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1 Einleitung

1.1 Das Parkinson-Syndrom

1.1.1 Allgemeines und Epidemiologie

Im Jahr 1817 beschrieb der britische Arzt James Parkinson in seinem Buch ,An Essay
on the Shaking Palsy“ zum ersten Mal die Parkinson-Krankheit (PK). [1] In den mehr als
200 Jahren, die seitdem vergangen sind, kamen viele Erkenntnisse Uber die Erkrankung

hinzu, andererseits verbleiben auch heute noch wichtige Fragen offen.

Bei der PK handelt es sich um eine progredient verlaufende, chronische Erkrankung, die
mit dem Verlust dopaminerger Neurone in bestimmten Arealen des Gehirns einhergeht.
[2] Obwohl aktuelle epidemiologische Daten schwer zu finden sind, ist deutlich, dass es
sich um eine Erkrankung mit zunehmender Relevanz handelt. In Europa liegt die Pra-
valenz laut einem Review von 2005 zwischen 65,5 und 12.500 pro 100.000 Einwohner.
[3] Mit steigendem Alter nimmt die Pravalenz zu; wird sie unter den 65—74-Jahrigen noch
mit 1,0 % angegeben, liegt sie in der Altersgruppe der 85-94-Jahrigen bereits bei 4,3 %.
[4]

Wahrend die Inzidenz der Parkinson-Syndrom (PS)-Patienten im Jahr 1990 noch bei 2,5
Millionen war, [5] erwartet man durch die steigende Lebenserwartung und den hdheren
Anteil alterer Menschen an der Gesamtbevolkerung eine zunehmende Zahl der Parkin-
son-Erkrankten von 6,2 Millionen in 2015 auf 12,9 Millionen bis 2040. [6] Damit einher-
gehend rechnet man auch damit, dass sich der Anstieg der globalen Belastung durch

Parkinson-Patienten der letzten Jahrzehnte auch in Zukunft fortsetzen wird. [5]

1.1.2 Atiologie & Pathogenese
1.1.2.1  Uberblick

Der Begriff Parkinson-Syndrom umfasst vier atiologisch zu unterscheidende Gruppen;
das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS), genetische Formen, atypische sowie se-

kundére Parkinson-Syndrome.
Den groten Anteil stellt mit ca. 75 % das IPS und damit die klassische PK dar.

Weiterhin sind atypische Parkinson-Syndrome wie die Lewy-Body-Demenz (DLK) oder
die Multisystematrophie (MSA) bekannt, welche ebenfalls zu den neurodegenerativen

Erkrankungen zahlen. Dagegen treten sekundare Parkinson-Syndrome infolge von
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primaren Einflussfaktoren wie Toxin- oder Medikamenteneinnahme, Tumoren, Traumata

oder Entziindungen auf. [2]

In den letzten Jahren wurden bereits mehrere Genorte und deren Mutationen mit dem
Parkinson-Syndrom assoziiert, die mit Park1-16 benannt wurden. [2, 7] Die Kennzeichen

der genetischen Formen werden unter Punkt 1.1.2.2 weiter besprochen.

Zu den charakteristischen Veranderungen der PK gehort der Untergang dopaminerger
Neurone in bestimmten Bereichen des Gehirns sowie das Auftreten von eosinophilen,
intraneuronalen Einschlusskérpern, den Lewy-Bodies. [8] Den Hauptbestandteil der
Lewy-Bodies macht wahrscheinlich aggregiertes Alpha-Synuklein aus, ein Protein, das
physiologischerweise prasynaptisch vorkommt und dessen Funktion noch nicht ab-
schlielRend geklart ist. [9, 10]

Die Neurodegeneration findet zunachst vor allem in der Pars compacta der Substantia
nigra (SNc) sowie im Locus coeruleus statt, [7] bevor im fortgeschrittenen Stadium auch
kortikale Areale betroffen sind. [11]

Durch die Degeneration der dopaminergen Projektion von der SNc folgt ein Dopamin-
mangel im Striatum, beginnend im Putamen, spater auch im Nucleus caudatus und im
Nucleus accumbens. Dieser Dopaminmangel flhrt durch reduzierte Inhibition zu einer
pathologisch erhéhten Aktivitat der GABAergen Projektionsneuronen im Globus pallidus
internus. Die Folge ist eine unverhaltnismaRig starke Hemmung der thalamischen Kerne,

wodurch weniger Feedback an kortikale Strukturen gelangt (siehe Abb. 1). [12]

Aber auch andere Bereiche wie der Bulbus olfactorius, motorische dorsale Vaguskerne
und schlafregulierende Neurone in der Pons kdnnen von der Degeneration betroffen
sein. Moglicherweise nimmt die Degeneration dort sogar ihren Anfang, wodurch man

Geruchs- und Schlafstérungen als mdgliche Friihsymptome erklaren kénnte. [12]
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Abb. 1: Basalganglienschleife mit pathologischen Verdnderungen bei der PK. Zu sehen
ist eine schematische Darstellung der Basalganglienschleife mit den pathologischen Verdnderun-
gen im Rahmen der Parkinson-Erkrankung (links) im Vergleich zum physiologischen Zustand
(rechts). Der Dopaminmangel in der SNc (Substantia nigra, Pars compacta) flihrt insgesamt zu
einer verstérkten Aktivierung des Pallidum internum sowie der SNr (Substantia nigra, Pars reti-
cularis). Dadurch gelangen weniger Signale an den Thalamus sowie an kortikale Strukturen (ei-
gene Darstellung).

Die Ursache fur die Degeneration ist noch nicht vollstandig geklart. Vermutlich spielt aber
vermehrter oxidativer Stress als Folge von mitochondrialer Dysfunktion und unzu-
reichenden Entgiftungsmechanismen sowohl fir sporadische als auch fur genetische
Formen des Parkinson-Syndroms eine zentrale Rolle. Eine bereits mehrfach untersuchte
mdgliche Ursache der mitochondrialen Dysfunktion scheint die Inhibition des Komplex |

der Atmungskette zu sein. [7, 12, 13]

Vermutlich spielt die mitochondriale Dysfunktion auch fir die Akkumulation von Alpha-
Synuklein eine wichtige Rolle. [14] Ein Defekt des Komplex | der Elektronentransport-
kette kdnnte durch fehlenden Abbau von Alpha-Synuklein zu dessen Akkumulation bei-

tragen. [7]

Auflerdem konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen Alpha-Synuklein und
der mitochondrialen Membran besteht, die mdglicherweise dazu fuhrt, dass die Memb-

ranfusion gehemmt und so die Fragmentation der Mitochondrien verursacht wird. [15, 16]

Interessanterweise konnte hier zudem der Einfluss genetischer Faktoren nachgewiesen
werden. Es konnte festgestellt werden, dass die Expression der Gene PTEN-induzierte

Kinase 1 (PINK1), Parkin oder DJ-1 die mitochondriale Fragmentation unterbindet und
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bekannte Parkinson-assoziierte Mutationen in diesen Genen deren schitzenden Effekt

neutralisieren. [17]

1.1.2.2 Genetische Faktoren mit Fokus auf LRRK2 und PINK1

Auch bei den genetischen Formen des Parkinson-Syndroms flihren entweder gestorte
intrazellulare Schutzmechanismen oder gesteigerte oxidative Belastung zur Neurodege-
neration. [18] Zu den Parkinson-assoziierten Genen, die die mitochondriale Funktion be-
einflussen, gehdren auch die fur diese Arbeit relevanten Gene Leucine-Rich Repeat
Kinase 2 (LRRK2) und PINK1 [19], die im Folgenden naher betrachtet werden sollen.

LRRK2

Das Gen LRRK2 kodiert fur das gleichnamige Protein, welches unter anderem eine
Kinase- und eine GTPase-Domane besitzt (s. Abb. 2). [20] Es befindet sich auf dem
Chromosom 12q12 und wird auch als PARKS8 bezeichnet. [21] Eine wichtige Funktion
der LRRK2-Kinase scheint die Bildung von Homodimeren zu sein, welche fiir eine grofit-

maogliche Aktivitat der Kinase notwendig ist. [21]

LRRK2 N1437H G20195
R1441C/G/H 120207
Y1699C
— ___ARM __ ANK == LRR ~ ROC| COR | Kinase ' WD40 =

Abb. 2: Struktur des LRRK2-Proteins. Es handelt sich um eine schematische Darstellung des
LRRK2-Proteins. Es beinhaltet sowohl eine Kinase- als auch eine Roc-GTPase-Doméne, die
durch eine COR-Doméne verbunden sind. Oberhalb sind die sieben bekannten LRRK2-Mutatio-
nen an deren jeweiliger Lokalisation gekennzeichnet (Usmani et al., 2021).

Die Expression des LRRK2-Proteins findet in verschiedenen Organen statt, wobei die
Expression in Nieren, Lunge und Immunzellen am hdchsten zu sein scheint, im ZNS
dagegen maRig. [21] Bei Untersuchungen mittels in-situ-Hybridisierung wurde die Ex-
pression von LRRK2 in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns von Mausen als niedrig
beschrieben, wohingegen andere mittels RT-PCR in der gleichen Region eine hohe Ex-
pression beschrieben. [22, 23] Auch beim Menschen konnte LRRK2-mRNA in der SNc
gefunden werden, andere Regionen wie das Putamen zeigten aber eine hohere Expres-
sion. [24] Somit kann festgestellt werden, dass das LRRK2-Gen sowohl in Regionen
exprimiert wird, die fur die Entstehung des PS ausschlaggebend sind, als auch in Teilen
des ZNS, die nach aktuellem Wissensstand nicht mit der Pathogenese des PS zusam-

menhangen, wie beispielsweise dem Hippocampus. [22]
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Es ist anzunehmen, dass das LRRK2-Protein in mehrere Signalwege involviert ist. [20]
Dadurch, dass es sich um ein pleiotropes, komplexes Gen und Protein handelt, ist es
noch nicht gelungen, dessen genaue Rolle im Stoffwechsel zu identifizieren. [25-27]
Mehrere Untersuchungen deuten auf eine Rolle des LRRK2-Proteins bei endolysoso-
malen Prozessen hin, welche fir die Einhaltung einer zellularen Homdéostase wichtig
sind und zusammen mit mitochondrialer Dysfunktion haufig im Zusammenhang mit der
Entstehung der PK genannt wird. [21, 28] Die genaue Bestimmung der Rolle des LRRK2-
Proteins ist bisher nicht gelungen, jedoch fihren LRRK2-KO-Modelle sowie der Einsatz
von Kinase-Inhibitoren zu endolysosomaler Dysfunktion. Die Phosphorylierung von ver-

schiedenen Rab-Proteinen durch LRRK2 kdnnte hierbei eine zentrale Rolle spielen. [21]

Da Mutationen im LRRK2-Gen die haufigste Ursache fir autosomal-dominant vererbte
Parkinson-Syndrome darstellen [29, 30], wurden diese auch schon intensiv erforscht.
Bisher wurden sieben verschiedene Punktmutationen beschrieben (G2019S, 12020T,
R1441C/G/H, Y1699C und N1437H). [21] Zu den moglichen Folgen dieser Mutationen
gehoren eine erhdhte Aktivitat der Kinase sowie Veranderungen der GTPase-Funktion

und des Verhaltens bezlglich der Dimerisierung. [25, 31, 32]

Die Gly2019Ser-Mutation soll bis zu 7 % der genetischen Parkinson-Syndrome in der
kaukasischen Population verursachen [33, 34] und wurde Uberdies auch bei 1-2 % der
idiopathischen Parkinson-Syndrome gefunden. Sie stellt hiermit die haufigste Parkinson-
assoziierte Mutation in LRRK2 dar. [35] Als zweithaufigste LRRK2-Mutation wird die
R1441C-Mutation mit einem Auftreten bei bis zu 2,5 % der sporadischen PS-Falle be-
schrieben, welche auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. [36, 37] Sie befin-
det sich auf der Roc-GTPase-Domane des LRRK2-Gens (s. Abb. 2). Wahrend allen
LRRK2-Mutationen eine erhdhte Kinase-Aktivitat zugeschrieben wird, haben Untersu-
chungen bezliglich der R1441C-Mutation auch eine Unterdrickung der GTP-Hydrolysie-
rung sowie eine erhdhte Affinitdt des LRRK2-Proteins zu GTP gezeigt. Die Bindung an

GTP scheint wiederum ein wichtiger Faktor fir die Kinaseaktivitat zu sein. [21, 36, 37]

Es gibt mehrere Wege, wie diese Veranderungen durch LRRK2-Mutationen zu einer De-
generation von dopaminergen Neuronen flhren kénnte. Im Prinzip sind dopaminerge
Neurone durch ihren hohen Energiebedarf anféllig fir eine Schadigung durch Energie-
mangel, welcher durch oxidativen Stress oder auch eine mitochondriale Dysfunktion be-
gunstigt werden kann. Durch die vielseitigen Funktionen des LRRK2-Proteins fur die zel-
luldre Homoostase kdnnen bei Mutationen im LRRK2-Gen mehrere Mechanismen aufei-
nandertreffen, die eine Neurodegeneration begiinstigen. Hierzu zéhlen allen voran die
mitochondriale sowie die endolysosomale Dysfunktion. [21, 28] Zudem konnte im Tier-

modell gezeigt werden, dass durch die R1441C-Mutation im LRRK2-Gen die Expression
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mehrerer an der Apoptose sowie Neuroprotektion beteiligten Gene verandert wird, so-
dass sich insgesamt eine negative Auswirkung auf das Uberleben dopaminerger Neurone
ergibt. [38]

Klinisch unterscheiden sich hereditare PS-Falle mit LRRK2-Mutation kaum von sporadi-
schen Fallen. Insgesamt wurden Symptome bei Patienten mit Mutationen im LRRK2-Gen
als eher milder ausgepragt und mit langsamer Progression beschrieben, wobei auch
schon ein schnelleres Fortschreiten der motorischen Symptome beschrieben wurde. [39,
40] Einige Unterschiede wie selteneres Auftreten von kognitiven Einschrankungen [39],
vermehrtes Auftreten von Schlafstérungen [41], eine etwas hdhere Haufigkeit eines
asymmetrischen Tremors und ein minimal geringeres Durchschnittsalter bei Eintreten der
Symptome wurden dargelegt, im Grof3en und Ganzen konnten aber keine wesentlichen

Unterschiede zum klinischen Bild des IPS festgestellt werden. [39]

PINK1

Anders als bei LRRK2 werden Mutationen des PINK1-Gens autosomal-rezessiv vererbt.
[42] Das Gen befindet sich auf Chromosom 1p36, besteht aus 8 Exons und ist mit dem
PARK®G6 Locus assoziiert. Ebenfalls autosomal-rezessiv vererbt werden die Parkinson-

assoziierten Mutationen im Parkin- und DJ-1-Gen. [43]

Es wurden bereits tUber 50 Mutationen im PINK1-Gen beschrieben, die mit dem Parkin-
son-Syndrom in Verbindung stehen, darunter Misssense- sowie Nonsense-Mutationen
bis hin zu ganzen Gendeletionen, wobei scheinbar bereits heterozygote Mutationen fir
eine erhohte Anfalligkeit ausreichen. [42, 44] Die Expression findet im Gehirn von Men-
schen und Nagern ubiquitar, inklusive Parkinson-relevanten Regionen wie der SN statt,

[45] auRerdem auch in anderen Geweben wie Skelett- und Herzmuskel. [43]

Bei dem PINK1-Protein handelt es sich wahrscheinlich um eine Kinase, die vorwiegend
in den Mitochondrien gefunden werden kann. [42, 46] Bei Beeintrachtigung der Funktion
des PINK1-Proteins durch Mutation kommt es zu einer verminderten Aktivitat der Kinase,
die durch den C-Terminus des Proteins reguliert wird. [44] Mutationen, die den C-Termi-
nus betreffen, wurden genau wie Gendeletionen im PINK1-Gen im Zusammenhang mit
early-onset PS beobachtet. [47, 48]

Mdglicherweise bewahrt PINK1 durch Phosphorylierung des mitochondrialen Chaperons
TRAP1 (TNF-Rezeptor-assoziiertes Protein 1) Zellen vor Apoptose durch oxidativen
Stress. [49] Durch Beeintrachtigung des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette
kann die Mutation des PINK1-Gens zu einem verringerten Membranpotenzial der Mito-

chondrien und einer damit einhergehenden erhdéhten Neigung zur Apoptose flhren. [50]



Das Parkinson-Syndrom 7

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Funktion des PINK1-Proteins eng mit
der von Parkin, einer E3-Ubiquitin-Ligase, zusammenhangt. So wird vermutet, dass sich
PINK1 bei niedrigem Membranpotenzial an der aufseren Membran der Mitochondrien
anreichert und durch Ubiquitin-Phosphorylierung Parkin aktiviert. [43, 51] Gemeinsam
wird so der Prozess der mitochondrialen Autophagie initiiert, auch Mitophagie genannt
(s. Abb. 3). Durch die Beseitigung dysfunktionaler Mitochondrien sollen Zellen vor oxi-
dativem Stress und darauf folgender Apoptose geschitzt werden. [43] Diese Beobach-
tungen stitzen die These, dass die Degeneration dopaminerger Neurone bei Mutationen

im PINK1-Gen in einer gestorten mitochondrialen Funktion begrindet ist. [44]

WILD-TYPE Parkin )
o O/ o Parkin
autophagy
a— g fp = B
PINK1
PINK1
PINK1 —/- Parkln Parkln
autophagy * ROS NIGRAL
B @ = 6 =
LOSS
%5 00°
Parkin —/—
Mw autophagy f ROS  NIGRAL
CELL
LOSS
PINK1 PINK1

Abb. 3: Mitophagie durch PINK1 und Parkin beim Wildtyp im Vergleich zu PINK1- oder
Parkin-Mutation. Diese Darstellung zeigt schematisch die Funktionen von PINK1 und Parkin, die
beim Wildtyp (oben) zur Mitophagie fiihren. Ein erdniedrigtes mitochondriales Membranpotenzial
fiihrt zur Anreicherung von PINK1 an der mitochondrialen Membran, woraufhin durch Ubiquitin-
Phosphorylierung Parkin aktiviert wird. AnschlieBend wird die selektive Mitophagie eingeleitet.
Sowohl bei PINK1- (Mitte), als auch bei Parkin-Mutation kommt es durch fehlende Wechselwir-
kungen zu erhéhtem oxidativem Stress bei fehlender Mitophagie, welche schliel3lich den Zellun-
tergang zur Folge haben kann (Barodia et al., 2017).

Obwohl einige Studien ein Ubereinstimmendes klinisches Bild der hereditéaren und spo-
radischen Formen des PS beschreiben, [52] wurden an anderen Stellen wesentliche Un-
terschiede beschrieben. So manifestieren sich autosomal-rezessiv vererbte Formen des

PS deutlich friher, teilweise bereits in der zweiten Lebensdekade, weshalb manche
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sogar von juvenilem Parkinsonismus sprechen. [18] Speziell bei Mutationen im PINK1-
Gen wurde das Manifestationsalter mit 32 bis 48 Jahren beschrieben. Weitere Unter-
schiede zum IPS sind das eher symmetrische Auftreten der Symptome und das selte-

nere Vorkommen einer begleitenden Demenz. [18]

Zudem wird genetischen PS-Formen mit PINK1-Mutation ein eher langsamer Fortschritt
der motorischen Symptome sowie eine langfristig gute Ansprechbarkeit auf eine Thera-
pie mit L-DOPA zugeschrieben. [53] Eine Untersuchung zweier Brider mit der gleichen
Nonsense-Mutation im PINK1-Gen weist auflerdem auf eine starkere Bedeutung von
neuropsychiatrischen Symptomen im Sinne von Depressionen, Angststérungen und
Dysphorie hin. [54]

1.1.2.3 Umweltfaktoren mit Fokus auf Rotenon

Schon seit Jahrzehnten stehen nicht nur genetische, sondern auch Faktoren aus der
Umwelt wie Infektionen oder toxische Substanzen als Einflussfaktoren der Parkinson-
Erkrankung zur Debatte. [55]

Durch einige Falle von akutem Parkinsonismus, ausgel6st durch die Substanz MPTP
(1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin), die dem Herbizid Paraquat strukturell
sehr ahnlich ist, gelangten Pestizide als PK-beeinflussende Umweltfaktoren erstmals in
den Fokus. [56] Es handelte sich dabei um die Beschreibung von vier Patientenfallen,
die nach intravendsem Drogenabusus mit akut aufgetretenen typischen PS-Syndromen
hospitalisiert wurden. Die Patienten zeigten unter anderem Rigor und Bradykinese, bei
einem der Patienten konnte zudem ein asymmetrischer Ruhetremor festgestellt werden.
Die Beschwerden besserten sich bei allen Patienten nach medikamentdser Therapie mit
L-DOPA und Carbidopa, erhohte Proteinwerte im Liquor und eine ausbleibende Besse-
rung der Symptome auch nach mehreren Monaten deuteten allerdings auf eine dauer-
hafte Schadigung hin. [57]

Durch seine funktionelle Ahnlichkeit zu MPP+ (1-Methyl-4-phenylpyridinium-lon), dem
toxischen Metaboliten von MPTP, wurde so auch Rotenon (siehe Abb. 2) als potenzieller
Einflussfaktor fur die Parkinson-Erkrankung erkannt. [58] Als organisches Insektizid und
Piscizid wird Rotenon in zahlreichen Landern beispielsweise bei Befall von Honigbienen
mit Varroa-Milben eingesetzt. Seine neurotoxische Wirkung entfaltet Rotenon durch Bin-
dung an eine Untereinheit des mitochondrialen Enzymkomplexes | der Atmungskette

und damit durch eine Behinderung der oxidativen Phosphorylierung. [59]

Andere sehen die Ursache der Neurotoxizitat in einer Hemmung der Entstehung von

Mikrotubulin aus Tubulin, was zu einer Akkumulation von Tubulin-Monomeren fuhrt, die



Das Parkinson-Syndrom 9

toxisch wirken kann. [60, 61] Gestlitzt wird diese These zum Beispiel durch Untersu-
chungen, die zeigen, dass das Protein Parkin Tubulin zu binden und damit dessen Ab-
bau zu férdern scheint. Mutationen im Parkin-Gen gehdren zu den Parkinson-assoziier-
ten Mutationen, da bei einer Dysfunktion von Parkin dieser Mechanismus gestort wird.
[62]

0
“CHj

Abb. 4: Strukturformel Rotenon. Die Abbildung zeigt die Strukturformel des Umwelttoxins Ro-
tenon, welches als méglicher Einflussfaktor auf das Parkinson-Syndrom bekannt ist (eigene Dar-
stellung in Anlehnung an Merck [63]).

Zusammen mit epidemiologischen Hinweisen, dass die PK in Iandlichen Regionen hau-
figer zu finden ist, [64, 65] haben diese frihen Erkenntnisse dazu geflihrt, dass Pestizide
zunehmend mit dem PS in Verbindung gebracht und als Umweltfaktor weiter untersucht
wurden. [66] In den folgenden Jahren wurde eine Assoziation zwischen der PK und der
Exposition gegenulber verschiedener Pestizide inklusive Rotenon mehrfach nachgewie-
sen. [56, 64, 67]

Die Hypothese des negativen Einflusses von Pestiziden wird aul3erdem durch die Be-
obachtungen gestitzt, dass SchutzmalRnahmen wie das Tragen von Handschuhen im

Umgang mit Pestiziden das PS-Risiko senken kénnen. [68]

Auf der Suche nach pathophysiologischen Mechanismen in der Pathogenese der Par-
kinson-Erkrankung findet man immer wieder die Stichworte mitochondriale Dysfunktion
und oxidativer Stress. [69, 70] Auch die Pestizide, die bisher mit der PK in Verbindung
gebracht werden konnten, lassen sich meist einem dieser Mechanismen zuordnen. [71]
So konnten mithilfe von Rotenon durch Hemmung des mitochondrialen Komplexes | und
Paraquat durch Induktion von oxidativem Stress nicht nur charakteristische pathologi-
sche, sondern auch klinische PK-Kennzeichen reproduziert werden. [71] Erstaunlicher-

weise wurde fir Rotenon eine selektive Schadigung des nigrostriatalen Systems
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beobachtet, was sich in einer Reduktion der Spontanmotorik auferte. [69] Durch die
Gabe von L-DOPA konnten diese Symptome aufgehoben werden. [72] Erst bei intrave-
ndser Gabe von 2,5 mg/kg pro Tag konnte ein unspezifisch neurotoxischer Effekt beo-
bachtet werden. [73]

Zu den neuropathologischen Veranderungen durch orale Rotenon-Aufnahme zahlt auch
die Akkumulation von Alpha-Synuklein in Neuronen des ENS und damit einhergehend
eine verminderte gastrointestinale Motilitat. [74, 75] Interessant ist dabei, dass die Ver-
suchstiere motorische Symptome zeigten, obwohl Rotenon im Blut nicht nachweisbar
war und akkumuliertes Alpha-Synuklein nur in synaptisch verbundenen Neuronen ge-
funden wurde, was auf eine transsynaptische Ausbreitung der Pathologie bis ins ZNS
hinweist. [75]

Einige Untersuchungen weisen auRerdem auf eine ursachliche Rolle des Gastrointesti-
naltraktes bei der Pathogenese der PK hin. Zum einen konnte bereits vor dem Auftreten
motorischer Symptome bei unbehandelten Parkinson-Patienten Alpha-Synuklein in der
Kolonschleimhaut nachgewiesen werden, in der gesunden Kontrollgruppe hingegen
nicht. [76] Weiterhin konnte am Tiermodell gezeigt werden, dass Injektion von Alpha-
Synuklein in die Darmwand zu dessen Ausbreitung entlang des N. vagus bis hin zu sei-
nen dorsalen motorischen Kerngebieten und letztendlich zur SN fuhrt. Es wird eine trans-
synaptische Ausbreitung von Alpha-Synuklein anhand von Mikrotubuli-assoziiertem

Transport vermutet. [77]

Daher besteht die Vermutung, dass der GIT mdéglicherweise als Verbindung zwischen
Einflissen aus der Umwelt und der Krankheitsentstehung des Parkinson-Syndroms
dient. [78-80] Auch Braak et al., die zunachst von einer Ausbreitung der Pathologie aus-
gehend vom Hirnstamm ausgingen [81], wiesen spater auf eine mdgliche Ausbreitung

vom ENS und dem Bulbus olfactorius aus hin. [82]

Neben dem Einfluss von Pestiziden auf das Krankheitsrisiko [64, 83] wurde auch eine
Vielzahl weiterer Umweltfaktoren und deren Assoziation zum PS untersucht. Dazu zahlt
neben der Ernadhrung mit einem hohem Anteil an gesattigten Fettsauren oder Milchpro-
dukten auch eine Assoziation zwischen der PK und Diabetes mellitus Typ Il. [84, 85]
Eine protektive Wirkung wird dagegen neben Koffein auch Nikotin zugeschrieben, wobei
bislang unklar ist, ob es sich hierbei um eine ursachliche Wirkung oder nur um eine Kor-

relation durch bestimmte Persdnlichkeitsziige handelt. [85, 86]

Interessanterweise wurde bereits 1985 erstmals eine mogliche Assoziation zwischen In-
fektionen mit Coronaviren und PS durch erhéhte Antikérper-Titer im Liquor bei PS-Pati-

enten beschrieben. [87, 88] Durch drei aktuelle Fallbeschreibungen von Patienten mit

10
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akutem Parkinsonismus nach Infektion mit SARS-CoV-2 gelangt diese These wieder zu
héchster Relevanz. [89-91]

Einige Autoren vermuten daher ein erhohtes Risiko insbesondere anfalliger Patienten
fur neurodegenerative Erkrankungen wie der PK bei Infektion mit Coronaviren, [92, 93]
wahrend andere vor voreiligen Schlissen warnen und auch die Moglichkeit der Kombi-
nation aus undiagnostizierten PS-Patienten im Prodromalstadium und der Covid-19-In-

fektion als Triggerfaktor nennen. [94, 95]

1.1.3 Klinische Symptome und Diagnostik

Die pathologischen Veranderungen im Rahmen der Parkinson-Erkrankung fuhren zu de-
ren charakteristischen Symptomen. So verursacht der Ausfall der nigrostriatalen Projek-
tion eine Brady- oder Akinese, wahrend der Wegfall der dopaminergen Hemmung in der

Formatio reticularis Tremor und Rigor zur Folge hat. [96]

Bei den klinischen Symptomen des Parkinson-Syndroms unterscheidet man zwischen
den Kardinalsymptomen Brady- oder Akinese, Ruhetremor und posturale Instabilitat und
fakultativen Symptomen, die flr die Diagnosestellung nicht erforderlich sind und ver-
schiedene Organsysteme betreffen kénnen. Von einem Parkinson-Syndrom spricht
man, wenn eine Bradykinese zusammen mit einem weiteren Kardinalsymptom vorliegt.
[2] Ein IPS liegt definitionsgemal dann vor, wenn zusatzlich weitere Kriterien erfullt wer-
den, beispielsweise das gute Ansprechen auf eine L-DOPA-Therapie Uber einen lange-
ren Zeitraum. Zudem darf die Diagnose IPS erst gestellt werden, wenn keine Hinweise

fur ein symptomatisches oder atypisches PS vorliegen. [2]

Fir die Diagnosestellung und haufig auch fur die Therapie liegt der Fokus klar auf den
motorischen Symptomen. Dabei beschrieb bereits James Parkinson die Erkrankung als
eine Multisystemerkrankung mit motorischen und nicht-motorischen Symptomen. [1] Ak-
tuellere Untersuchungen deuten auf ein bis zu 20-jahriges Prodromalstadium des PS vor
Auftreten der motorischen Symptome hin, in dem die nicht-motorischen Symptome do-
minieren. [97] Zu den Symptomen, deren Assoziation zur Parkinson-Erkrankung als gut
erwiesen gilt, zahlen REM-Schlafstérungen [98] und Hyposmie [99]. Ebenfalls haufig do-
kumentiert sind gastrointestinale Symptome wie Defakationsstérungen und Obstipation
[80, 100] sowie psychische Manifestationen wie Depression und Angststérungen. [101]
Daneben zahlen zahlreiche weitere Symptome wie orthostatische Hypotension und Apa-
thie zu den beschriebenen Symptomen im Zusammenhang des PS. [78, 102, 103] Er-
schwerend kommt hinzu, dass sich die klinische Symptomatik sowie das Ansprechen

auf eine medikamentose Therapie von Patient zu Patient stark unterscheiden. [78]
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Genaueres zu den Unterschieden der klinischen Symptome zwischen genetischen For-
men, insbesondere mit Mutationen im LRRK2- sowie im PINK1-Gen, und sporadischen

Fallen wurde weiter vorausgehend unter Punkt 1.1.2.2 besprochen.

1.1.4 Therapeutische Optionen

Aktuell besteht die Therapie von Parkinson-Patienten aus einer Kombination von medi-
kamentoser Therapie und unterstitzenden Verfahren wie Physio-, Ergo-, Logopadie und
Schlucktherapie sowie neuropsychologischen Therapiemoéglichkeiten. In der Pharmako-
therapie finden verschiedene Medikamentengruppen wie MAO-B-Hemmer, Non-Ergot-
Dopaminagonisten und friher oder spater auch L-Dopa Anwendung, wobei uner-
wiunschte Nebenwirkungen wie Dyskinesien sowie eine Abnahme der Wirksamkeit im
Verlauf als Nebenwirkungen nicht zu vernachlassigen sind. Fir spezifische nicht-moto-
rische Symptome stehen zudem weitere Medikamente zur Wahl, wie beispielsweise Ri-
vastigmin fur die Parkinson-assoziierte Demenz. Daneben gibt es die Moéglichkeit der
tiefen Hirnstimulation, die vor allem jlingeren Patienten oder solchen mit therapieresis-

tentem Verlauf empfohlen wird. [7, 104]

Mit den derzeitigen Behandlungsmaoglichkeiten gelingt zwar in den meisten Fallen zu-
mindest fur einige Jahre eine gute Symptomkontrolle, eine Verbesserung der Prognose
oder gar Heilung ist jedoch nicht moglich. Demnach treten durchschnittlich innerhalb der
ersten zehn Jahre unter Behandlung Dyskinesien und Wirkungsfluktuationen auf, inner-
halb von 20 Jahren werden behandelte Patienten Gblicherweise pflegebedurftig, wobei
Verlauf und Prognose individuell sehr verschieden sein kdnnen. [104] Zusatzlich einge-
schrankt werden die Behandlungsmoglichkeiten durch die verzdgerte Diagnosestellung
angesichts der spaten klinischen Manifestation in Form von motorischen Symptomen,

bei deren Auftreten bereits ein Dopamin-Defizit von 70 % besteht. [12]

Um eine frihere Diagnosestellung zu ermdglichen, wurden bereits einige Biomarker un-
tersucht, darunter Fragebogen, genetische Untersuchungen, bildgebende Verfahren und
laborchemische Parameter aus Liquor und Blut. Einige dieser Parameter wie bildge-
bende Verfahren kdnnen zwar durchaus aussagekraftig sein, generell gilt es aber als
wahrscheinlicher, dass eine Zusammenschau aus klinischen, bildgebenden, geneti-
schen und laborchemischen Daten mit standardisierten Assays notwendig sein wird, um
den Fortschritt der Erkrankung ausreichend beurteilen zu kdnnen. [105, 106] Auch der
Nachweis von Alpha-Synuklein in der Mucosa des Kolons wirkte zunachst als vielver-
sprechender Biomarker, stellte sich dann aber als zu wenig spezifisch heraus. [107] Ein

weiteres Beispiel fur die Suche nach Frihmarkern fiir die PK stellen pathologische

12
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Veranderungen des ENS in Form von Neurodegeneration und Alpha-Synuklein-Akku-
mulation dar. [108]

Letztlich kann festgestellt werden, dass alle Frahmarker der Erkrankung erst dann sinn-
voll genutzt werden kdénnen, wenn als Konsequenz eine friihzeitige, spezifische und
krankheitsmodifizierende Therapie zur Verfligung steht und somit auch die Prognose

verbessert werden kann, was bisher leider nicht der Fall ist. [109, 110]

Sowohl fur Prionerkrankungen, als auch fur andere neurodegenerative Erkrankungen
wie MSA und die PK gibt es im Tiermodell ermutigende Ergebnisse fir die Substanz
AnLe138b, welche durch die direkte Bindung an Aggregate ebenfalls die Akkumulation
von Alpha-Synuklein reduzieren und einer Neurodegeneration und Krankheitsprogres-
sion vorbeugen soll. [111, 112] Die Produkte des DJ-1-Gens, ein weiteres mit der PK
assoziiertes Gen, D-Lactat und Glykolsyaure, konnten nicht nur bei DJ-1-, sondern auch
bei PINK1-Mutation und nach Paraquat-Exposition das mitochondriale Membranpoten-
zial stabilisieren. [113] In Zellkulturen konnten beide Substanzen auRerdem das Uberle-
ben dopaminerger Neurone verbessern, somit besteht hier die Hoffnung auf einen zu-

kiinftigen praventiven oder therapeutischen Einsatz bei PS-Patienten. [113]

Vielversprechende Ergebnisse in der Untersuchung von beispielsweise Impfungen oder
monoklonalen Antikdrpern gegen akkumuliertes Alpha-Synuklein haben wiederum zu
deren Untersuchung in klinischen Studien geflihrt. [114] Ein weiteres Beispiel flr einen
spezifischen Therapieansatz ist die Hemmung der durch Mutation Uberhdhten Kinase-
aktivitat bei genetischen LRRK2-Formen mit G2019S-Mutation, die ebenfalls Gegen-
stand klinischer Studien ist. [115] Auch eine Behandlung mit Ambroxol Uberzeugt bisher
als neuroprotektiv und damit eventuell krankheitsmodifizierend bei Parkinson-Patienten.
[116] Im Tiermodell konnten auch Injektionen mit Baicalein Gberzeugen, indem es die
Akkumulation von Alpha-Synuklein in Neuronen verhinderte. [117] Daneben gibt es wei-
terhin das grof3e Feld der Gentherapie, in dem bisher aber noch keine klinisch tberzeu-

gende Methode beschrieben wurde. [118]

Trotz einiger vielversprechender Ansatze ist es also noch ein weiter Weg bis zu einer
moglichen Zulassung und einer breiten klinischen Verfugbarkeit von Medikamenten, die
die Progression und Neurodegeneration aufhalten oder verlangsamen kdnnen. Aufgrund
von steigenden Inzidenzen und demographischen Entwicklungen zeigen praventive
Malnahmen ein groes Potenzial; dazu gehdren zum Beispiel Empfehlungen zur ge-
sunden Ernahrung, vermehrte korperliche Aktivitat sowie praventive Mallnahmen im
Hinblick auf Schadel-Hirn-Traumata, aber auch eine Reduktion der Verwendung von
Pestiziden. [119]
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Insbesondere bei genetischer Disposition waren praventive Malnahmen sinnvoll, zum
Beispiel durch Vermeidung der Exposition von schadlichen Umweltfaktoren wie Pestizi-

den.

1.2 Aktueller Stand zu Gen-Umwelt-Interaktion bei Parkinson-
Syndromen

Nachdem in Untersuchungen zur Entstehung der Parkinson-Erkrankung zunachst der
Fokus stark auf Umweltfaktoren lag, verschob er sich dann in den 1990er-Jahren mit
den ersten Beschreibungen von genetischen Formen stark in Richtung Genetik. Heut-
zutage geht man groRtenteils von einem multifaktoriellen Geschehen aus, manche spre-
chen sogar von Gen-Umwelt-Interaktionen als der wahrscheinlich wichtigsten Ursache
fur die meisten Falle von PS. [120, 121] Daflr spricht nicht nur, dass nicht alle gegenuber
nachweislich Parkinson-begunstigenden Substanzen exponierten Patienten ein PS ent-
wickeln, sondern auch Gemeinsamkeiten in der Pathogenese von genetisch und toxisch
verursachten Parkinson-Formen wie mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress.
[122]

Obwohl es einige Hinweise auf Gen-Umwelt-Interaktionen gibt und Viele darin die Haupt-
ursache fur PS sehen, gibt es wenige konkrete Beweise in der Literatur. Als belegt gilt
aber beispielsweise eine erhdhte Anfalligkeit flir Rotenon bei Mausen mit Parkin-KO,
einem weiteren mit der PK assoziierten Gen. [123] Auch fir die haufigste Mutation im
LRRK2-Gen, die G2019S-Mutation, konnte im Mausmodell eine vermehrte Neurodege-
neration bei Exposition gegentuber MPTP, welches Rotenon funktionell stark ahnelt, fest-
gestellt werden, als bei Wildtyp-Mausen. [124] Eine weitere Gen-Umwelt-Interaktion be-
zuglich Rotenon beschreibt dagegen einen neuroprotektiven Effekt bei Gendeletion von
NOX2, einem Gen, das flr eine Untereinheit des membrangebundenen Enzymkomple-
xes NADPH-Oxidase kodiert. [125]

Daneben wurde auch bei Untersuchungen mit Paraquat eine erhéhte Anfalligkeit bei Ex-
pression des Alpha-Synuklein-Gens gegenuber dessen Unterdrickung beschrieben.
[126] Auch fur Personen mit homozygoter Mutation von GSTT1 (Glutathion S-Trans-
ferase T1) wird bei Paraquat-Exposition ein erhdhtes Risiko fir die PK durch oxidativen
Stress vermutet. [127] Neben direkten toxischen Effekten flhrt auch die Modifikation von
Genen bestimmter Enzyme durch ein weiteres mit der PK assoziiertes Fungizid, Beno-

myl, zu einer erhdéhten Anfalligkeit fur die PK. [128]
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob eine Gen-Umwelt-Interaktion in Form
von erhohter Anfalligkeit gegenuber Rotenon besteht, wenn in den Genen PINK1 oder
LRRK2 eine Parkinson-begulinstigende Mutation vorliegt. Diese Fragestellung wird im
Tiermodell untersucht, indem Mause der Genlinien Wildtyp, PINK1-KO und LRRK2-Mu-
tation jeweils in Rotenon-Behandlungs- und Kontrollgruppen eingeteilt werden und die
Auswirkungen der Rotenon-Exposition in Form von motorischen Symptomen und Neu-

rodegeneration in der SNc¢ mittels Immunhistochemie quantifiziert werden.

Die Erforschung der Pathogenese der PK legt den Grundstein fir die Entwicklung zu-
kinftiger MaRnahmen der Pravention und Therapie, von denen nicht nur einzelne Pati-
enten profitieren kdnnen, sondern auch gesundheitsékonomische Vorteile zu erwarten

sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material, Gerate, Chemikalien und Programme

In der folgenden Tabelle sind die allgemeinen Materialien, Gerate, Chemikalien und Pro-

gramme aufgelistet, die flr die Experimente verwendet wurden (siehe Tab. 1).

Tab. 1: Allgemeine Materialien, Gerédte, Chemikalien und Programme

Materialien

Produkt

Hersteller

Pipetten (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Falcon Tubes (15 ml, 50 ml)

Cellstar® Serologische Pipetten, 10ml
Deckglaser 24 x 50 mm

Superfrost Ultra Plus Objekttrager
Parafim® M

12-Well Multiwellplatte Cellstar®
Peha-soft Nitrilhandschuhe

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Greiner, Deutschland

Greiner, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
Bemis Company Inc., USA

Greiner, Deutschland

Paul Hartmann, Deutschland

Gerate

Produkt

Hersteller

pH-Meter FiveGo F2

Leica SM2010R Schlittenmikrotom
Unimax 1010 Schuttelgerat
Schlundsonde A3

Pipettor Turbo-Fix

ThermodJack Pro Thermometer
Magnetrihrer MR 3001 K
Vortex-Genie 2™ G-560E
Sacrifice Perfusion System
Zentrifuge 5804 R

Mikroskop IX50-S8F

Purelab® Flex Water Purification System

Laborwaage Sartorius CP2202S-0CE

Mettler-Toledo, Schweiz

Leica, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Unimed, Schweiz
TechnoPlasticProducts AG, Schweiz
Dostmann electronic GmbH, Deutschland
Heidolph, Deutschland

Scientific Industries Inc., USA

Leica, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Olympus Optical Co., Japan

Elga LabWater, UK

Sartorius, Deutschland
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Chemikalien

Produkt Hersteller

2-Methylbutan Sigma-Aldrich, Deutschland
Tissue-Tek® O.C.T. Compound SakuraFinetek Europe, Niederlande
Sucrose Sigma-Aldrich, Deutschland

Programme

Produkt Hersteller

Microsoft Excel 2010 Microsoft, USA

CellF analySIS Image Processing Matrix Optics, Malaysia
Stereolnvestigator® 64-bit MicroBrightField Inc., USA
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, USA
2.2 Tiermodell

Die Tierversuche fur dieses Projekt wurden von der Regierung von Oberbayern gemaf

§ 8 des deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt.

2.21 Tierhaltung

Fur das Tiermodell wurden bei Behandlungsstart 24 Wochen alte mannliche Mause der
Linie C57JBL6 verwendet, die im Helmholtz Zentrum Minchen generiert wurden. Zusatz-
lich zu den Wildtyp-Mausen wurden Tiere mit heterozygoter LRRK2-R1441C-KI-Mutation
und mit PINK1-KO-Mutation (im Folgenden als LRRK2 und PINK1 bezeichnet) gezlichtet.
Jeweils zwei bis fiinf Mause wurden auf einer Bodenflache von 530 cm? in THKB-M2V-
M-Polysulfonkafigen (Typ M Il, verlangert) gehalten. Jeder Kafig war mit einem Luftfilter
(IVC-Haltung, individually ventilated cages), ausreichend Einstreu (Ssniff H1505-18 bed-
ding BK8/15), einem Maushaus und Material zum Nest- und Héhlenbau (Firma Abedd)
ausgestattet. Die Kafige wurden wochentlich gewechselt, mit 80 °C heilRem Wasser ge-
waschen und bei 121 °C autoklaviert. Die Raumtemperatur betrug 21 °C, die Luftfeuch-
tigkeit 68 %. Die Tiere hatten unbegrenzten Zugang zu Futter (Trockenfutter, autoklaviert,
Haltungsfutter V 1536 Firma Ssniff) und Wasser und wurden unter einem 12-Stunden-
Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Um die Versuchstiere vor Krankheitserregern zu schut-
zen, wurden sie unter SPF-Bedingungen (spezifisch pathogenfrei) gehalten. Dies bein-
haltet ein geschlossenes Barriere-System mit Personalschleuse, Materialschleuse,
Durchreichautoklav, Uberdruckbeliiftung und Wasserstoffperoxid-Schleuse. Der SPF-
Status wurde vierteljahrlich mithilfe von Sentinel-Mausen Uberpruft und nach den FEL-

ASA-Empfehlungen durchgefuhrt (dreimal klein und einmal erweitert).

18



Tiermodell 19

2.2.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden innerhalb der drei Genlinien (Wildtyp, LRRK2, PINK1) in jeweils vier
Behandlungsgruppen aufgeteilt. Sie wurden fur jeweils zwei oder vier Monate entweder

mit Rotenon oder einer Kontrolllésung behandelt (siehe Abb. 3).

_Rotarod-
Baseline-Messung : .

: . [~ Perfusion
Kontrolle : :
Rotenon : :

Kontrolle

Perfusion

Rotenon

L Behandlungsstart L 1 Monat * 2 Monate * 3 Monate L4 Monate

Abb. 5: Ubersicht Behandlungsgruppen. Die Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht
der vier Behandlungsgruppen pro Genlinie. Die Versuchstiere wurden fiir entweder zwei oder vier
Monate behandelt, fiir beide Behandlungszeitrdume wurde jeweils eine Rotenon- mit einer Kon-
trollgruppe verglichen. Vor Start der Behandlung erfolgte die erste Messung der Laufleistung mit
dem Rotarod, diese wurde in monatlichen Abstdnden bis zur Perfusion wiederholt (eigene Dar-
stellung).

2.2.3 Rotenon-Behandlung

Die Behandlung der Versuchstiere erfolgte oral mittels einer Schlundsonde fir funf Tage

pro Woche Uber einen Zeitraum von entweder zwei oder vier Monaten.

Fir die Behandlung mit Rotenon wurden 100 pl einer 50 mg/ml Rotenon-Lésung in 8 ml
destilliertem Wasser verdinnt. Pro Maus wurden von der verdinnten Losung 200 pl ver-
abreicht. Fir das erwartete Gewicht pro Maus von 25 g ergibt das eine Konzentration
von 5 mg/kg. Da die Versuchstiere bei Behandlungsstart aber bereits durchschnittlich

30 g wogen, ergab sich eine Konzentration von 4,17 mg/kg.

Die Tiere der Kontrollgruppen wurden auf die gleiche Weise flir zwei oder vier Monate
mit einer Kontrolllésung (2 % Carboxymethylcellulose und 1,25 % Chloroform) behandelt
(siehe Abb. 4).
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Abb. 6: Schlundsondenbehandlung. Den Versuchstieren wurde (iber zwei oder vier Monate
entweder Rotenon oder Kontrolllésung mittels einer Schlundsonde verabreicht (eigene Darstel-

lung).

2.2.4 Rotarod-Test

Um die motorischen Fahigkeiten der Versuchstiere im Verlauf zu beobachten, wurden
vor dem Start der Behandlung (Baseline) und dann ein Mal pro Monat Tests mithilfe des
Rotarod (3375-5, TSE Systems Deutschland) durchgefihrt. Dabei wurden die Mause auf
rotierende Walzen gesetzt und die Zeit bis zum Herunterfallen der Tiere gemessen. Die
Startgeschwindigkeit betrugt 4 rpm, dann wurde mit 0,3 rpm/s beschleunigt. Nach 200 s
wurde ein Testdurchlauf beendet, auch wenn die Maus noch nicht gefallen war. Der Test

wurde pro Tier drei Mal taglich an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt.

2.2.5 Entnahme und Aufbereitung der Gehirne

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Gabe von Ketamin (100 mg/kg) und
Xylazin (10 mg/kg) narkotisiert, dann erfolgte die intrakardiale Perfusion zunachst mit
0,01 % Heparin in PBS, anschlieRend mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS
(pH = 7,4). Die Gehirne wurden entnommen und zur Fixierung fur 24—-48 Stunden in 4 %
PFA-Lésung aufbewahrt. AnschlieBend wurden sie fur jeweils 24 Stunden in PBS, dann
in 15 % und schlieBlich in 30 % Sucroselésung asserviert. Danach wurden die Gehirne
schockgefroren. Dazu wurde ein Zentrifugenréhrchen mit 2-Methylbutan befullt und auf
-50 °C gekuhlt, indem das Roéhrchen in flissigen Stickstoff getunkt wurde. Die Gehirne
wurden nacheinander zunachst fir 10 Sekunden in das Zentrifugenréhrchen gegeben,
sodass sie mit der -50 °C kalten Flussigkeit bedeckt waren. Dann wurde das Réhrchen
mit dem Gehirn darin nochmals fur 4-5 Sekunden in flissigen Stickstoff getunkt. An-
schlieRend wurden die Gehirne mit einer Pinzette in beschriftete Glaschen transferiert

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt (siehe Abb. 5).
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Abb. 7: Schematische Aufbereitung der Gehirne. Nach Entnahme der Gehirne wurden diese
in PFA (Paraformaldehyd) fixiert und anschlieend fiir jeweils mindestens 24 Stunden in PBS
(Phosphat-gepufferte Salzlbsung), 15 % und 30 % Sucroselésung aufbewahrt. Die Gehirne wur-
den daraufhin schockgefroren und in 40 um dicke Schnitte geschnitten, um diese immunhisto-
chemisch anzufdrben und die Zellzahl in der SNc mikroskopisch zu ermitteln (eigene Darstel-
lung).

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Immunfluoreszenzfarbung

Die verwendeten Losungen, Medien und Antikdrper sind in der folgenden Tabelle auf-
gelistet (siehe Tab. 2).

Tab. 2: Loésungen, Medien und Antikérper fiir die Inmunfluoreszenzfarbung

Freezing Medium

Produkt Konzentration Hersteller

PBS 50 %

Ethylen Glykol 25 % Sigma-Aldrich, Deutschland
Glycerol 25 % Sigma-Aldrich, Deutschland

Blocking Solution

Produkt Konzentration Hersteller
PBS 94,95 %
Donkey Serum 5% Jackson Immunores. Lab., USA

Triton X-100 0,05 % Thermo Fisher Scientific, USA
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Mounting Medium

Produkt Konzentration Hersteller

Glycerol 25 % Sigma-Aldrich, Deutschland

Mowiol® 4-88 100 mg/mi Sigma-Aldrich, Deutschland

Tris 50 % 0,2 M Carl Roth, Deutschland
Antikorper

Antikérper Wirt Antigen Verdlinnung Hersteller

Primar sheep i;‘lt;‘sTeerSi”hydro‘ 1:1500 Pel-Freez, USA

Sekundar donkey 568 anti-sheep 1:500 Invitrogen, USA

Insgesamt wurden 67 Gehirne immunhistochemisch untersucht und in die Auswertung
mit einbezogen. In neun von den insgesamt zwolf Gruppen (drei Genlinien mit jeweils
vier Behandlungsgruppen) befanden sich jeweils sechs Tiere. Aufgrund einer héheren
Drop-Out-Rate als erwartet verblieben in einer Gruppe (PINK1-KO, zwei Monate Kon-
trolle) nur drei Tiere, in zwei weiteren Gruppen (Wildtyp, vier Monate Kontrolle und
LRRK2-KO vier Monate Rotenon) befanden sich bis Abschluss der Behandlung jeweils

funf Tiere.

Vor der Farbung wurden die Gehirne in 40 um dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte

wurden bei -20 °C in einer 96-Multiwellplatte mit Freezing Medium bedeckt aufbewahrt.

Jeder sechste Schnitt wurde gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte in eine 12-Multiwell-
platte Ubertragen und 3-mal fiir jeweils 10 min. bei Raumtemperatur (RT) in PBS gewa-
schen. Da nur die dopaminergen Neurone angefarbt werden sollten, wurde ein Primaran-

tikdrper verwendet, der an die Tyrosinhydroxylase (TH) bindet (siehe Abb. 6).
(o]

(o]
HO HO
on TYH OH DDC
—
NH, NH, NH,
H HO
Ho » oz

Abb. 8: Reaktionsschema Tyrosin zu Dopamin. Das Enzym Tyrosinhydroxylase (TYH) er-
moglicht die Reaktion von Tyrosin zu Dopa. Unter Abspaltung von CO; katalysiert die Dopa-De-
carboxylase (DDC) die Umwandlung von Dopa zu Dopamin (eigene Darstellung).
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Um das intrazelluldre Enzym Tyroxinhydroxylase flr den Antikérper zuganglich zu ma-
chen und unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden die Schnitte in eine 24-Multi-

wellplatte transferiert und flr eine Stunde bei RT in Blocking Solution geschwenkt.

Anschlie3end wurden die Schnitte fur eine Stunde bei RT, dann Gber Nacht (fir mindes-
tens zwolf Stunden) bei 4 °C in dem Primarantikbrper Sheep-anti-TH (Verdinnung
1:1500) bei Bewegung inkubiert. Nach dem Auswaschen des Primarantikorpers (drei-
malig fir je zehn Minuten in PBS) wurden sie flr drei Stunden bei RT unter Bewegung
in dem Sekundarantikérper Alexa Fluor™ 568 donkey-anti-sheep inkubiert, der anschlie-
Rend ebenfalls ausgewaschen wurde. Im Umgang mit dem Sekundarantikérper wurde

stets auf dunkles Arbeiten geachtet.

Die Schnitte wurden innerhalb eines Tages mithilfe von Mounting Medium auf Objekttra-
ger montiert. Vor und nach dem Montieren wurden sie im Kihlschrank bei 4 °C aufbe-
wahrt.

2.3.2 Fluoreszenzmikroskopie und Stereologie

Zur Quantifizierung der dopaminergen Neurone in der SN wurde ein Leica Fluoreszenz-
mikroskop (10x Objektiv) und das Programm Stereo Investigator (MicroBrightField Inc.,
USA) mit der Optical Fractionator Methode genutzt (siehe Abb. 7). Die Anzahl der Neu-
rone in der SN wurde mithilfe der folgenden Formel berechnet:

t 1 1

N=20 g osF " ssf

Hierbei ist Q die Anzahl der gezahlten Zellen, t die Dicke des Schnittes, h die Dicke des
Zahlbereiches, asf (area sampling fraction) der Anteil des Zahlbereiches an dem Ge-
samtbereich der Stichprobe und ssf (section sampling fraction) der Anteil der Stichpro-

ben an dem Gesamtbereich. [129]
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Abb. 9: Bildschirmfoto Stereo Investigator. Die Abbildung zeigt ein Bildschirmfoto wéhrend
der Arbeit mit dem Programm Stereo Investigator. Es erscheint an beispielhaften Stellen ein Vier-
eck, innerhalb dessen die dopaminergen Neurone markiert werden miissen. AnschlieRend wird
daraus die Anzahl der dopaminergen Neurone in der gesamten SN berechnet, die zuvor manuell
eingegrenzt werden muss (eigene Darstellung).

2.4 Statistische Analyse

Zur Auswertung der histologischen Daten wurde fur die Zeitpunkte zwei Monate sowie
vier Monate Behandlungsdauer ein paarweiser Vergleich der Behandlungsgruppen be-
ziglich der Zellzahl mittels einseitigem t-Test fir unverbundene Stichproben durchge-
fuhrt. Somit wurde innerhalb der Genlinien die Behandlungs- mit der Kontrollgruppe fir

die jeweilige Behandlungsdauer verglichen.

Fir die Analyse der motorischen Fahigkeiten mittels Rotarod-Tests wurde eine zweifak-
torielle Varianzanalyse fir die Faktoren Behandlungsdauer sowie Behandlung mit an-
schlielender post-hoc-Analyse mit Dunnett-Korrektur durchgefuhrt. Dabei wurden die
Werte fUr jeden Zeitpunkt paarweise mit der Baseline (Messung der Laufleistung vor

Behandlungsbeginn) verglichen.

Es wurde ein Signifikanzniveau von alpha = 0,05 und ein Konfidenzintervall von 95 %

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Inmunhistochemie

Zur Beurteilung des Krankheitsfortschritts wurde die Zellzahl der dopaminergen Neurone
in der SN betrachtet. Die ermittelten Zellzahlen der mit Rotenon behandelten Tiere wur-
den mit denen der zugehérigen Kontrollgruppe fir die gleiche Behandlungsdauer inner-

halb der Genlinien mittels einseitigem t-Test fir unverbundene Stichproben verglichen.

Fur das festgelegte Signifikanzniveau von alpha = 0,05 konnte auf3er in der Gruppe
LRRK2-KO, vier Monate Behandlung, in keiner der Gruppen ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Zellzahlen ermittelt werden. Die durchschnittliche Anzahl der do-
paminergen Neurone in der SN war jedoch bei den Rotenon-behandelten Tieren zu bei-
den Zeitpunkten in allen Gruppen geringer als in der jeweiligen Kontrollgruppe (siehe
Abb. 8 und Abb. 9).

Im Folgenden sind die Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) sowie die P-Werte fUr jede
Gruppe angegeben. Tabelle 3 zeigt einen Uberblick Uber die jeweiligen p-Werte des t-

Tests.

3.1.1  Wildtyp

Die Analyse der Zellzahlen der Tiere vom Wildtyp ergab sowohl fur zwei (Kontrolle 12008
+ 1490; Rotenon 10162 + 1324; p = 0,188) als auch fur vier Monate Behandlungsdauer
(Kontrolle 12473 + 833; Rotenon 10098 + 1071; p = 0,062) keinen signifikanten Unter-
schied zwischen Rotenon-Behandlung und Kontrolle. Wie in Abb. 8 dargestellt, ist die
durchschnittliche Anzahl der dopaminergen Neurone in der SNc bei den mit Rotenon
behandelten Tieren geringer als in den Kontrollgruppen, sowohl nach zwei als auch nach

vier Monaten Behandlungsdauer.

3.1.2 LRRK2

Die Anzahl der Zellen in der SNc fir die Rotenon-behandelten Tiere der LRRK2-Linie
unterschied sich nach zwei Monaten Behandlung noch nicht signifikant von denen der
Kontrollgruppe (Kontrolle 11549 + 1173; Rotenon 9179 + 1306; p = 0,103). Nach vier
Monaten Behandlung (Kontrolle 12972 + 907; Rotenon 10452 + 944; p = 0,044) war der
Unterschied statistisch signifikant (siehe Abb. 8).
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3.1.3 PINK1

Auch in der PINK1 KO-Linie konnte nach zwei (Kontrolle 13918 + 1001; Rotenon 11943
+ 870; p = 0,105) und vier Monaten Behandlung (Kontrolle 12724 + 744; Rotenon 11796
+ 564; p = 0,172) kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden, obwohl
wie in den anderen Gruppen die durchschnittliche Zellzahl der Rotenon-behandelten

Versuchstiere geringer war als die der jeweiligen Kontrollgruppe (siehe Abb. 8).

Tab. 3: p-Werte des t-Tests der Inmunhistochemie

Behandlungsdauer Genlinie
Wildtyp LRRK2 PINK1
2 Monate p=0,188 p=0,103 p=0,105
4 Monate p = 0,062 *p =0,044 p=0,172
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Abb. 10: Anzahl der dopaminergen Neurone in der SNc nach zwei und vier Monaten Be-
handlung fiir die Genlinien A) Wildtyp, B) LRRK2 und C) PINK1. Zu sehen ist jeweils der
Vergleich zwischen Rotenon- und Kontrollgruppe nach zwei und vier Monaten Behandlung. Jeder
Punkt entspricht der Zellzahl einer Maus, die Linie markiert den Mittelwert der Gruppe. Zu beiden
Zeitpunkten fallen die durchschnittlichen Zellzahlen der Rotenon-behandelten Versuchstiere ge-
ringer aus als in der Kontrollgruppe. In der LRRK2-Linie war der Unterschied zwischen Rotenon-
und Kontrollgruppe nach vier Monaten Behandlung statistisch signifikant (eigene Darstellung).
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A) Wildtyp

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der M&ausegehirne nach immunhisto-
chemischer Farbung der dopaminergen Neurone. Verwendet wurden der Primérantikérper
sheep-anti-TH sowie der Sekundéarantikérper Alexa Fluor™ 568 donkey-anti-sheep. Zu sehen
sind pro Genlinie (A) Wildtyp, B) LRRK2, C) PINK1) jeweils vier Aufnahmen von Gehirnen mit
angeschnittener SN, die stellvertretend flir die Behandlungsgruppen a) zwei Monate Kontrolle, b)
vier Monate Kontrolle, c) zwei Monate Rotenon und d) vier Monate Rotenon stehen. Die Rotenon-
behandelten Versuchstiere zeigen in allen Genlinien eine geringere Dichte an angeférbten Neu-
ronen als die Tiere der jeweiligen Kontrollgruppe (eigene Darstellung).

28



Ergebnisse des Rotarod-Versuchs 29

3.2 Ergebnisse des Rotarod-Versuchs

Fur die Berechnung der ANOVA sowie der post-hoc-Analyse wurden die absoluten
Werte flr die Laufleistung in Sekunden verwendet. Zum besseren Verstandnis und fur
eine Ubersichtlichere Darstellung wurden die Werte anschlie®end normiert, indem die
Differenz zur Baseline-Messung (vor Beginn der Behandlung) der jeweiligen Maus be-
rechnet wurde. Somit zeigen die Werte nur die Veranderung der Leistung im Lauf der
Zeit, ohne die individuellen Unterschiede der Laufleistung zu beachten, die unabhangig

von der Behandlung vorlagen.

Abb. 10 zeigt fur alle Genlinien eine Ubersicht der Laufleistung mit normierten Werten
im Verlauf, wahrend Abb. 11 die absolute Laufleistung der einzelnen Mause ohne Nor-

mierung zeigt.

Im Folgenden werden die Mittelwerte der normierten Laufleistung mit der zugehorigen
Standardabweichung angegeben, wie auch die F- und p-Werte der ANOVA. Im Fall ei-
nes statistisch signifikanten Ergebnisses der ANOVA werden zusatzlich auch die p-

Werte fur die post-hoc-Analyse nach Dunnett genannt.

3.21 Wildtyp

Fur die Tiere der Wildtyp-Gruppe konnte beobachtet werden, dass zunachst sowohl Kon-
troll- als auch Behandlungsgruppen ihre Laufzeiten im Durchschnitt verlangerten. Der
grolte Anstieg ist hierbei sowohl bei den behandelten als auch bei den nicht behandelten
Tieren innerhalb des ersten Behandlungsmonates zu sehen (Kontrolle 22,7 + 28,4 s;

Rotenon 13,3 + 18,8 s).

Anschlie3end blieben die Durchschnittswerte der Rotenon-Gruppe Uber zwei Monate
fast unverandert (2 Monate 11,9 + 22,4 s; 3 Monate 14,6 + 34,0 s), bei der Kontrollgruppe
ist Uber beide Monate ein leichter Anstieg zu sehen (2 Monate 26,9 + 29,4 s; 3 Monate
30,2 + 35,6 s). Nach vier Monaten Behandlung sind die Durchschnittswerte beider Grup-
pen fast wieder bis zur Baseline gefallen (Kontrolle 4,6 + 22,6 s; Rotenon 1,6 + 31,9 s).
Der Unterschied zum vorherigen Monat ist hier in der Kontrollgruppe groRer als in der
Rotenon-Gruppe. Der Verlauf der Laufleistung beider Gruppen ist in Abb. 10 und Abb. 11
dargestellt.

In einer zweifaktoriellen ANOVA fiir wiederholte Messungen wurde fir die Tiere vom Wild-
typ keine statistisch signifikante Interaktion zwischen Behandlungsart und Behandlungs-
dauer gemessen (1-2 Monate: F(2, 42) = 1,22; p = 0,305; 3—4 Monate: F(2, 18) = 0,50;
p =0,613).
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Fur den Haupteffekt ,Behandlung® zeigte sich, dass sich die durchschnittliche Laufzeit
zwischen Rotenon-behandelten Tieren und Tieren der Kontrollgruppe nicht statistisch
signifikant unterschied (1-2 Monate: F(1, 21)=0,42; p = 0,525; 3-4 Monate: F(1,
9) <0,01; p =0,990).

Fur den Effekt der Behandlungsdauer ergab die ANOVA flr die Behandlungsdauer von
1-2 Monaten einen statistisch signifikanten Unterschied (F(1.83, 38,07) = 9,98;
p =0,001), nicht jedoch fir die Behandlungsdauer von 3-4 Monaten (F(1.27,
11.41) = 4,31; p = 0,054).

Daher wurde im Anschluss flir die Messzeitpunkte 1 und zwei Monate eine post-hoc-
Analyse mit Dunnett-Korrektur durchgefiihrt. Diese zeigte statistisch signifikante Unter-
schiede der Laufzeiten sowohl nach einem (p = 0,043) als auch nach zwei Monaten
(p = 0,023) fur die Tiere der Kontrollgruppe. Fir die Rotenon-behandelten Tiere unter-
schieden sich die Laufzeiten weder nach einem (p = 0,058) noch nach zwei Monaten
(p = 0,158) statistisch signifikant im Vergleich zur Baseline-Messung (Tab. 4 zeigt die

zugehdrigen p-Werte, mittleren Differenzen sowie die 95 %-Konfidenzintervalle).

Tab. 4: Wildtyp Post-hoc-Analyse des Rotarod-Tests

Wildtyp
Behandlung | Behandlungsdauer | Adjustierter 95 %-Konfidenz- Mittlere
p-Wert intervall Differenz
1 Monat *0,043 [-44,6; -0,7] -22,7
2 Monate *0,023 [-49,7; -4,2] -26,9
Kontrolle
3 Monate 0,211 [-82,8; 22,5] -30,2
4 Monate 0,865 [-38,1; 28,8] -4,6
1 Monat 0,058 [-27,1; 0,4] -13,3
2 Monate 0,158 [-28,3; 4,4] -11,9
Rotenon
3 Monate 0,518 [-56,7; 27,5] -14,6
4 Monate 0,989 [-41,0; 37,8] -1,6
3.2.2 LRRK2

Die Laufzeiten der LRRK2-Tiere zeigen einen dhnlichen Verlauf wie die der Wildtyp-Tiere.
Auch hier steigen die durchschnittlichen Laufzeiten der Tiere beider Behandlungsgruppen
innerhalb des ersten Monats im Vergleich zur Baseline am starksten an (Kontrolle 16,8 +
26,9 s; Rotenon 18,7 + 21,7 s). Anschliel3end bleiben die Laufzeiten der Rotenon-behan-
delten Tiere bis zur Testung nach drei Monaten Behandlung annahernd konstant (2 Mo-

nate 19,8 + 24,3 s; 3 Monate 18,6 + 27,7 s), die Kontrollgruppe zeigt auch hier einen
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geringen Anstieg Uber beide Monate (2 Monate 20,9 + 26,2 s; 3 Monate 22,5 + 17,4 s).
Bis zur letzten Messung nach vier Monaten Behandlung fallen die Durchschnittswerte in
beiden Gruppen ungefahr gleich stark ab (Kontrolle 14,4 + 17,1 s; Rotenon 10,4 + 25,0 s;
siehe Abb. 10).

Fur die LRRK2-Gruppe wurde keine statistisch signifikante Interaktion zwischen der Be-
handlung und der Behandlungsdauer errechnet (1-2 Monate: F(2, 42) = 0,05, p = 0,95;
3—4 Monate: F(2, 18) < 0,01; p = 0,998).

Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den durchschnittlichen Lauf-
zeiten der mit Rotenon behandelten Tiere und der Tiere der Kontrollgruppe (1-2 Monate:
F(1, 21) = 0,88, p = 0,360; 3—4 Monate: F(1, 9) = 0,65, p = 0,440).

FUr den zweiten Haupteffekt Behandlungsdauer zeigte sich sowohl bei der Behandlungs-
dauer von 1-2 Monaten (F(1,92, 40,39) = 9,94, p <0,001) als auch von 3-4 Monaten
(F(1,84, 16,56) = 5,43, p = 0,017) ein statistisch signifikanter Unterschied. Um zu ermit-
teln, zu welchen Messzeitpunkten im Vergleich zur Baseline-Messung ein statistisch sig-
nifikanter Unterschied bestand, wurde hier ein paarweiser Test mittels post-hoc-Analyse

mit Dunnett-Korrektur vorgenommen.

Hierbei zeigte sich fur die Rotenon-behandelten Tiere ein statistisch signifikanter Unter-
schied im Vergleich zur Baseline-Messung flr die Messzeitpunkte ein (p = 0,031) und zwei
Monate (p = 0,040), nach drei (p = 0,778) und vier Monaten (p = 0,147) nicht mehr. Fir
die Kontrollgruppe war der Unterschied nur nach zwei Monaten Behandlung (p = 0,033)
statistisch signifikant (1 Monat p = 0,094; 3 Monate p = 0,779; 4 Monate p = 0,184).

In Tabelle 5 sind die p-Werte, die mittleren Differenzen sowie die 95 %-Konfidenzinter-

valle angegeben.

Tab. 5: LRRK2 Post-hoc-Analyse des Rotarod-Tests

LRRK2
Behandlung Behandlungs- Adjustierter 95 %-Konfidenz- Mittlere
dauer p-Wert intervall Differenz
1 Monat 0,094 [-36,4;2,9] -16,8
2 Monate *0,033 [-40,1; -1,8] -20,9
Kontrolle
3 Monate 0,779 [9,2; 13,9] 23
4 Monate 0,184 [-6,0; 27,0] 10,5
1 Monat *0,031 [-35,6; -1,9] -18,7
2 Monate * 0,040 [-38,6; -1,0] -19,8
Rotenon
3 Monate 0,778 [-11,6; 16,9] 2,6
4 Monate 0,147 [-5,3; 27,0] 10,9
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3.2.3 PINK1

Bei den PINK1-Gruppen steigen ahnlich wie bei den anderen Genlinien die Laufzeiten
im ersten Monat der Behandlung an (Kontrolle 17,5 + 15,4 s; Rotenon 13,1 £ 16,5 s), bis
zur Messung nach zwei Monaten zeigen beide Gruppen weiterhin einen leichten Anstieg
(Kontrolle 20,9 + 9,8 s; Rotenon 18,7 + 15,7 s). Die mit Rotenon behandelten Tiere ver-
zeichnen dann weiterhin fir einen Monat einen leichten Anstieg (21,1 + 11,5 s), erst
innerhalb des letzten Monates fallen die Werte leicht ab (13,8 + 13,9 s). Die durchschnitt-
lichen Laufzeiten der Kontrollgruppe nehmen bereits ab einer Behandlungsdauer von
zwei Monaten kontinuierlich ab (3 Monate 11,6 + 28,6 s), bis sie sich bei der letzten

Messung wieder der Baseline nahern (0,9 + 26,1 s; sieche Abb. 10).

Auch bei den Tieren der PINK1-Gruppe zeigte die ANOVA mit Messwiederholung keine
statistisch signifikante Interaktion zwischen den Hauptfaktoren Behandlungsart und -dauer
(1-2 Monate: F(2, 38) = 0,19, p = 0,824; 3—4 Monate: F(2, 20) = 0,78, p = 0,472).

Die Rotenon-behandelten Tiere zeigten im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe
statistisch signifikant unterschiedliche Laufzeiten fur eine Behandlungsdauer von 1-
2 Monaten (F(1, 19) = 5,75, p = 0,027), nicht aber fur die spateren Messungen nach 3—
4 Monaten (F(1, 10) = 0,06, p = 0,810).

Der Faktor der Behandlungsdauer ergab sowohl fiur die Messzeitpunkte 1-2 (F(1,81,
34,30) = 17,26, p < 0,001) sowie 3—4 Monate (F(1,39, 13,85) = 4,68, p = 0,039) statis-

tisch signifikante Unterschiede zwischen den Rotenon- und Kontrollgruppen.

Die post-hoc-Analyse mit Dunnett-Korrektur ergab statistisch signifikante Unterschiede
fur die Messzeitpunkte einen (p = 0,034), zwei (p = 0,003) und drei (p = 0,011) Monate
bei den mit Rotenon behandelten Versuchstieren sowie fir die Messzeitpunkte einen
(p =0,017) und zwei Monate (p < 0,001) bei den Tieren der Kontrollgruppe, nicht aber
fur drei (p = 0,550) und vier Monate (p = 0,995). Tabelle 6 zeigt einen Uberblick tiber die
p-Werte der post-hoc-Analyse inklusive der mittleren Differenzen und der 95 %-Kon-

fidenzintervalle.
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Tab. 6: Post-hoc-Analyse des Rotarod-Tests

PINK1
Behandlung Behandlungs- Adjustierter 95 %-Konfidenz- Mittlere
dauer p-Wert intervall Differenz
1 Monat *0,017 [-31,2; -3,8] -17,5
2 Monate *< 0,001 [-29,7; -12,2] -20,9
Kontrolle
3 Monate 0,550 [-47,0; 23,8] -11,6
4 Monate 0,995 [-33,3; 31,4] -0,9
1 Monat * 0,034 [-25,1; -1,0] -13,1
2 Monate *0,003 [-30,1; -7,2] -18,7
Rotenon
3 Monate *0,011 [-35,3; -6,9] -21,1
4 Monate 0,100 [-31,0; 3,4] -13,8

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Verlauf der Laufleistung bei allen
Genlinien vergleichbar ist. Bei jeweils beiden Behandlungsgruppen aller Genlinien fand
ein Anstieg der Laufzeiten innerhalb des ersten und ein Abfall innerhalb des letzten Mo-
nates der Behandlung statt. Mit Ausnahme von einer Gruppe (PINK1 KO, Kontrolle) blie-
ben die Werte zwischen dem ersten und dritten Behandlungsmonat entweder konstant

oder zeigten einen leichten Anstieg.
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Abb. 12: Relative Laufleistung der Rotenon-behandelten Tiere im Vergleich zur Kontroll-
gruppe liber die Behandlungsdauer. Gezeigt ist die durchschnittliche Laufleistung der Tiere in
Abhéngigkeit der Behandlungszeit fiir die Genlinien A) Wildtyp, B) LRRK2 und C) PINK1. Die
Messwerte wurden durch Differenz zur Baseline-Messung der zugehérigen Maus normiert, um
individuelle Unterschiede auszublenden. Bis zur ersten Messung nach einem Monat zeigt die
Laufleistung in allen Gruppen die héchste Steigerung. AnschlieBend kann bis nach drei Monaten
entweder ein leichter Anstieg oder ein Stagnieren beobachtet werden, nur in der PINK1-Kontroll-
Gruppe nimmt die Leistung bereits nach zwei Monaten Behandlung ab. Nach drei Monaten Be-
handlung féllt die Laufleistung in allen Gruppen unterschiedlich stark ab (eigene Darstellung).
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Abb. 13: Absolute Laufleistung der Versuchstiere in Abhédngigkeit der Behandlungsdauer.
Zu sehen ist die Laufleistung der einzelnen Versuchstiere im Verlauf der Behandlungsdauer. Jede
Linie représentiert eine Maus, es werden die Genlinien A) Wildtyp, B) LRRK2 und C) PINK1 mit
den Behandlungsgruppen a) zwei Monate Kontrolle, b) vier Monate Kontrolle, c) zwei Monate
Rotenon und d) vier Monate Rotenon betrachtet. Trotz individueller Unterschiede ist der iiberwie-
gende Anstieg der Laufleistung innerhalb des ersten Monats sowie der Abfall nach drei Monaten
Behandlungsdauer in fast allen Gruppen erkennbar (eigene Darstellung).
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4 Diskussion

4.1 Immunhistochemie

411 Orale Rotenon-Gabe fiihrt zu Neurodegeneration in der SNc

Obwohl die statistische Analyse der histologischen Daten mit Ausnahme einer Gruppe
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Rotenon- und Kontrollgruppen ergab,
war die durchschnittliche Anzahl der dopaminergen Neurone in allen Rotenon-behandel-
ten Gruppen niedriger als in den zugehdrigen Kontrollgruppen. Diese Ergebnisse decken
sich mit vorherigen Studien, die zeigten, dass die orale Rotenon-Exposition mit der typi-
schen Parkinson-Pathologie in Form von einem Verlust der dopaminergen Neurone ein-
hergeht. [71, 75]

In Tiermodellen mit intravendser oder subkutaner anstatt von oraler Gabe von Rotenon
wurden dagegen vereinzelt keine neuropathologischen Veranderungen, sondern nur das
Auftreten von klinischen Symptomen beschrieben. [130, 131] Das Fehlen neuropatholo-
gischer Veranderungen kdnnte mit den anderen Formen der Exposition zusammenhan-
gen und unterstitzt die These der transsynaptischen Ausbreitung der pathologischen

Veranderungen als Folge von oraler Aufnahme von Umwelttoxinen wie Rotenon. [79]

4.1.2 LRRK2-Mutation fuhrt zu erhdhter Sensibilitat gegeniiber Rotenon-
Exposition

Am deutlichsten war der neurotoxische Effekt der Rotenon-Behandlung bei den LRRK2-

Tieren, hier war der Unterschied der durchschnittlichen Zellzahl zur Kontrollgruppe nach

vier Monaten Behandlung statistisch signifikant (p = 0,044*).

In der Gruppe der zwei Monate mit Rotenon behandelten Mause liegt die Zellzahl einer
einzelnen Maus deutlich (Zellzahl = 15666) Uber denen der restlichen Mause (Mittelwert
LRRK2 2M Rotenon = 9179). Da es aber keinen Hinweis darauf gibt, dass ein Fehler in
der Behandlung oder Methode vorliegt, wird der Wert nicht als Ausreif3er betrachtet und in
die Auswertung mit einbezogen, obwohl er mehr als zwei Standardabweichungen vom
Mittelwert der Gruppe abweicht. Ohne diesen Wert ware der Unterschied zwischen Ro-

tenon- und Kontrollgruppe auch bei zwei Monaten schon signifikant gewesen (p = 0,010%).

Dass die Rotenon-Behandlung bei den LRRK2-Tieren den starksten Effekt hat, zeigt
darauf hin, dass Tiere mit LRRK2-Mutation anfalliger fir eine Rotenon-Exposition sind
als Tiere vom Wildtyp oder mit PINK1-KO. Méglicherweise ist der Effekt mit mehr Tieren

pro Gruppe noch besser zu sehen. So kénnte auch geklart werden, ob der Effekt schon
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nach zwei Monaten Behandlung messbar ist oder nicht. Wenn ja, wiirde das sogar auf
eine noch starkere Interaktion als erwartet hinweisen. Ansonsten waren die Ergebnisse
auch passend zu vorherigen Studien, nach denen die neuropathologischen Veranderun-
gen erst nach drei Monaten das ZNS erreichen. [75] Darliber hinaus wurde fir die
G2019S-LRRK2-Mutation bereits gezeigt, dass sie zu einer erhdhten Anfalligkeit gegen-
Uber dem Rotenon funktionell sehr ahnlichen MPTP fiihrt. [124]

Aulerdem spricht fur die erhdhte Anfalligkeit bei LRRK2-Tieren, dass die Tiere mit 24
Wochen bei Behandlungsstart relativ jung waren und die Rotenon-Behandlung trotzdem
die Parkinson-typische Pathologie zur Folge hatte. Vom Menschen ist bekannt, dass das
Alter bei Parkinson-Syndromen eine wichtige Rolle spielt und vor allem Patienten mit ei-
nem Alter Uber 65 Jahren betroffen sind. [4] Wahrend bei einem Jahr alten Mausen der
schadliche Effekt der Rotenon-Behandlung bekanntist, [75, 132] zeigen die vorliegenden
Ergebnisse aufgrund des Effektes schon bei erst sechs Monate alten Mausen auf eine
erhohte Anfalligkeit hin. Das junge Alter der Versuchstiere konnte auflerdem der Grund
daflr sein, dass bei den Mausen vom Wildtyp kein signifikanter Unterschied zwischen

den Behandlungsgruppen messbar war.

41.3 Keine Gen-Umwelt-Interaktion zwischen PINK1-KO und Rotenon

Obwohl die durchschnittlichen Zellzahlen der mit Rotenon behandelten Tiere zu beiden
Messzeitpunkten niedriger waren als die der Kontrollgruppe, konnte bei den Tieren mit
PINK1-KO weder nach zwei noch nach vier Monaten Behandlung ein signifikanter Un-
terschied festgestellt werden. Daher weisen die vorliegenden Daten darauf hin, dass bei
Individuen in diesem Alter mit PINK1-KO keine erhoéhte Anfalligkeit fir eine Rotenon-

Exposition besteht.

Da sowohl Rotenon als auch PINK1 den mitochondrialen Komplex | der Atmungskette
beeintrachtigen, ware es maoglich, dass bei PINK1-KO oder Mutation bereits Kompensa-
tionsmechanismen vorliegen, die den Rotenon-Effekt ausgleichen kénnen. Eine weitere
Maoglichkeit ist, dass bei Fehlen oder Dysfunktion des PINK1-Proteins die mitochondriale
Komplex | Funktion so stark beeintrachtigt sein konnte, dass die Exposition gegenuber
Rotenon keinen schadigenden Effekt mehr hat. Zumindest ist bekannt, dass das intakte
PINK1-Protein die mitochondriale Funktion unterstitzt, wenn diese durch Rotenon be-
eintrachtigt wurde. [133] Aulierdem wurde in Zellkulturen beobachtet, dass die Expres-
sion von PINK1 gegen Zelluntergang dopaminerger Neurone schutzen kann, die MPTP
ausgesetzt waren. [134] Eine Uberexpression des Gens schiitzt die Zellen auRerdem
gegen mitochondriale Toxine wie Staurosporin, MPTP und Rotenon. [135] Passend dazu

konnten andere Untersuchungen an Zellkulturen zeigen, dass dopaminerge Neurone bei
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Exposition gegeniiber MPTP und Rotenon eher degenerieren, wenn die Konzentration
des PINK1-Proteins verringert wird. Dies deutet auf eine protektive Funktion von intak-
tem PINK1 in dopaminergen Neuronen hin. [136] Im Umkehrschluss kdonnte das Fehlen
des Proteins somit zu einem stark dysfunktionalen Komplex I, womaéglich sogar mit Kom-
pensationsmechanismen fihren, sodass die Rotenon-Gabe keinen Effekt mehr zur

Folge haben kann.

4.2 Rotarod-Versuch

4.21 Orale Rotenon-Gabe fiihrt zu motorischen Parkinson-Symptomen

Bei Betrachtung der Rotarod-Daten fallt auf, dass zwischen Rotenon- und Kontrollgrup-
pen nur minimale Unterschiede bestehen. Insgesamt kann in allen Gruppen ein Anstieg
der Laufleistung innerhalb des ersten Monats beobachtet werden, der am ehesten auf
einen Trainingseffekt zurtickzuflihren ist. Im letzten Behandlungsmonat fallen dagegen
die Laufleistungen in allen Gruppen, was wahrscheinlich ein Zeichen des héheren Alters
der Versuchstiere darstellt. Da sich aber auch ansonsten die Laufleistungen der mit Ro-
tenon behandelten Tiere kaum von denen der Kontrollgruppen unterscheidet, stellt sich
die Frage, ob eine orale Rotenon-Gabe Uberhaupt motorische Symptome auslésen
kann. Da die Datenlage aber Giberwiegend dafiir spricht, [71, 73] liegt es naher, dass die
vorliegenden Daten aufgrund von Schwachpunkten, die weiter unten (siehe Punkt 4.3)

genannt werden, kein reprasentatives Bild zeigen.

4.2.2 Bei PINK1-KO fiihrt Rotenon-Exposition nicht zu motorischen
Symptomen

Bei den Tieren mit PINK1-KO scheint Rotenon wie bei den neuropathologischen Veran-
derungen auch auf die motorischen Fahigkeiten nicht den erwarteten Effekt zu haben.
Hier zeigen die Laufleistungen der mit Rotenon behandelten Tiere sogar einen kontinu-
ierlichen leichten Anstieg, bis sie wie in allen anderen Gruppen im letzten Monat abfallen
(siehe Abb. 10). Diese Beobachtung passt wiederum zu der Hypothese, dass PINK1-
KO-Individuen durch Rotenon-Exposition nicht beeintrachtigt werden, da sehr ahnliche
Pathomechanismen vorliegen und daher womoglich bestehende Kompensationsmecha-
nismen den schadigenden Rotenon-Effekt verhindern. Eine weitere Erklarung ist, dass
bei PINK1-KO die Progression der motorischen Symptome im Vergleich zu sporadi-
schen Formen ohnehin nur eine untergeordnete Rolle spielt und sie aufgrund der gerin-

gen Auspragung nicht messbar war. [53]
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4.2.3 Klinische und pathologische Parkinson-Merkmale stimmen nicht
immer liberein

Am weitesten auseinander liegen die durchschnittlichen Laufzeiten der Tiere der Ro-
tenon- und Kontrollgruppen bei der Wildtyp-Linie, wobei die durchschnittliche Laufleistung
der Kontrollgruppe immer Gber der der Rotenon-behandelten liegt (siehe Abb. 10). Dies
ist insofern Uberraschend, als dass es sich nicht mit den Ergebnissen aus der Immunhis-
tochemie deckt, bei der der groRte Unterschied in der LRRK2-Linie festgestellt wurde.
Eine mdgliche Ursache daflrr ist, dass die motorischen Symptome bei den genetischen
PS-Formen insgesamt eine andere Auspragung haben als bei Wildtyp-Tieren. [39, 53]
Andererseits wurde auch schon an anderer Stelle beschrieben, dass die klinischen Symp-
tome bei Rotenon-induzierten PS nicht immer mit pathologischen Merkmalen Uberein-
stimmen, sondern diese auch ohne die typische Parkinson-Pathologie vorliegen kdnnen.
[131]

4.3 Schwachpunkte

Wie bei jeder wissenschaftlichen Untersuchung bestehen auch fir die vorliegenden Er-
gebnisse Schwachpunkte, die die Ubertragbarkeit auf gréRere Populationen einschran-

ken.

Dazu gehort zum einen die erniedrigte Rotenon-Konzentration, der die Versuchstiere
exponiert wurden. Um die geplante Konzentration von 5 mg/kg Kérpergewicht zu errei-
chen, wurde den Mausen mit einem erwarteten Kérpergewicht von 25 g jeweils 0,125
mg Rotenon verabreicht. Da die Mduse im Lauf des Versuchs aber ein hdheres Korper-
gewicht von 30 g erreichten, sinkt die verabreichte Konzentration damit auf 4,2 mg/kg.

Dadurch kénnte der neurotoxische Effekt von Rotenon abgeschwacht worden sein.

Weiterhin wurden mit dem fiir diese Versuche genutzten Rotarod-Gerat insgesamt deut-
lich héhere Laufzeiten gemessen als mit dem bisher im Institut genutzten Gerat (Vor-
ganger-Modell des gleichen Herstellers), das kurz vor Versuchsbeginn defektbedingt
ausgetauscht werden musste. Das kdnnte an der strukturierten Beschichtung der Walze
des Gerates liegen (siehe Abb. 12), die den Mausen ein Festhalten erméglichte und die

Methode damit weniger sensitiv macht.

Eine weitere Einschrankung stellt der geringe Stichprobenumfang dar, der trotz anderer
Planung durch einen Berechnungsfehler entstand. Um aussagekraftige und Ubertrag-
bare Ergebnisse zu produzieren, mussten die Versuche an einer groReren Stichprobe

wiederholt werden.
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Zuletzt bleibt wie bei allen Tiermodellen die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse

auf den Menschen offen.

Abb. 14: Rotarod Walze mit strukturierter Oberflache. Das Foto zeigt eine Walze aus dem
Rotarod-Gerét, das fiir die Versuche genutzt wurde. Zu sehen ist die geriffelte Oberflachenstruk-
tur der Walze, die den Versuchstieren méglicherweise ein Festhalten an der Walze erleichterte
und so zu ldngeren Laufzeiten gefiihrt haben kénnte (eigene Darstellung).

4.4 Konklusion

441 Gen-Umwelt-Interaktion zwischen LRRK2-Mutation und Rotenon
wahrscheinlich

Die vorliegenden Ergebnisse weisen auf eine Gen-Umwelt-Interaktion zwischen LRRK2-
R1441C-Mutation und Rotenon hin, da die Tiere mit LRRK2-Mutation anfélliger zu sein
scheinen als die Tiere der Wildtyp- und PINK1-KO-Linie. Trotz der geringeren Rotenon-
Konzentration von 4,2 mg/dl und des Uberschaubaren Stichprobenumfanges ist der Ef-
fekt der Rotenon-Behandlung in Form von Neurodegeneration deutlich sichtbar. Dass
der Effekt ohne den einen Wert, der weit vom Mittelwert entfernt liegt, sogar nach nur
zwei Monaten Behandlung bei relativ jungen Mausen statistisch signifikant ware, unter-

stitzt diese These zuséatzlich.

442 Gen-Umwelt-Interaktion zwischen PINK1-KO und Rotenon durch
ahnlichen Pathomechanismus unwahrscheinlich

Fir die PINK1-KO-Linie sprechen die vorliegenden Daten eher gegen eine Interaktion
mit Rotenon, da sowohl die neuropathologischen als auch die klinischen Effekte nach
Rotenon-Behandlung vergleichbar mit den Mausen vom Wildtyp waren. Obwohl die

durchschnittliche Zellzahl der dopaminergen Neurone in der SNc bei den mit Rotenon
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behandelten Tieren zu beiden Messzeitpunkten geringer war als in den Kontrollgruppen,
war kein statistisch signifikanter Unterschied messbar. Moglicherweise ist der Grund da-
fur, dass die PINK1-Mutation so wie die Rotenon-Exposition eine ahnliche Pathophysio-
logie zur Folge haben, namlich die Dysfunktion des mitochondrialen Komplexes |I. Wenn
die Funktion des Komplexes | durch Mutation im PINK1-Gen bereits defizitar ist, kann
sie durch Rotenon nicht weiter verschlechtert werden; oder aber es existieren bereits
Kompensationsmechanismen, die die schadliche Rotenon-Wirkung ausgleichen kon-
nen. Nicht auszuschlief3en sind aber auch eine Verschleierung des Effektes durch einen
zu geringen Stichprobenumfang oder eine zu geringe Rotenon-Konzentration von weni-
ger als 5 mg/kg Kérpergewicht. Um diese Moglichkeit auszuschlieen, sind weitere Stu-

dien mit mehr Versuchstieren notwendig.

44.3 Zunehmende Bedeutung der Pravention bei der Parkinson-
Krankheit

Durch den erwarteten Anstieg der Inzidenz der PK [6] erlangt die Frage nach neuen
praventiven und therapeutischen Moéglichkeiten zukinftig noch mehr Gewicht. Vor allem
bei familiar belasteten oder anderweitig pradisponierten Personen kénnen praventive
MafRnahmen eine entscheidende Rolle spielen. Eine dieser Malhahmen kénnte auch
der Verzehr von Lebensmitteln aus biologischer Landwirtschaft ohne den Einsatz von
Pestiziden sein, fur die eine Gen-Umwelt-Interaktion belegt ist. Nachfolgende Studien
mussen zeigen, ob eine Interaktion zwischen der LRRK2-R1441C-Mutation und Ro-
tenon wiederholbar ist und eventuell auch fur andere Parkinson-beglnstigende Mutatio-

nen und Umweltfaktoren besteht.

4.5 Zusammenfassung

Die Atiologie der Parkinson-Erkrankung gilt trotz intensiver Forschung bis heute als nicht
vollstandig geklart. Mutationen in den Genen LRRK2 und PINK1 gehdren ebenso wie das
Pestizid Rotenon zu der wachsenden Anzahl nachweislich Parkinson-beglnstigender
Einflussfaktoren. Doch obwohl inzwischen zahlreiche Autoren von einer multifaktoriellen
Genese ausgehen, gibt es bisher nur wenige Untersuchungen zu Gen-Umwelt-Interakti-

onen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, bestehende Gen-Umwelt-Interaktionen zwischen
dem Pestizid Rotenon und den Mutationen LRRK2-R1441C und PINK1-KO zu identifi-
zieren. Dazu wurden Mause der LRRK2-, der PINK1- und einer Wildtyp-Linie flr zwei
oder vier Monate oral mit Rotenon behandelt und jeweils mit einer Kontrollgruppe vergli-

chen. Neuropathologische Veranderungen und motorische Symptome wurden mithilfe
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von immunhistochemischen Verfahren und der Laufleistung auf dem Rotarod gemessen,

um die Krankheitsprogression zu messen.

Es konnte gezeigt werden, dass die mit Rotenon behandelten Tiere in allen Gruppen
durchschnittlich weniger dopaminerge Neurone in der SNc aufweisen als die der Kon-
trollgruppen. Bei den vier Monate behandelten LRRK2-Mausen war dieser Unterschied
statistisch signifikant. Die Laufleistungen der Versuchstiere verliefen dagegen Uber alle

Genlinien und Behandlungsgruppen hinweg ahnlich.

Die ausgepragte neuropathologische Auswirkung der Behandlung auf die LRRK2-Tiere
spricht fur eine erhdhte Anfalligkeit dieser Genlinie gegenuber Rotenon. Ebenfalls darauf
hinweisend ist, dass der neurotoxische Effekt bereits bei den vergleichsweise jungen
Versuchstieren sichtbar war. Zudem war der Unterschied der Zellzahlen in der LRRK2-

Linie bereits nach zwei Monaten Behandlung deutlich sichtbar.

Fir die PINK1-Linie scheint eine Gen-Umwelt-Interaktion mit Rotenon unwahrscheinlich,
da weder neuropathologische noch klinische Hinweise auf eine erhéhte Anfalligkeit ge-
genliber Rotenon bestehen. Eine mégliche Erklarung ist die Ahnlichkeit der Pathome-
chanismen von Rotenon und PINK1-KO. So kénnten bestehende Kompensationsme-
chanismen des dysfunktionalen mitochondrialen Komplex | bei PINK1-KO die Rotenon-

Wirkung ausgleichen.

Insgesamt sprechen die vorliegenden Daten somit fir eine Interaktion von Rotenon mit
der LRRK2-Mutation, nicht jedoch mit der PINK1-Mutation. Zuklnftige Studien missen
zeigen, ob die vorliegenden Ergebnisse wiederholbar sind und ob weitere Gen-Umwelt-
Interaktionen bestehen. Praventive Ansatze konnten so individuell angewandt werden

und pradisponierte Personen vor der Erkrankung schitzen.
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Anhang

Anhang A: Rohdaten Histologie

Tab. 7: Rohdaten der Immunhistochemie. Angegeben sind die Brain Number der jeweiligen
Maus sowie Genlinie, Behandlungsdauer, Behandlungsart und die zugehérige Anzahl
der dopaminergen Neurone in der SNc.

Brain Number Genotyp Behandlungsdauer| Behandlung Zellzahl
1260 Wildtyp 4 Monate Kontrolle 9434
1367 Wildtyp 4 Monate Kontrolle 14309
1375 Wildtyp 4 Monate Kontrolle 13011
1405 Wildtyp 4 Monate Kontrolle 13422
1368 Wildtyp 4 Monate Kontrolle 12188
1271 Wildtyp 4 Monate Rotenon 10605
1267 Wildtyp 4 Monate Rotenon 10257
1220 Wildtyp 4 Monate Rotenon 7344
1291 Wildtyp 4 Monate Rotenon 13897
1309 Wildtyp 4 Monate Rotenon 11554
1354 Wildtyp 4 Monate Rotenon 6933
1163 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 13232
1165 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 15923
1153 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 11175
1172 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 11618
1217 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 14593
1227 Wildtyp 2 Monate Kontrolle 5508
1129 Wildtyp 2 Monate Rotenon 14182
1138 Wildtyp 2 Monate Rotenon 7819
1191 Wildtyp 2 Monate Rotenon 9877
1192 Wildtyp 2 Monate Rotenon 5666
1237 Wildtyp 2 Monate Rotenon 13422
1295 Wildtyp 2 Monate Rotenon 10003
1239 LRRK2 4 Monate Kontrolle 10700
1240 LRRK2 4 Monate Kontrolle 12472
1250 LRRK2 4 Monate Kontrolle 13770
1219 LRRK2 4 Monate Kontrolle 17026
1230 LRRK2 4 Monate Kontrolle 9811
1232 LRRK2 4 Monate Kontrolle 11931
1221 LRRK2 4 Monate Rotenon 8832




54 Anhang
Brain Number Genotyp Behandlungsdauer| Behandlung Zellzahl
1222 LRRK2 4 Monate Rotenon 11016
1223 LRRK2 4 Monate Rotenon 8199
1235 LRRK2 4 Monate Rotenon 10634
1236 LRRK2 4 Monate Rotenon 13577
1126 LRRK2 2 Monate Kontrolle 14372
1124 LRRK2 2 Monate Kontrolle 14150
1155 LRRK2 2 Monate Kontrolle 10858
1161 LRRK2 2 Monate Kontrolle 11270
1154 LRRK2 2 Monate Kontrolle 12153
1156 LRRK2 2 Monate Kontrolle 6488
1131 LRRK2 2 Monate Rotenon 8167
1145 LRRK2 2 Monate Rotenon 7534
1150 LRRK2 2 Monate Rotenon 7946
1136 LRRK2 2 Monate Rotenon 8355
1140 LRRK2 2 Monate Rotenon 7406
1137 LRRK2 2 Monate Rotenon 15666
1226 PINK1 2 Monate Kontrolle 15543
1285 PINK1 2 Monate Kontrolle 12093
1377 PINK1 4 Monate Kontrolle 13580
1403 PINK1 4 Monate Kontrolle 12314
1406 PINK1 4 Monate Kontrolle 10130
1181 PINK1 4 Monate Kontrolle 11899
1184 PINK1 4 Monate Kontrolle 15602
1369 PINK1 4 Monate Kontrolle 12121
1198 PINK1 4 Monate Rotenon 10447
1355 PINK1 4 Monate Rotenon 12504
1396 PINK1 4 Monate Rotenon 12093
1394 PINK1 4 Monate Rotenon 13830
1196 PINK1 4 Monate Rotenon 11836
1332 PINK1 4 Monate Rotenon 10064
1284 PINK1 2 Monate Kontrolle 14119
1280 PINK1 2 Monate Rotenon 9972
1297 PINK1 2 Monate Rotenon 10035
1266 PINK1 2 Monate Rotenon 10858
1279 PINK1 2 Monate Rotenon 15064
1205 PINK1 2 Monate Rotenon 11741
1242 PINK1 2 Monate Rotenon 13988
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55

Anhang B: Rohdaten Rotarod

Tab. 8:

Rohdaten des Rotarod-Versuchs. Gezeigt sind fiir alle Genlinien und Behandlungs-
gruppen die Laufzeiten der Versuchstiere auf dem Rotarod-Gerét in Sekunden. Es gibt
flinf Messzeitpunkte (t1-t5), fiir die pro Maus jeweils ein Mittelwert aus neun Messungen
errechnet wurde. Fiir jeden Messzeitpunkt wurde fiir jedes Versuchstier an drei aufei-
nanderfolgenden Tagen (d1-d3) jeweils drei Mal die Laufleistung gemessen (m1-m3).

Wildtyp 4 Monate Kontrolle

Brain Number 1260 1226| 1368| 1375| 1405 1367
m1/d1/t1 50 98,7| 67,2 120,4| 126,5| 20,7
m2/d1/t1 40,4 100,6| 19,6 144| 106,7| 113,7
d1 m3/d1/t1 57 752 52,9 132 190,5| 46,2
m1/d2/t1 103,5 105,3 56 183 195| 114,9
m2/d2/t1 150,5 123,6| 61,6| 186,3| 1958 76,9
d2 m3/d2/t1 200 74,4| 138,9 114| 198,3| 559
m1/d3/t1 156,7 135,9| 141,9 195| 141,3 162
m2/d3/t1 200 114 151| 139,6| 144,9 132
t1 d3 m3/d3/t1 200 132,3| 187,2| 143,6| 151,8| 160,2
m1/d1/t2 97,5 81,3| 141,8| 191,2| 152,8| 148,6
m2/d1/t2 156,7 108,4| 151,2 200| 163,5| 188,7
d1 m3/d1/t2 180 122,2| 167,5| 178,6| 157,6| 159,3
m1/d2/t2 166,7 111| 183,1| 170,6| 181,9| 149,3
m2/d2/t2 200 125,8| 147,7| 150,4| 139,4| 154,3
d2 m3/d2/t2 200 132,7| 123,8| 151,6 200| 200
m1/d3/t2 200 139,1| 163,7 133| 200 193
m2/d3/t2 200 180,3| 153,4| 178,3| 138,8| 190,5
t2 d3 m3/d3/t2 195,4 198,4| 144,5| 199,7| 148,5| 176,9
m1/d1/t3 200 136,5| 200 134 155
m2/d1/t3 200 143,1 200| 170,4| 167,7
d1 m3/d1/t3 200 137,8| 134,7| 166,5| 150,8
m1/d2/t3 200 155,9| 185,2| 183,3| 131,5
m2/d2/t3 200 162,3| 143,2| 153,4| 162,3
d2 m3/d2/t3 200 200| 178,9| 172,5 166

m1/d3/t3 200

m2/d3/t3 198,2

3 d3 m3/d3/t3 176,3
t4 d1 m1/d1/t4 200 180| 191,5| 163,5| 1754




56 Anhang
Wildtyp 4 Monate Kontrolle
Brain Number 1260 1226 | 1368| 1375| 1405 1367
m2/d1/t4 200 175| 173,8| 150,2| 100,3
m3/d1/t4 137,2 71,5 200| 143,5| 51,9
m1/d2/t4 200 175,1| 131,8| 111,5| 161,3
m2/d2/t4 200 155,4| 168,5| 159,1| 159,1
d2 m3/d2/t4 200 177,3| 194,6 104 | 150,6
m1/d3/t4 158,6 160,5 200| 112,8] 131,9
m2/d3/t4 194,9 178,1 200 147| 68,3
d3 m3/d3/t4 170,1 200 200| 140,3| 58,7
m1/d1/t5 176,6 51,9| 184,3| 92,8| 146,6
m2/d1/t5 122,6 129,2| 136,6| 102,5| 53,9
d1 m3/d1/t5 157,3 110,8| 158,1 106| 80,9
m1/d2/t5 197 151,7| 164,8| 121,8| 104,8
m2/d2/t5 79,1 141,3| 181,8| 166,4| 98,4
d2 m3/d2/t5 165 95,1| 180,8| 133,8| 137,5
m1/d3/t5 55,8 127,9| 145,6| 144,8| 66,8
m2/d3/t5 200 133,1| 174,5| 148,4| 80,8
t5 d3 m3/d3/t5 138,3 187,4| 143,5| 150,7 108
Wildtyp 4 Monate Rotenon
Brain Number 1354 1220 1267 | 1271 1309 1291
m1/d1/t1 30,9 37,3| 298| 825| 34,6| 126,5
m2/d1/t1 172,1 125 114,8| 96,9| 119,3| 156,3
d1 m3/d1/t1 20,3| 133,4| 82,5| 130,4| 101,1| 158,3
m1/d2/t1 153,6| 101,3| 107,5| 192,8| 162,2 194
m2/d2/t1 174,5 80,3 97| 163,4| 147,8| 1804
d2 m3/d2/t1 185,2 81,3| 102,4| 151,1| 158,7| 139,3
m1/d3/t1 183,5| 134,8| 119,3 200| 181,3 200
m2/d3/t1 188,7| 130,1 99,9 200| 181,7 185
t1 d3 m3/d3/t1 151,1| 116,4| 113,6 200| 130,9| 176,9
m1/d1/t2 146,7| 127,6| 1354| 1754| 121,7| 156,9
m2/d1/t2 156,7| 139,8| 143,2 200 158 | 130,1
d1 m3/d1/t2 163| 162,5| 1259 200| 147,3| 180,3
m1/d2/t2 141| 106,3| 108,5| 171,9| 163,5
t2 d2 m2/d2/t2 166,4| 119,2| 145,1 200| 174,9
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Wildtyp 4 Monate Rotenon

Brain Number 1354\ 1220 1267| 1271 1309| 1291
m3/d2/t2 135,8| 105,9 200 111| 184,6
m1/d3/t2 100,3 775 142,7| 111,3| 177,7| 131,8
m2/d3/t2 138,6 41,3| 131,5| 117,8| 172,6| 148,8
d3 m3/d3/t2 61 93,7| 120,2| 128,1| 182,4| 1494
m1/d1/t3 118,3| 107,4| 1253 200| 154,5| 95,8
m2/d1/t3 11,2 113,4| 130,8| 186,5| 182,6| 1318
d1 m3/d1/t3 165,7| 129,4| 158,4 200 179,2| 1519
m1/d2/t3 200 132,6 118 200| 145,6| 113,8
m2/d2/t3 178,9 65,6 106 200| 159,2| 131,6
d2 m3/d2/t3 175,11 120,5| 137,2 200| 197,9| 106,4
m1/d3/t3 75,1| 120,2 200
m2/d3/t3 90| 122,7 200
t3 d3 m3/d3/t3 100| 132,2 200
m1/d1/t4 160,5| 102,6| 170,7 200| 176,9| 145,2
m2/d1/t4 187,6 94,6 195 200 183| 72,5
d1 m3/d1/t4 174,1| 122,6| 191,6| 194,3| 187,3| 454
m1/d2/t4 133,6 76,8 108,7 200 112,8| 131,3
m2/d2/t4 173,4| 102,4| 99,8 200| 182,6| 1754
d2 m3/d2/t4 132,4| 113,3| 100,4 200| 181,6| 142,33
m1/d3/t4 181,9 76| 124,5 200| 135,8| 99,6
m2/d3/t4 11,6 119,1] 120,5 200 197 117
t4 d3 m3/d3/t4 149,6| 107,3 113 200 200| 180,8
m1/d1/t5 177,1| 116,1| 166,3 200| 150,8| 128,6
m2/d1/t5 771 88,9 130 200| 137,5| 61,1
d1 m3/d1/t5 168,4| 161,8| 1452 200| 119,9| 133,1
m1/d2/t5 127,4| 102,2 133| 170,1 97,4| 125,8
m2/d2/t5 148,5| 123,1| 170,1| 155,2| 121,7| 152,8
d2 m3/d2/t5 95,9 113,6 98| 158,9 200| 117.8
m1/d3/t5 119,2 82,9 108,2| 199,9 200 91
m2/d3/t5 71| 104,1| 1116 200 89,7| 129,7
t5 d3 m3/d3/t5 118,2 63,6 154| 190,9| 161,2 136




58 Anhang
Wildtyp 2 Monate Kontrolle
Brain Number 1227 1153| 1172 1163| 1217 1165
m1/d1/t1 0,1 78,1 83,2| 102,7| 97,8| 156,5
m2/d1/t1 158,8| 43,1 17,91 134,9| 89,6 200
d1 m3/d1/t1 164,4 133 116| 1854 61,3| 1884
m1/d2/t1 135,9| 63,1 139,9| 199,3| 120,8 200
m2/d2/t1 128,5| 91,4 182,3| 157,1| 169,2| 83,8
d2 m3/d2/t1 156,1 77,1 116| 140,2| 155,2 200
m1/d3/t1 165,8| 112,8| 121,9| 141,8| 150,1 200
m2/d3/t1 116,1| 127,8 156| 115,6 200 112
t1 d3 m3/d3/t1 143,6| 131,7| 137,5| 149,7| 194,8 200
m1/d1/t2 105,5| 52,5| 122,8| 132,7| 105,5 140
m2/d1/t2 136,8| 73,6| 1656 136,8| 1453 200
d1 m3/d1/t2 136,6| 80,6| 49,6| 138,1| 1952| 72,7
m1/d2/t2 131 129,2| 134,7| 138,6 200 200
m2/d2/t2 128,8| 94,7| 166,6| 158,1| 144,2 200
d2 m3/d2/t2 117,8| 116,8| 156,7| 125,5| 1884 200
m1/d3/t2 114,5| 77,5| 164,1| 159,3 161 200
m2/d3/t2 97,7| 94,8 198| 126,1 198 200
t2 d3 m3/d3/t2 103| 93,9| 182,4| 141,5| 174,8 200
m1/d1/t3 115,1 75,6 200| 171,9| 167,5 200
m2/d1/t3 115,5| 75,5 200| 199,8| 152,8 200
d1 m3/d1/t3 152,5| 92,8 184,3 134| 145,2 200
m1/d2/t3 159| 135,1| 151,8| 128,2| 121,6 200
m2/d2/t3 146| 109,9| 164,5| 101,1| 127,9| 110,8
d2 m3/d2/t3 118| 144.,8 162 73| 139,8 200
m1/d3/t3 124,2 200 154,4
m2/d3/t3 177,2 181,5 70,2
t3 d3 m3/d3/t3 168,4 200 154,4
Wildtyp 2 Monate Rotenon
Brain Number 1192 1138| 1191| 1295| 1237 1129
m1/d1/t1 88,4 54,5 24,6 82,7 112,8 54,6
m2/d1/t1 165| 108,9| 98,2| 159,7 0,2| 1153
d1 m3/d1/t1 170,8| 139,6| 134,4 200| 164,2 31,2
t1 d2 m1/d2/t1 181,2| 120,4| 149,6| 55,1 200| 98,2
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Anhang 59

Wildtyp 2 Monate Rotenon

Brain Number 1192 1138| 1191 1295| 1237| 1129
m2/d2/t1 105,3| 164,4| 146,8| 184,8 200 974
m3/d2/t1 115| 126,1| 192,2| 181,3 200 113,3
m1/d3/t1 162,1| 157,5| 156,9| 1457 26,6 107,6
m2/d3/t1 142,5| 152,6| 166,7| 176,3 200| 131,6
d3 m3/d3/t1 147,6| 117,8| 171,1| 139,5| 180,8| 954
m1/d1/t2 48,2| 151,4| 148,2 173 200| 88,9
m2/d1/t2 131,4| 159,1| 156,8| 176,6 200 121,4
d1 m3/d1/t2 171| 147,7| 158,3| 167,9| 59,6| 85,8
m1/d2/t2 186 106 127| 164,4 200| 95,9
m2/d2/t2 171,8| 140,8 123| 159,6 200| 104,1
d2 m3/d2/t2 198| 145,7| 181,9| 1504 200| 86,1
m1/d3/t2 162,4| 143,9| 1566,1| 165,5 200 29,2
m2/d3/t2 200| 145,1| 168,4| 153,9 200| 1197
t2 d3 m3/d3/t2 195,9| 136,9| 163,3 164 200| 100,4
m1/d1/t3 161,9| 133,8| 163,7| 132,5| 137,6| 95,7
m2/d1/t3 133| 161,2| 147,5| 168,4| 174,8| 107,7
d1 m3/d1/t3 156| 132,3| 125,5| 1475 162| 135,5
m1/d2/t3 134,7 107 200 134,2| 179,7| 62,5
m2/d2/t3 193,6| 167,1 148| 121,5| 127,3| 116,8
d2 m3/d2/t3 132,1| 126,9| 126,9| 123,5| 172,6| 129,6
m1/d3/t3 146 165,8| 75,3
m2/d3/t3 155,1 185,7 200
t3 d3 m3/d3/t3 115,3 180,4 200

LRRK2 4 Monate Kontrolle

Brain Number 1230 1239| 1232 1240 1250| 1219
m1/d1/t1 29,8| 167,2| 44,3| 1559 134,4| 126,8

m2/d1/t1 81,5 200 37,3 146| 33,7 19

d1 m3/d1/t1 108,6 200| 114,7| 163,4| 193,2| 153,8

m1/d2/t1 66| 189,3| 146,2| 157,8 200| 167,3

m2/d2/t1 51,7 99,3| 146,4| 190,8 200 52

d2 m3/d2/t1 139,3| 169,7| 170,1| 163,1 60,9 200

m1/d3/t1 127,6| 153,3| 162,7 155 200| 130,9

t1 d3 m2/d3/t1 91,5 161,4 200 164 200 200




60 Anhang
LRRK2 4 Monate Kontrolle

Brain Number 1230| 1239 1232 1240 1250 1219

m3/d3/t1 98| 198,4| 176,1 200 200 60,9

m1/d1/t2 102| 165,7 139 177 200| 138,7

m2/d1/t2 105,2| 131,4| 157,5| 176,1| 199,4| 1925

d1 m3/d1/t2 949| 167,9| 146,9| 186,1| 183,3| 173,5

m1/d2/t2 111,9| 152,9| 117,6| 157,4| 191,1| 177,4

m2/d2/t2 109,3| 139,5| 1294 200 200 182,9

d2 m3/d2/t2 116,2| 187,4| 100,5 145 200 200

m1/d3/t2 111,7| 167,9 93,3| 128,8| 179,2| 157,9

m2/d3/t2 114,9 200| 82,8| 624 200 200

t2 d3 m3/d3/t2 109 200| 90,6| 160,5 200 200

m1/d1/t3 97,9 173 153,7| 181,2| 199,9| 122,9

m2/d1/t3 108| 180,5| 105,3 200 200| 161,8

d1 m3/d1/t3 96,7 200| 160,6 200 200 122,4

m1/d2/t3 110,8| 184,3| 114,8 141 200| 159,7

m2/d2/t3 108 200| 1484 200 200 172,7

d2 m3/d2/t3 110,2 200| 139,2] 1821 200 174,3

m1/d3/t3 113,3 200| 158,7| 145,8 200 141,7

m2/d3/t3 81,8 200| 161.,8 200 200 172,5

t3 d3 m3/d3/t3 154,6 200| 188,1 200 200 174,4

m1/d1/t4 102,5 200| 145,1| 156,6 200| 183,5

m2/d1/t4 111,3 200| 136,3 200 200| 188,3

d1 m3/d1/t4 113,2 200 153,1| 1917 200| 1453

m1/d2/t4 86,9 186,5| 139,3| 167,9 200 114

m2/d2/t4 118,4 200| 1417 200 200| 187,6

d2 m3/d2/t4 97,5 152| 129,5| 199,6 200 194

m1/d3/t4 66,4 145| 106,1| 134,7 200| 138,5

m2/d3/t4 87,3| 192,6| 162,4| 157,3 200 200

t4 d3 m3/d3/t4 95,4 200| 189,9| 172,2 200| 186,3

m1/d1/t5 85,2 146,1| 165,6| 192,8 200| 166,4

m2/d1/t5 89 200| 168,2| 177,6 200| 189,5

m3/d1/t5 102,7| 161,3| 164,2| 192,6 200| 173,4

m1/d2/t5 91,1 197,3| 168,3| 154,3 200| 123,7

m2/d2/t5 81,1 200| 180,6| 167,9 200 118,5

t5 m3/d2/t5 98,6 187,8| 1634 160 200| 125,3
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Anhang 61
LRRK2 4 Monate Kontrolle
Brain Number 1230 1239| 1232 1240 1250 1219
m1/d3/t5 55,5 120,1| 93,7| 94,8/ 188,1| 94,7
m2/d3/t5 71,3| 197,2| 154,3| 177,7 200| 151,5
m3/d3/t5 89,7| 186,2 180| 170,8 200| 115,8
LRRK2 4 Monate Rotenon
Brain Number 1223 | 1221| 1235 1222 1236
m1/d1/t1 67,6 79| 62,3 3,6| 1422
m2/d1/t1 128,4| 123,1 91| 1134 37
d1 m3/d1/t1 97,5| 92,8\ 77,9 126,2 89
m1/d2/t1 154| 106,1| 150,9| 106,8| 163,2
m2/d2/t1 170,5| 120,3 200| 38,9 584
d2 m3/d2/t1 199| 129,3 200| 135,8| 157,2
m1/d3/t1 151,7| 118,8| 175,3| 169,7| 118,1
m2/d3/t1 40,7| 149,4| 193,3| 166,6 165
t1 d3 m3/d3/t1 200| 139,9 200| 199,4| 121,6
m1/d1/t2 134| 80,5 159,9| 106,8| 143,8
m2/d1/t2 110,9| 97,8 200| 154,8| 92,8
d1 m3/d1/t2 158,1| 112,9| 184,5| 147,6 66
m1/d2/t2 192| 88,8 1955 160| 108,7
m2/d2/t2 200| 941 200| 169,3| 153,2
d2 m3/d2/t2 200| 109,6 200| 156,2 111
m1/d3/t2 200| 111,3 145| 166,9| 118,5
m2/d3/t2 200| 117,8 178| 133,3| 115,6
t2 d3 m3/d3/t2 200| 128,1 200| 149,8| 145,9
m1/d1/t3 200| 103,5| 119,1| 127,8| 160,4
m2/d1/t3 200| 93,5 200| 152,3| 110,6
d1 m3/d1/t3 200| 114,3| 177,9| 145,6 144
m1/d2/t3 200 83,4| 167,2| 148,8| 148,7
m2/d2/t3 200| 104,1| 186,8| 158,5| 164,9
d2 m3/d2/t3 200| 90,5| 129,5| 110,8| 166,5
m1/d3/t3 200 96,1| 91,2| 144,6| 184,5
m2/d3/t3 200| 114,2| 120,1| 182,2 200
t3 d3 m3/d3/t3 200| 115,3| 30,6| 152,3| 147,3
t4 d1 m1/d1/t4 165,8| 93,2 144,7| 124,8| 163,1




62 Anhang
LRRK2 4 Monate Rotenon
Brain Number 1223 | 1221| 1235| 1222 1236
m2/d1/t4 200| 123,2| 186,9| 121,5 154
m3/d1/t4 200| 129,7| 140,8| 166,2| 164,2
m1/d2/t4 200 99,1| 166,8| 159,3| 138,2
m2/d2/t4 200 117 116,9| 142,7| 1422
d2 m3/d2/t4 183,2| 106,1| 158,6| 139,3| 142,9
m1/d3/t4 169,3| 79,9| 126,1| 117,3| 1341
m2/d3/t4 200| 123,3| 152,7| 140,9| 170,8
d3 m3/d3/t4 200| 104,3| 105,5| 96,9 157,9
m1/d1/t5 188,6| 108,2| 127,2| 159,1| 137,8
m2/d1/t5 178,7| 82,6 140,1| 157,7| 171,5
d1 m3/d1/t5 194,8| 108,4| 94,1| 166,5| 135,6
m1/d2/t5 194| 103,5| 151,3| 132,1| 93,6
m2/d2/t5 177,7) 112,5| 109,4| 116,4| 124,7
d2 m3/d2/t5 167,9| 108,9| 183,1| 72,1| 154,8
m1/d3/t5 143,2 79| 118,7| 97,6| 130,4
m2/d3/t5 175,5| 123,3 150| 159,1| 142,4
t5 d3 m3/d3/t5 162| 108,4| 133,8| 122,6| 198,7
LRRK2 2 Monate Kontrolle
Brain Number 1156 1155| 1161| 1154 1124| 1126
m1/d1/t1 75,1| 140,8| 17,2 21,3| 946| 71,3
m2/d1/t1 91,9 161| 93,7 11,6 88,8 1253
d1 m3/d1/t1 69,7| 186,2 61| 142,7| 46,9 1717
m1/d2/t1 126,1| 87,8| 95,6| 179,8| 107,5| 27,7
m2/d2/t1 28,7| 102,4| 110,3 188| 128,8| 78,4
d2 m3/d2/t1 136| 174,6| 180,1 138| 39,6| 954
m1/d3/t1 749| 1204 189 200| 132,1| 140,3
m2/d3/t1 129,4 159| 191,3| 178,2| 130,8| 128,9
t1 d3 m3/d3/t1 167,2| 157,9 172 200| 143,7| 165,9
m1/d1/t2 109,4| 109,1| 129,9 200 119| 162,5
m2/d1/t2 96,5| 171,7| 130,7 200| 138,9| 121,2
d1 m3/d1/t2 105,1| 109,1 131| 195,8| 121,8| 50,6
m1/d2/t2 111,3| 106,2| 158,6| 141,8| 139,4 57,3
t2 d2 m2/d2/t2 138,6| 144,6 171| 160,4| 154,6| 78,3
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Anhang

63

LRRK2 2 Monate Kontrolle

Brain Number 1156 1155| 1161| 1154 1124| 1126
m3/d2/t2 146,7| 142,2| 195,4| 190,9 164| 63,3
m1/d3/t2 69,2| 125,5| 197,6 200| 86,5/ 73,1
m2/d3/t2 160,9| 70,7| 189,2 200| 118,8| 168,5
d3 m3/d3/t2 156,6 | 149,2 191 200| 152,8| 157,8
m1/d1/t3 146,7| 43,3| 137,1| 159,1| 125,7| 1404
m2/d1/t3 137,2| 77,9 200 200 120 114
d1 m3/d1/t3 127,9| 129,3 63 200| 131,2| 100,7
m1/d2/t3 102,9| 145,2 200| 199,5| 122,3| 107,7
m2/d2/t3 133,5| 69,5| 196,4 185 121,7| 72,6
d2 m3/d2/t3 125,21 95,2 200 200| 160,8| 137,5
m1/d3/t3
m2/d3/t3
t3 d3 m3/d3/t3
LRRK2 2 Monate Rotenon
Brain Number 1140 1145| 1150 1131 1136| 1137
m1/d1/t1 65,8| 102,5 37| 118,3| 93,3| 15,6
m2/d1/t1 889 16,6| 13,3| 110,9| 108,5| 79,6
d1 m3/d1/t1 135,8| 28,4| 66,2| 106,8| 1457| 70,5
m1/d2/t1 103| 953| 957| 122,6| 149,8| 81,6
m2/d2/t1 103,8| 151,6| 88,6 123,1| 157,3| 1324
d2 m3/d2/t1 129,6| 23,8| 84,3| 133,1| 184,2| 86,8
m1/d3/t1 127,4| 125,4| 158,6| 164,7| 188,7| 165,6
m2/d3/t1 125,1| 160,1| 150,9| 130,8| 188,2| 127,3
t1 d3 m3/d3/t1 141,7 118 152| 153,5| 174,8| 114,2
m1/d1/t2 136,8| 145,1 129| 87,9| 153,4| 116,3
m2/d1/t2 126,5| 145,3 144 101,2| 141,3| 108,3
d1 m3/d1/t2 149,3| 116,5| 140,6| 98,6| 158,1| 124,5
m1/d2/t2 97,5| 107,7| 133,1| 82,3| 94,8| 743
m2/d2/t2 160,6 | 122,5| 127,5| 148,9| 145,1| 150,3
d2 m3/d2/t2 131,3| 152,5| 139,5| 150,6| 172,5| 165,6
m1/d3/t2 150,1| 125,2| 150,7| 155,2| 143,9| 112,3
m2/d3/t2 161,8| 131,3| 100,8| 102,9| 174,1| 118,3
t2 d3 m3/d3/t2 159| 140,2 102| 113,7| 180,5 104




64 Anhang
LRRK2 2 Monate Rotenon
Brain Number 1140 1145| 1150 1131| 1136| 1137
m1/d1/t3 1244 131| 136,1| 153,1| 141,8| 86,1
m2/d1/t3 122,8| 86,6| 123,7| 144,9| 186,7| 771
d1 m3/d1/t3 127,6| 154,1| 108,4| 106,6| 184,6| 116,3
m1/d2/t3 143,4| 153,2| 114,1| 97,2| 156,1| 110,7
m2/d2/t3 128,8| 132,9| 90,4| 147,2| 192,3| 1259
d2 m3/d2/t3 140| 114,9 153| 137,6| 169,1| 125,9
m1/d3/t3
m2/d3/t3
t3 d3 m3/d3/t3
PINK1 4 Monate Kontrolle
Brain Number 1406| 1181| 1369| 1403| 1377| 1184
m1/d1/t1 66,4 38,1 94,9| 150,9| 162,8| 167,1
m2/d1/t1 134,5 48| 40,5| 142,7| 1351| 855
d1 m3/d1/t1 183,3| 114,3| 108,7| 1155 123,8| 199,8
m1/d2/t1 145,6| 109,6| 124,7| 148,2| 197,5 200
m2/d2/t1 195,7| 168,6| 125,9 200 200| 172,6
d2 m3/d2/t1 191,2| 197,1| 121,5| 176,5 200| 191,7
m1/d3/t1 161,1| 163,6| 181,3| 199,8| 199,7 191
m2/d3/t1 156,3| 140,8| 155,5| 137,1| 171,5| 177,6
t1 d3 m3/d3/t1 136,4 157| 175,3| 169,9| 136,4| 165,2
m1/d1/t2 168,2| 124,7| 131,8| 1754 200| 166,5
m2/d1/t2 124,4| 178,1| 127,2 200 200 200
d1 m3/d1/t2 182,5| 121,1| 192,3 200 200| 180,9
m1/d2/t2 164,1| 171,3| 134,1| 188,7 200| 196,9
m2/d2/t2 177,91 171,9| 135,9| 188,5 200| 168,6
d2 m3/d2/t2 200| 157,7| 107,5 159 200 161,7
m1/d3/t2 129,8| 150,4| 170,4| 106,3 200| 129,9
m2/d3/t2 187,1| 182,5| 142,9| 165,3 200| 137,8
t2 d3 m3/d3/t2 170,2 143| 175,4| 188,7 200| 196,5
m1/d1/t3 182,7| 172,2| 152,3 88 200| 177,8
m2/d1/t3 193,9| 162,1| 117,4| 196,4| 183,1 191
d1 m3/d1/t3 185,8| 136,3| 149,5 200 200
t3 d2 m1/d2/t3 192,2| 153,7 148| 198,9| 171,6| 186,7
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Anhang

65

PINK1 4 Monate Kontrolle

Brain Number 1406| 1181 1369 1403| 1377| 1184
m2/d2/t3 148,4| 163,8| 63,9| 190,4 200 200
m3/d2/t3 157,3| 174,3| 123,6| 176,7 200 200
m1/d3/t3
m2/d3/t3
d3 m3/d3/t3
m1/d1/t4 184,1| 157,8| 171,8| 162,6 200 200
m2/d1/t4 191,4| 160,1| 125,6| 194,7 200 200
d1 m3/d1/t4 168,3| 180,8 48 200 200 200
m1/d2/t4 150,4| 146,6| 35,2| 166,6 200 200
m2/d2/t4 167,6| 196,6| 55,1| 192,3 200 200
d2 m3/d2/t4 200| 112,8 95| 172,5 200 200
m1/d3/t4 163,3| 190,9| 54,9| 127,2| 1722 200
m2/d3/t4 170,7 158| 70,9| 125,8 200
t4 d3 m3/d3/t4 184,6| 92,4| 65,8 186,3 200 181,2
m1/d1/t5 191,4| 120,2| 107,4| 190,5 200 200
m2/d1/t5 143,1| 101,4| 45,3| 199,5 200 200
d1 m3/d1/t5 163,5| 62,6/ 39,9| 172,9| 180,1| 179,8
m1/d2/t5 124,4 181 51,3| 119,6 200| 196,1
m2/d2/t5 156,6 130 171| 165,6 200| 114,3
d2 m3/d2/t5 169| 116,3| 59,4 160,4 200| 188,2
m1/d3/t5 160,4| 103,9| 84,7| 164,6 200| 195,9
m2/d3/t5 181,4| 120,1| 87,6 200| 194,9| 1924
t5 d3 m3/d3/t5 185,6| 168,5| 33,1 200| 135,7| 193,9
PINK1 4 Monate Rotenon
Brain Number 1332| 1198 1196| 1396| 1355| 1394
m1/d1/t1 137,8| 356| 90,9| 159,8 126 156
m2/d1/t1 716| 67,6| 94,6| 152,7| 157,7| 58,5
d1 m3/d1/t1 125,3| 171,5| 42,1 142 200| 183,8
m1/d2/t1 178,6| 178,9| 109,8| 54,9 517 152
m2/d2/t1 112,3| 153,7| 178,9| 191,9| 176,5 117
d2 m3/d2/t1 154,3| 185,6| 124,5| 102,3 200| 158,6
m1/d3/t1 183,3| 129,1| 123,3| 138,6 200 127
t1 d3 m2/d3/t1 179 121,5| 128,4| 130,8| 198,4| 121,6




66 Anhang

PINK1 4 Monate Rotenon

Brain Number 1332 1198| 1196 1396| 1355| 1394
m3/d3/t1 179,5| 162,2| 165,2| 150,7| 161,6| 174,2
m1/d1/t2 179,3| 133,5| 149,8 160 200| 101,2
m2/d1/t2 179,3| 30,5 135,9| 109,9 200| 95,6
d1 m3/d1/t2 174,9 167| 159,3| 125,8 200| 104,8
m1/d2/t2 185,2| 179,6| 171,3| 150,7| 173,3| 168,2
m2/d2/t2 200 200 141,8] 1424 200 200
d2 m3/d2/t2 153,5| 140,7| 151,9 200| 169,6| 170,7
m1/d3/t2 119,1| 161,6| 153,4| 155,6 200| 150,2
m2/d3/t2 157,3| 178,5| 97,6| 167,1 200| 173,6
t2 d3 m3/d3/t2 163,7| 160,2| 159,3| 149,3 200 173
m1/d1/t3 116,3| 97,9| 118,4| 124,4 200| 172,5
m2/d1/t3 178,1| 157,5| 103,7| 96,8 200| 1845
d1 m3/d1/t3 158,2| 167,4| 116,1| 141,5| 157,5| 185,8
m1/d2/t3 194,2| 165,2| 123,3| 156,3| 171,6 200
m2/d2/t3 171,3| 189,8| 113,1| 161,6 200 200
d2 m3/d2/t3 175,5| 184,7| 182,3| 139,8| 117,5| 176,8
m1/d3/t3
m2/d3/t3
t3 d3 m3/d3/t3
m1/d1/t4 161,3| 142,6| 131,3| 143,6 200| 150,5
m2/d1/t4 147,9| 146,1| 116,7| 135,1 200| 132,6
d1 m3/d1/t4 150,1 180| 128,1| 154,3| 168,5| 182,8
m1/d2/t4 150,9 200| 126,5| 165,6 200 200
m2/d2/t4 161,1| 156,7| 156,1| 121,1 200| 117,4
d2 m3/d2/t4 183,5| 167,7| 149,9| 139,7| 197,6| 170,44
m1/d3/t4 122 151| 123,4| 113,6 200 200
m2/d3/t4 164,7| 166,9| 148,3| 154,6 200 200
t4 d3 m3/d3/t4 166,8 129| 165,6| 1441 200| 182,1
m1/d1/t5 147,6| 190,5| 138,9| 135,6 200| 189,9
m2/d1/t5 150,4| 169,4 21| 142,7 170| 189,2
d1 m3/d1/t5 164,5| 167,7| 1458| 134,7 200| 164,5
m1/d2/t5 159,3| 133,4 121| 125,6| 178,8| 182,6
m2/d2/t5 183,1| 178,7| 134,8 127| 184,1| 117,44
t5 d2 m3/d2/t5 154,8| 1421 111,1| 113,7| 187,4| 178,9
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Anhang

67

PINK1 4 Monate Rotenon

Brain Number 1332| 1198 1196| 1396| 1355| 1394
m1/d3/t5 170,7| 132,7| 140,2| 132,3 200| 161,5
m2/d3/t5 193,9| 113,6| 126,3| 151,9 200( 171,9
d3 m3/d3/t5 138,1| 135,3| 123,3| 106,5 200| 139,5
PINK1 2 Monate Kontrolle
Brain Number 1226 | 1285| 1284
m1/d1/t1 251| 143,9| 43,7
m2/d1/t1 193,3 96| 106,4
d1 m3/d1/t1 85,5 200 135
m1/d2/t1 191,2| 186,2| 141,2
m2/d2/t1 200| 167,8| 178,3
d2 m3/d2/t1 133,5| 173,5| 137,9
m1/d3/t1 196,3| 142,3| 119,7
m2/d3/t1 194,4| 1549| 87,2
t1 d3 m3/d3/t1 200 159| 1354
m1/d1/t2 136,9| 186,9 162
m2/d1/t2 177,8| 169,7 160
d1 m3/d1/t2 177,1| 150,7| 162,4
m1/d2/t2 165,3 200| 196,1
m2/d2/t2 47,7 196| 178,5
d2 m3/d2/t2 136,5| 160,5| 169,9
m1/d3/t2 163,4| 134,4| 144,6
m2/d3/t2 166,7| 188,4| 157,2
t2 d3 m3/d3/t2 184,7| 160,2| 130,8
m1/d1/t3 140| 173,7| 143,2
m2/d1/t3 168,6| 187,4| 158,6
d1 m3/d1/t3 200 200| 174,5
m1/d2/t3 163,3| 183,8| 144,3
m2/d2/t3 171,9| 158,3| 110,3
d2 m3/d2/t3 171,5| 148,3 124
m1/d3/t3 200| 147,2| 170,3
m2/d3/t3 200 200| 174,4
t3 d3 m3/d3/t3 200 200| 169,7




68 Anhang

PINK1 2 Monate Rotenon

Brain Number 1280 1297| 1266 1205| 1242 1279
m1/d1/t1 64,5 575 26 66| 184 90

m2/d1/t1 187,3| 115,6| 71,2| 146,5 01| 132,8

d1 m3/d1/t1 133,6| 127,2| 1454 102| 92,7 176

m1/d2/t1 98,9 146,4| 193,2| 101,9| 166,5| 175,6

m2/d2/t1 144,1| 121,5| 155,6 89| 166,8 174

d2 m3/d2/t1 131,3| 117,2 2001 119,9| 151,1| 191,6

m1/d3/t1 100,7| 139,4| 156,9 74| 121,8| 120,5

m2/d3/t1 106,6 131| 136,4| 149,1| 151,8| 133,9

t1 d3 m3/d3/t1 135 144 146| 125,4| 189,6| 129,8
m1/d1/t2 118,7| 128,1| 113,9| 121,9| 161,6| 168,44

m2/d1/t2 129,9| 119,7| 117,8| 107,7| 127,8| 179,4

d1 m3/d1/t2 136| 92,6 145,6| 171,7| 147,8| 179,4

m1/d2/t2 102,6| 955| 137,8| 124,6 144| 158,5

m2/d2/t2 100,7| 159,7| 129,9| 109,6| 176,7 166

d2 m3/d2/t2 184,7 118 115 150| 117,5| 115,2

m1/d3/t2 115,2) 952 60,3| 87,8| 94,2| 1491

m2/d3/t2 130,9| 131,2| 27,9| 103,2 198 187

t2 d3 m3/d3/t2 152,7| 146,6| 109,3| 120,7| 137,2| 183,6
m1/d1/t3 100,3| 169,6| 134,2| 108,6| 195,1| 184,2

m2/d1/t3 105 189 134| 134,2] 104,9| 190,11

d1 m3/d1/t3 141,5| 170,1| 132,8| 120,5 68| 182,2

m1/d2/t3 153,4| 150,1| 109,1| 104,8| 172,2| 158,3

m2/d2/t3 118,5| 75,3| 134,1| 130,7| 113,8| 176,2

d2 m3/d2/t3 137,6| 178,6| 125,1 136| 126,8| 134,6

m1/d3/t3 107,7| 139,6| 110,3| 159,2| 154,6| 194,3

m2/d3/t3 137,4| 146,6| 149,6 155 200 200

t3 d3 m3/d3/t3 128| 181,1| 147,6| 149,9| 122,2 200
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