form erhöhter Toxinspiegel im 

Blut oder einer generalisierten Komplex-1-Inhibition messbar [18]. Das verwendete 

Tiermodell erlaubt damit die bestmögliche Imitation der Pathophysiologie des MP [17]. 

  

Abb. 5-3: Progression der ASYN-Pathologie vom ENS ins ZNS  

Nach lokaler Toxinwirkung von Rotenon im ENS kommt es zur Aggregation pathologischer ASYN-

Formen. Diese erreichen durch retrograden axonalen Transport über N.Vagus, Sympathikus und 

Hirnstamm (Form. Ret.: Formatio reticularis, LC Locus coeruleus) die SNpc, wo sie eine 

Neurodegeneration auslösen. (Eigene Darstellung in Anlehnung an Braak et al., 2003, S. 524 [10]) 
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5.2.3 Neurodegeneration durch intragastrale Rotenonbehandlung in einjährigen 

WT-Mäusen 

Die neurodegenerative Wirkung einer Rotenonbehandlung auf einjährige Wildtypmäuse 

konnte bereits erfolgreich in Vorversuchen [18] sowie zeitgleich zum Versuch dieser 

Arbeit in einer Kooperation mit Brünn (Abb. 5-4) [130] gezeigt werden. Unter 

Berücksichtigung des „3R“-Prinzips (siehe Kapitel 3.3.1) wurde deshalb auf eine 

Versuchswiederholung der Wildtyp-Kontrollgruppe im Alter von einem Jahr verzichtet.  

Die Kollegen in Brünn behandelten zeitgleich zum vorliegenden Versuch einjährige 

Wildtypmäuse der identischen Mauslinie nach dem gleichen Rotenon-Protokoll. Aus 

dieser Versuchsreihe wurde von einem Kollegen meiner Arbeitsgruppe die 

Neurodegeneration von einjährigen Wildtypmäusen mit und ohne Rotenonbehandlung 

verglichen (Abb. 5-4) [130]. Analog zum Versuch dieser Arbeit wurden die TH+ 

Neuronen der SNpc quantifiziert. Es zeigte sich eine signifikant verringerte Anzahl 

dopaminerger Neurone in der Rotenongruppe gegenüber der Kontrollgruppe nach 

viermonatiger Behandlung (durchschnittlich 11214 Neuronen vs. 12166; p = 0,020 im T-

Test für unverbundene Stichproben). 

Abb. 5-4: Nachweis der Neurodegeneration bei intragastraler Rotenonbehandlung in einjährigen 

Wildtypmäusen durch Quantifizierung der TH+ Neuronen  

Bestimmung der absoluten Neuronenzahl der SNpc (Gruppendurchschnitt ± SEM) nach 

immunhistochemischer Anti-TH-Färbung mittels StereoInvestigator Software nach 4-monatiger 

Behandlung von einjährigen Wildtypmäusen. Signifikant verminderte Neuronenzahl in der SNpc unter 

Rotenonbehandlung verglichen zur Kontrolle (n = 4 (Rotenon) bzw. n = 3 (Kontrolle); T-Test für 

unverbundene Stichproben, p = 0,020). (Daten zur Verfügung gestellt von Constantinos Hadjistyllis [130]) 
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5.2.4 Kein Anhalt für Neurodegeneration in Wildtypmäusen im Alter von sechs 

Monaten nach intragastraler Rotenonbehandlung 

Die sechsmonatige Wildtypgruppe dieser Arbeit wurde zusätzlich untersucht, da sie als 

Kontrollgruppe für weitere Versuche mit LRRK2- und PINK1-KO-Mäusen eingesetzt 

werden sollte. In einigen Studien konnte das PINK1-KO-Mausmodell im Vergleich zum 

Wildtyp per se mit einer schlechteren Motorfunktion im Alter in Verbindung gebracht 

werden [211]. Daher sollte die Pestizidwirkung bei den LRRK2- und PINK1-KO-Mäusen 

vor Auftreten dieses KO-abhängigen Phänotyps und damit im jüngeren Lebensalter von 

sechs Monaten getestet werden, um eine Veränderung des Phänotyps eindeutig als Folge 

der Pestizidwirkung betrachten zu können.  

Da MP im höheren Lebensalter auftritt, boten die sechsmonatigen Wildtypmäuse die 

Möglichkeit, zusätzlich die Altersabhängigkeit der Rotenontoxizität zu untersuchen.  

Bei den sechsmonatigen Tieren konnten keine charakteristischen, motorischen oder 

histopathologischen Merkmale des MP unter intragastraler Rotenongabe nachgewiesen 

werden.  

Dieses Ergebnis könnte dafürsprechen, dass die Neurodegeneration unter 

Toxinexposition analog zum Auftreten des MP altersabhängig ist. Ursächlich wird beim 

MP eine zunehmende Zellschädigung durch oxidativen Stress im Laufe des Lebens 

propagiert [212]. Die Toxizität von Rotenon wird über die Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies durch eine Inhibition des Komplexes I der Atmungskette vermittelt 

[140]. Somit kann das Alter der Mäuse eine entscheidende Rolle für die Toxizität spielen.  

Nachdem für diesen Versuch auf eine eigene Wildtypkontrollgruppe im Alter von einem 

Jahr verzichtet wurde und keine der verwendeten Gruppen Folgen einer intragastralen 

Rotenonbehandlung zeigte, müssen außerdem folgende Aspekte in Betracht gezogen 

werden: 

a) Dosis und Dauer der Behandlung  

Da keine der Gruppen auf die Rotenongabe angesprochen hat, muss auch die Möglichkeit 

einer fehlerhaften Rotenonbehandlung berücksichtigt werden. Unter anderem sind eine 

zu geringe Behandlungsdauer oder Toxindosis denkbar. Das verwendete Mausmodell mit 

intragastraler Verabreichung ist jedoch bereits seit längerem etabliert und wurde vielfach 
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erfolgreich eingesetzt [17, 18, 213, 214]. Dosis und Dauer der Behandlung wurden nach 

dem Protokoll von Pan-Montojo et al. gewählt [143]. In diesem zeigten die Mäuse sowohl 

klinisch als auch histopathologisch ein eindeutiges Anprechen mit signifikanter Abnahme 

der TH+ Neuronen um 15,4 % nach dreimonatiger Behandlung bei identischer 

Zubereitung der Rotenonlösung [18]. In in-vitro-Versuchen sowie bei der Untersuchung 

weiterer genetischer Mausmodelle meiner Arbeitsgruppe mit Rotenon der identischen 

Charge war die Rotenonbehandlung erfolgreich. Dies macht eine fehlerhafte 

Rotenonwirkung als Ursache für das Ausbleiben der Toxinwirkung im vorliegenden 

Versuch eher unwahrscheinlich. 

b) Stichprobenzahl  

Das fehlende Ansprechen auf die Toxinwirkung könnte weiterhin auf die geringe 

Stichprobenzahl zurückzuführen sein. Nachdem jedoch unter Rotenonbehandlung keine 

abnehmende Tendenz in der motorischen Leistung geschweigedenn ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen sichtbar war, erscheint diese Erklärung 

unwahrscheinlich. Alle Gruppen zeigten eine vergleichbare leichte Zunahme in der 

Rotarodleistung, sowie eine unauffällige neuronale Dichte in der SNpc.  

5.2.5 Hypothesen zur Bedeutung von endogenem ASYN für die Pathogenese des 

MP 

Wie eingangs beschrieben (siehe Kapitel 1.2.2), verläuft die Progression des MP nach 

Braak stadienhaft vom enterischen Nervensystem ins ZNS. Dabei scheint in der 

Peripherie eine Zellschädigung durch Umwelttoxine stattzufinden. Nachfolgend kommt 

es zur Progression von pathologischen ASYN-Aggregaten über synaptisch verbundene 

Nervenbahnen bis ins ZNS [10]. Für den zugrunde liegenden Mechanismus gibt es zwei 

verschiedene Theorien: Es werden ein Seeding-Effekt von ASYN vergleichbar mit 

Prionenerkrankungen [111, 112] sowie eine Schädigung der Mitochondrien [99, 108] 

diskutiert. 
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Für die Ergebnisse der ASYN-KO-Gruppen dieses Versuchs lassen sich einige 

Folgerungen ableiten: 

 Für alle ASYN-KO-Gruppen war weder die Entwicklung einer Motordysfunktion 

noch einer Neurodegeneration nachweisbar. Die intragastrale Rotenonbehandlung 

konnte unter Abwesenheit von endogenem ASYN keinerlei Aspekte des MP 

hervorrufen. Dies deutet darauf hin, dass entweder die Toxizität des Rotenons 

oder die Progression der Erkrankung von endogenem ASYN abhängig ist [3].  

In In-vitro-Versuchen konnte sehr wohl eine toxische Wirkung von Rotenon auf 

dopaminerge Neurone nachgewiesen werden, und zwar in vergleichbarem Ausmaß bei 

Wildtyp- und ASYN-KO-Zellen (Abb. 5-5) [3]. Damit scheint die Toxizität von Rotenon 

selbst unabhängig von endogenem ASYN zu sein [3]. Für das ASYN-KO-Mausmodell 

der vorliegenden Arbeit erlaubt diese Beobachtung die Hypothese, dass die lokale, 

toxische Wirkung des Rotenons im ENS auf Zellebene sehr wohl ablaufen könnte, 

anschließend jedoch keine Progression der Pathologie in ZNS stattfindet [3].  

 

  

Abb. 5-5: Wirkung verschiedener Toxine auf dopaminerge Neuronen (WT vs. ASYN-KO) 

Vergleichbare Toxizität von Rotenon auf WT- und ASYN-KO-Neurone (siehe roter Kasten; T-Test für 

unverbundene Stichproben). Im Gegensatz dazu erhöhte Toxizität von Paraquat auf WT- im Vergleich zu 

ASYN-KO-Neuronen. (Modifiziert nach Dening et al., 2022, S.5, [3]: „Figure 3A“; lizensiert unter CC BY 

4.0) 
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Interessanterweise wurde die Progression der ASYN-Pathologie vom Darm bis ins ZNS 

in ASYN-KO-Mäusen in einer weiteren Studie untersucht [129]. In dieser wurde die 

ASYN-Oligomerbildung jedoch nicht durch intragastrale Rotenongabe ausgelöst. Es 

erfolgte die direkte Injektion von toxischen ASYN-Fibrillen in die Muskelschicht von 

Duodenum und Pylorus. In Wildtypmäusen konnte die Progression der ASYN-Pathologie 

bis ins ZNS gezeigt werden, gefolgt von einer Neurodegeneration der SNpc und einer 

Motordysfunktion im Rotarodtest. ASYN-KO-Mäuse hingegen zeigten keine ASYN-

Aggregate in PNS und ZNS, konsequenterweise blieben auch Neurodegeneration und 

Motordysfunktion aus. Identische Ergebnisse konnten auch durch eine Vagotomie bei 

Wildtypmäusen reproduziert werden [129]. Diese Beobachtungen unterstützen die 

Resultate der vorliegenden Arbeit und sind mit Braaks Postulaten vereinbar. Auch Kim 

et al. folgerte aus den Experimenten, dass endogenes ASYN Voraussetzung für die 

Progression der Pathologie vom ENS ins ZNS ist [129]. 

In den Zellkultur-Versuchen meiner Arbeitsgruppe konnte eine weitere, interessante 

Beobachtung gemacht werden [3]: Exogen zugeführte ASYN-Oligomere werden von den 

Neuriten der Nervenzellen aufgenommen und erreichen durch retrograden Transport das 

Zellsoma. Dort führen sie zur Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials und 

damit zu einer Beeinträchtigung der Mitochondrienfunktion. Dieser Effekt ist sowohl in 

Wildtyp- als auch in ASYN-KO-Zellen nachweisbar. Die exogenen ASYN-Oligomere 

zeigen eine vergleichbare Toxizität auf WT- und ASYN-KO-Zellen, womit die Toxizität 

der Oligomere auf die dopaminergen Neurone unabhängig von endogenem ASYN zu sein 

scheint [3]. 

Nimmt man all diese Beobachtungen zusammen, könnten der Mechanismus der ASYN-

Toxizität bei MP und die Progression der Erkrankung folgendermaßen zusammenhängen 

(Abb. 5-6) [3]: Der direkte Kontakt des Organismus mit Umwelttoxinen (im Fall dieses 

Versuchs Rotenon) löst lokal im ENS oder Bulbus Olfactorius eine Schädigung auf 

zellulärer Ebene aus, wahrscheinlich in Form von oxidativem Stress und einer 

Schädigung der Mitochondrienfunktion. Da dieser Vorgang unabhängig von endogenem 

ASYN abläuft, lässt sich die vergleichbare Toxizität von Rotenon auf Wildtyp- und 

ASYN-KO-Zellen erklären (Abb. 5-5). Die toxinvermittelte, mitochondriale Dysfunktion 

bewirkt daraufhin eine Störung des ASYN-Gleichgewichts mit vermehrter Bildung 

toxischer ASYN-Oligomere und -Protofibrillen, die von der Zelle in den 

Extrazellulärraum abgegeben werden. Die ASYN-Aggregate können anschließend von 
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benachbarten Zellen durch Endozytose aufgenommen und retrograd bis zum Zellsoma 

transportiert werden. Dort bewirken die toxischen ASYN-Aggregate erneut eine 

Schädigung der Mitochondrien, was wiederum in einer Aggregation von endogenem 

ASYN resultiert. Ein Fehlen des endogenen ASYN, wie bei den ASYN-KO-Mäusen 

dieser Arbeit, kann die Progression der ASYN-Aggregate in höhere neuronale Strukturen 

unterbrechen. Dieser vorgestellte Mechanismus ermöglicht einen Teufelskreis aus 

ASYN-Aggregation und mitochondrialer Schädigung und impliziert einen 

Alternativmechanismus der ASYN-Toxizität zum „Seeding-Effekt“ [3].  
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Abb. 5-6: Möglicher Mechanismus der Progression von ASYN 

Ein Toxinkontakt führt lokal im ENS/OB zu oxidativem Stress und mitochondrialer Schädigung. Diese 

fördern die Bildung von toxischen ASYN-Formen, welche in den Extrazellulärraum abgegeben werden. 

Das freie ASYN wird von benachbarten Neuronen aufgenommen und gelangt durch retrograden axonalen 

Transport zum Soma. Dort kommt es erneut zur Mitochondrienschädigung und zur Aggregation von 

endogenem, nativem ASYN.  

(Eigene Darstellung in Anlehnung an Pan-Montojo et al., 2014, S.8 [163], Huang et al., 2018, S.251 [215]) 
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5.2.6 Weitere Untersuchungen zur Unterstützung dieser Theorie 

Der beschriebene Mechanismus lässt sich sehr gut mit der Progression nach Braak [16] 

vereinbaren, welche im vorliegenden Mausmodell imitiert werden kann. Diese 

Progression konnte sowohl durch eine chirurgische Unterbrechung der Nervenbahnen 

durch Vagotomie oder Sympathektomie [17] als auch durch ein Fehlen von 

körpereigenen ASYN im Mausmodell dieser Arbeit unterbunden werden.  

Es wurde gezeigt, dass sowohl die Weitergabe von ASYN-Aggregaten zwischen Zellen 

[114, 125] als auch die Freisetzung von ASYN aus Neuronen in den Extrazellulärraum 

[114, 126, 127] möglich sind. Freies extrazelluläres ASYN kann durch Endozytose in 

benachbarte Neuronen aufgenommen werden [114, 125].  

Auch die Beobachtung, dass oxidativer Stress über die Oxidation von Eisen (Fe2+ zu 

Fe3+) die Bildung von ASYN-Oligomeren verstärkt [104], ist mit dem oben 

beschriebenen Mechanismus vereinbar.  

Mitochondrialer Schaden vs. Seeding-Effekt 

Wie bereits in Kapitel 1.3.2 beschrieben, existieren zwei Theorien zur Toxizität von 

ASYN-Oligomeren und Protofibrillen: Mitochondrialer Schaden [3, 99, 108, 109] und 

Seeding-Effekt [111, 112, 113, 114]. 

Es gibt zahlreiche Hinweise auf eine essenzielle Rolle der Mitochondrien bei der 

Vermittlung der ASYN-Toxizität (siehe Kapitel 1.3.2). Dazu zählen die Assoziation von 

ASYN und Mitochondrienmembran [99, 108, 120], eine verminderte Komplex-I-

Aktivität der Atmungskette [97, 99, 108, 122], eine Fragmentation der Mitochondrien 

[110], sowie eine veränderte mitochondriale Struktur und erhöhte ROS Produktion [109]. 

Luth et al. konnte eine Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials, eine 

gestörte Kalziumhomöostase und eine erhöhte Cytochrom-C-Freisetzung ausgelöst durch 

ASYN nachweisen [97].  

Gleichzeitig können eine mitochondriale Schädigung und oxidativer Stress eine ASYN-

Aggregation in vitro und in vivo verstärken [101, 102, 103, 104].  

Die Seeding-Theorie besagt hingegen, dass fehlgefaltete ASYN-Oligomere oder -

Protofibrillen intrazellulär natives, lösliches ASYN rekrutieren und zur Aggregation 
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anregen. Diese „Seeds“ können dann zwischen den Neuronen weitergegeben werden 

[116]. Als Hinweis auf den Seeding-Effekt wurden dabei unter anderem folgende 

Beobachtungen gedeutet: 

Die Gabe von in-vitro produzierten, exogenen ASYN-Aggregaten („Seeds“) führt zur 

Aggregation von intrazellulärem ASYN [93, 111, 112, 113, 114]. Auch die Bildung von 

ASYN-Aggregaten in primär gesunden, nigralen Neuronen nach deren Transplantation 

in die Gehirne von MP-Patienten [117, 118] wird häufig auf einen Seeding-Effekt des 

ASYN zurückgeführt.  

Bei Zutreffen des „Seeding-Effekts“ würde man erwarten, dass ein Verlust des 

endogenen ASYN die Toxizität exogen zugeführter ASYN-Oligomere vermindern kann 

[3]. Die Toxizität von extrazellulärem ASYN zeigte sich jedoch unabhängig von 

endogenem ASYN. Sie wird durch direkte Interaktion der Oligomere mit den 

Mitochondrien vermittelt [3]. Lediglich die Progression der ASYN-Pathologie im 

Mausmodell ist von endogenem ASYN abhängig [3].  

5.2.7 Gen-Umwelt-Interaktion von ASYN-KO mit weiteren Umwelttoxinen 

Die Interaktion zwischen ASYN-KO-Zellen bzw. -Tiermodellen und weiteren 

Umwelttoxinen wurde teilweise untersucht. Da andere Toxine systemisch verabreicht 

werden und im Gegensatz zur intragastralen Rotenongabe die Progression über das 

Nervensystem nicht abbilden können, müssen hier andere Mechanismen bedacht werden. 

ASYN-KO-Mäuse zeigten eine verminderte Sensitivität bis hin zur vollständigen 

Resistenz gegenüber der Toxizität von MPTP [85, 216, 217, 218, 219] sowie Malonat 

und 3-Nitropropionsäure, zwei Substanzen mit toxischer Wirkung auf die Mitochondrien 

[220]. Die Ursache für die Resistenz gegen MPTP ist nicht abschließend geklärt und wird 

teils auf die Pharmakokinetik von MPTP zurückgeführt. Die Aufnahme von MPTP in 

Neuronen erfolgt in Form von MPP+ über den Dopamintransporter DAT [155]. 

Intrazellulär bewirkt es die Hemmung des Komplexes 1 der Atmungskette [147]. In 

ASYN-KO-Mäusen konnte teils eine verminderte Expression des DAT-Transporters 

nachgewiesen werden [86], sodass eine Hemmung der intrazellulären Aufnahme von 

MPTP diskutiert wird. Andere Versuche konnten jedoch eine verminderte Sensitivität 

von ASYN-KO-Mäusen auf die MPTP-Behandlung ohne begleitende Verminderung des 

DAT-Transporters nachweisen [216, 219].  
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Dopaminerge ASYN-KO-Zellen zeigten in meiner Versuchsgruppe ein besseres 

Überleben unter Paraquatbehandlung als die Wildtypkontrolle. Hier scheint endogenes 

ASYN die Toxizität zu erhöhen, wohingegen bei der Rotenonbehandlung kein 

Unterschied in der Zellkultur nachweisbar war (Abb. 5-5) [3].  

5.2.8 Motordysfunktion bei den ASYN-KO-Mäusen 

Ein auffälliges Ergebnis dieser Arbeit war der signifikante Unterschied der Laufleistung 

zwischen ASYN-KO-Mäusen und sechsmonatigen Wildtypmäusen unabhängig von der 

Rotenonbehandlung. Die KO-Mäuse zeigten schon vor Behandlungsbeginn eine um ca. 

32 % schlechtere Laufleistung im Rotarod-Test als die Wildtyptiere. Dieser Unterschied 

blieb über den gesamten Zeitraum der Behandlung bestehen. Gleichzeitig wies die SNpc 

jedoch keinerlei Anzeichen eines Neuronenverlustes auf, womit eine Neurodegeneration 

als mögliche Ursache für die verminderte Motorfunktion unwahrscheinlich ist.  

Da die Wildtypmäuse im Vergleich zu den einjährigen ASYN-KO-Mäusen nur sechs 

Monate alt waren, könnte der Altersunterschied für die verminderte Motorfunktion der 

ASYN-KO-Mäuse verantwortlich sein. In Wildtypmäusen konnte Richter et al. eine 

schlechtere Lauffunktion im Alter nachweisen: Einjährige Mäuse der Linie C57B1/6 

zeigten eine signifikant schlechtere Leistung im Rotarod-Test verglichen mit Artgenossen 

im Alter von 2,5 bzw. 5 Monaten [210]. Das höhere Lebensalter der KO-Mäuse scheint 

auf den ersten Blick eine durchaus plausible Erklärung für die schlechtere Motorfunktion 

zu sein.  

Um den Einfluss des Alters auf die Motorfunktion ausschalten zu können, wurden 

Rotarod-Daten von einjährigen Wildtypmäusen aus Vorversuchen von einem Kollegen 

mit den Ergebnissen der KO-Gruppen verglichen. Die einjährigen WT-Mäuse zeigten 

ebenfalls eine bessere Laufleistung als die ASYN-KO-Mäusen [3]. Demnach scheint die 

Ursache der Motordysfunktion im KO selbst und nicht im Lebensalter zu liegen.  

Bisherige Studien konnten keine schwerwiegenden Veränderungen im Phänotyp von 

ASYN-KO-Mäusen nachweisen. Weder die Lebensspanne der Mäuse noch ihre Fertilität 

wurde durch den KO beeinträchtigt. Die Hirnarchitektur wies keine offensichtlichen 

Veränderungen auf [80, 216]. 
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Hinsichtlich der Motoraktivität von ASYN-KO-Mäusen bzw. -Ratten konnte in den 

meisten Studien keine Veränderung nachgewiesen werden [78, 84, 85, 86]. Abeliovich et 

al. konnte lediglich eine verminderte motorische Aktivität unter Amphetamingabe 

beobachten [80]. Einige Studien berichten über geringgradige Verhaltensänderungen bei 

Mehrfach-KO mehrerer Mitglieder der Synucleinfamilie, unter anderem in Form eines 

hyperdopaminergen Phänotyps [83, 221]. Lediglich bei Triple-KO-Mäusen aller drei 

bekannten Synucleingene zeigte sich eine Verminderung der Rotarodleistung in einem 

Alter von vier Monaten [83].  

Interessanterweise konnten in ASYN-KO-Neuronen meiner Arbeitsgruppe 

Veränderungen des Glucosestoffwechsels und der mitochondrialen Funktion mit 

verminderter Zellatmung nachgewiesen werden [3]. Die ASYN-KO-Zellen wiesen eine 

verminderte Glykolyse, eine verminderte Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption 

rate) und eine verminderte basale Atmungsrate (basal respiration rate) auf [3]. Die 

Veränderungen scheinen auf den Genotyp oder die Mauslinie zurückzuführen zu sein und 

könnten für den Unterschied im Rotarodtest zwischen WT- und ASYN-KO-Mäusen 

verantwortlich sein [3]. 

5.2.9 Bedeutung der Ergebnisse für therapeutische Ansätze des MP 

Die vorliegenden Ergebnisse unterstützen die Theorie, dass eine Unterdrückung oder 

Entfernung des ASYN die Progression der Erkrankung unterbinden könnte. Die 

Hemmung von Synthese, Funktion und Aggregation des ASYN stellt einen wichtigen 

therapeutischen Ansatz dar [222]. Es ist jedoch wichtig, die physiologische Funktion von 

ASYN zu verstehen, um die Folgen eines Mangels einschätzen zu können. Wie eingangs 

beschrieben (siehe Kapitel 1.3.2) spielt ASYN bei der SNARE-Komplexbildung und 

beim Vesikeltransport in der synaptischen Übertragung eine Rolle [79, 80].  

Bisher konnte der Verlust von ASYN mit keinen offensichtlichen, gravierenden Folgen 

assoziiert werden (siehe Kapitel 5.2.8) [87]. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene 

Motordysfunktion sowie die gestörte, mitochondriale Funktion in ASYN-KO-Zellen, die 

in weiteren Experimenten meiner Arbeitsgruppe gezeigt wurde [3], könnten jedoch einen 

Hinweis auf potenzielle Einschränkungen durch einen ASYN-Mangel geben. Ein 

Therapieansatz besteht in der Hemmung der ASYN-Produktion, beispielsweise mittels 

RNAi [222]. Dieser Ansatz könnte sich als problematisch erweisen, falls eine verminderte 
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ASYN-Produktion mit einer Motordysfunktion und gestörten Mitochondrienfunktion 

einhergeht wie der ASYN-KO dieser Arbeit. 

Es wird angenommen, dass die Toxizität von ASYN von den aggregierten Formen 

(Oligomere und Fibrillen) ausgeht (siehe Kapitel 1.3.2). Daher scheint es sinnvoller, nicht 

die gesamte ASYN-Bildung zu hemmen, sondern spezifisch die Entstehung 

pathologischer Formen zu unterbinden, um die physiologische Funktion des Proteins zu 

erhalten [222]. Dazu existieren verschiedene Ansätze: Es wird an Antikörpern gegen 

ASYN-Oligomere geforscht [223], andererseits könnten Antiaggregativa die 

Aggregation von ASYN verhindern [106, 222]. Bisherige klinische 

Therapiemöglichkeiten des MP sind rein symptomatisch. Sie erhöhen in erster Linie die 

Dopaminkonzentration im synaptischen Spalt und mildern so die motorischen Symptome 

[209]. Erste Studienergebnisse zu krankheitsmodifizierenden Therapien (Englisch: 

disease-modifying therapy), die tatsächlich die Progression der Erkrankung beeinflussen, 

zeigen zwar vielversprechende Ergebnisse im Tierversuch, befinden sich aber meist noch 

in der präklinischen Studienphase [222]. An dieser Stelle ist beispielsweise der 

Oligomermodulator Anle138b zu erwähnen. Er inhibiert die Oligomerbildung und 

Aggregation von ASYN in vitro und in vivo [106]. ASYN-Monomere werden hingegen 

nicht beeinträchtigt. Im Mausmodell konnte Anle138b eine Neurodegeneration und 

Motordysfunktion verhindern [106], sogar wenn die Behandlung nach Einsetzen der 

motorischen Symptome begonnen wurde [107]. Auch in der Therapie anderer 

neurodegenerativer Erkrankungen wie der Multisystematrophie bot der 

Oligomermodulator vielversprechende Ergebnisse [224]. Nachdem die Verabreichung 

von Anle138b in gesunden Patienten in einer Phase-1a-Studie bereits ein günstiges 

Nebenwirkungsprofil zeigen konnte, steht nun die Untersuchung an Patienten mit MP 

und weiteren Synukleinopathien an [225]. 

5.2.10 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass ein KO des endogenen ASYN der 

Progression einer ASYN-Pathologie entgegenwirkt. Damit scheint die Progression der 

Erkrankung über neuronal verbundene Strukturen von endogenem ASYN abhängig zu 

sein [3]. Das lenkt den Blick auf ASYN als potenzielles therapeutisches Ziel in der 

Behandlung des MP.  
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Die ASYN-Toxizität scheint durch Aggregation von pathologischen ASYN-Formen 

vermittelt zur werden [97, 98, 99] und nicht durch einen Funktionsverlust des 

physiologischen Proteins. Dieser Ansatz wird auch durch die vorliegenden Ergebnisse 

unterstützt, da ein ASYN-KO keine der bekannten Aspekte des MP auslösen konnte.  

Plausibel scheint folgende Sequenz der Progression des MP (siehe Kapitel 5.2.5) [3]: 

Durch eine Störung des Gleichgewichts der verschiedenen ASYN-Spezies kommt es zu 

einer Konformationsänderung des ASYN mit verstärkter intrazellulärer Aggregation von 

Oligomeren. Die Aggregate könnten durch Neuron-zu-Neuron-Übertragung in 

benachbarte Neuronen aufgenommen werden. Dort führen sie durch eine Schädigung der 

Mitochondrien und oxidativen Stress zur erneuten Aggregation von endogenem ASYN. 

Die vorgestellte Sequenz impliziert einen Alternativmechanismus der ASYN-Toxizität 

zum „Seeding-Effekt“ in Form einer mitochondrialen Schädigung.  

In den Versuchen dieser Arbeit zeigten einjährige ASYN-KO-Mäuse eine eingeschränkte 

Motorfunktion im Rotarodtest im Vergleich zu Wildtyp-Artgenossen [3]. Diese 

Motordysfunktion war unabhängig von der Rotenonbehandlung, da sie bereits vor der 

Toxingabe nachweisbar war und keine Progredienz über die Dauer der Behandlung 

zeigte. Sie erfolgte ohne begleitende Neurodegeneration der SNpc. Diese Beobachtung 

stellt eine Hemmung von endogenem ASYN als Therapieansatz in Frage. 

Vielversprechender scheint der Einsatz von Antikörpern oder Antiaggregativa, die die 

Aggregation pathologischer Proteinformen wie Oligomere und Fibrillen hemmen und 

nicht die physiologische Funktion des Proteins stören [222]. 

Die Untersuchung der Rotenontoxizität bei jüngeren Wildtypmäusen im Alter von sechs 

Monaten ergab außerdem eine Altersabhängigkeit des Toxineffekts. Nur bei 

Wildtypmäusen im Alter von einem Jahr konnte Rotenon eine Neurodegeneration und 

Motordysfunktion auslösen [130]. Diese Beobachtung ist gut vereinbar mit der 

zunehmenden Inzidenz von MP im höheren Lebensalter. 

Weitere Versuche meiner Arbeitsgruppe zur Gen-Umwelt-Interaktion in der Ätiologie 

des MP untersuchen aktuell den Einfluss weiterer genetischer Mutationen auf die 

Wirkung verschiedener Toxine, unter anderem die Toxizität von Paraquat auf DJ-1-KO-

Mäuse sowie von Rotenon auf PINK1-KO- und LRRK2-KO-Mäuse. 
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5.3 Bedeutung der Gen-Umwelt-Interaktion für die Versuche dieser Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auseinandersetzung mit genetischen und 

Umweltfaktoren und deren Interaktion in der Pathogenese des Morbus Parkinson. 

Genetische Mutationen und Umwelttoxine führen über die gleichen Mechanismen zu 

einer Störung der zellulären Homöostase und letztlich zum Zelluntergang. Zu diesen 

Mechanismen zählen unter anderem eine Dysfunktion der Mitochondrien und eng damit 

assoziiert oxidativer Stress [11]: 

- Die Moleküle Glykolsäure und D-Laktat können vor der toxischen Wirkung 

des Pestizids Paraquat schützen. Dabei wurde die Bedeutung der beiden 

Substanzen für die Aufrechterhaltung des mitochondrialen 

Membranpotentials zum Schutz vor oxidativem Stress deutlich [4] (Siehe 

Kapitel 5.1.5). 

- Auch die Toxizität der eingesetzten Toxine Paraquat und Rotenon beruht auf 

einer mitochondrialen Schädigung und oxidativem Stress (Siehe Kapitel 1.4.3, 

1.4.4)  

- Die Progression der Alpha-Synuclein-Pathologie ist von endogenem Alpha-

Synuclein abhängig und scheint über eine mitochondriale Schädigung 

vermittelt zu werden (Siehe Kapitel 5.2.5). 

Die Erforschung der Interaktion zwischen genetischer Suszeptibilität und 

Umweltfaktoren eröffnet zudem die Möglichkeit der Entwicklung neuer Therapieansätze: 

Glykolsäure und D-Laktat, die durch die Untersuchung der genetischen Parkinsonform 

DJ-1 in den Fokus geraten sind, könnten potenziell in der Therapie des Morbus Parkinson 

in Frage kommen (Siehe Kapitel 5.1.8). Einen weiteren Ansatzpunkt in der Therapie stellt 

die Hemmung der Alpha-Synuclein-Oligomerbildung oder -Aggregation dar. Sie könnte 

eine Progression der Erkrankung verhindern [222] (Siehe Kapitel 5.2.9). 

Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress sind damit als zentraler Aspekt der 

Gen-Umwelt-Interaktion zu werten – sowohl im Verständnis der Pathophysiologie und 

Progression der Erkrankung als auch als potenzieller therapeutischer Ansatz. 
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