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1. Einleitung

1.1. Die Parkinson-Krankheit

Die Parkinson-Krankheit (PK) ist nach der Alzheimer Erkrankung die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung, deren Pravalenz mit zunehmendem Alter steigt (de Lau und
Breteler 2006). So sind laut der Metaanalyse von Pringsheim et al. weltweit etwa 41 von 100.000
der 40- bis 49-Jahrigen und fast 2.000 von 100.000 der {iber 80-Jahrigen davon betroffen.
Aufgrund des demographischen Wandels ist in den kommenden Jahren mit einer weiter

steigenden Pravalenz zu rechnen (Pringsheim et al. 2014).

Die Atiologie ist wahrscheinlich multifaktoriell und es gibt aktuell noch keine verfiigbaren
Therapien, um die Erkrankung aufzuhalten oder zu heilen. Lange Zeit wurde angenommen, dass
es neuropathologisch vor allem zu einem Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra
kommt. Mittlerweile wei man, dass auch andere Transmittersysteme betroffen sind. Darunter

sind die noradrenergen Neurone im Locus coeruleus (LC) sehr friih betroffen (Dickson 2012).

1.1.1. Klinik

1.1.1.1. Motorische Symptome

Die Diagnose der PK wird in der Regel klinisch anhand motorischer Symptome gestellt und
beruht auf den Kriterien der , UK Parkinson’s Disease Brain Bank“. Voraussetzungen fiir die
Diagnosestellung sind eine Bradykinesie zusammen mit einem weiteren Symptom, wie Rigor,
Ruhetremor oder posturale Instabilitat (Hughes et al. 1992). Weitere stiitzende Kriterien fiir die
Diagnose der PK sind ein unilateraler Beginn der Symptome, ein gutes Ansprechen auf eine
Therapie mit Levodopa und das Auftreten von Dyskinesien unter einer dopaminergen Therapie.
Meist beginnen die Symptome auf einer Korperseite und treten nach einigen Jahren auch
kontralateral auf. Die Patienten zeigen eine geblickte Kérperhaltung, einen Rigor mit einem
moglichen Zahnradphanomen, einen schlurfenden Gang und ein reduziertes Mitschwingen der
Arme beim Gehen. Die Bradykinesie kann zu einem ausdruckslosen Gesicht, einer sogenannten
Hypomimie, fihren. Das haufigste Symptom der PK ist ein Ruhetremor mit einer Frequenz von

4 bis 6 Hz (Jankovic 2008).



1.1.1.2. Nicht-motorische Symptome

Vor dem Auftreten der motorischen Symptome kdnnen die Patienten eine Vielzahl
pramotorischer Symptome zeigen, welche bereits zehn oder mehr Jahre vor Diagnosestellung
auftreten konnen (Schrag et al. 2015). Diese friihen nicht-motorischen Symptome kénnen
Zeichen einer prodromalen PK sein. Hierzu zahlen unter anderem orthostatische Hypotension,

Obstipation, Schlafstérungen und Hyposmie (Berg et al. 2015).

Zum einen zeigen sich haufig autonome Funktionsstorungen. Bei bis zu 20 % der Parkinson
Patienten kann es rezidivierend zu einer symptomatischen orthostatischen Hypotension
kommen, das heillt einem deutlichen Blutdruckabfall im Stehen. Dies kann einerseits primar
durch die PK und andererseits sekundar durch die dopaminergen Medikamente erklart werden
(Senard et al. 2001). Die autonome Dysfunktion kann sich auch durch gastrointestinale
Symptome, wie Dysphagie, prostprandiales Vollegefiihl und Obstipation, bemerkbar machen
(Jost 2010). Haufig leiden Patienten mit einer PK an einer Blasenfunktionsstérung, insbesondere

an einer lGberaktiven Blase (Jost 2013).

Des Weiteren zeigen sich in den pramotorischen Stadien der PK gehauft Schlafstérungen. Rapid
Eye Movement (REM)-Schlaf-Verhaltensstorungen manifestieren sich meist Jahre bis Jahrzehnte
vor den motorischen Symptomen. Die REM-Schlaf-Verhaltensstorung ist charakterisiert durch
ein lebhaftes Traumen und den Verlust der REM-Schlaf-Atonie (St Louis, Boeve und Boeve 2017).
Eine Metaanalyse von Zhang et al. errechnete eine Prdvalenz der REM-Schlaf-Verhaltensstorung

bei der PK von etwa 42 % (Zhang et al. 2017).

Zu den neuropsychiatrischen Symptomen der PK zahlen visuelle Halluzinationen und lllusionen,
die in bis zu 40 % der Falle auftreten (Onofrj, Thomas und Bonanni 2007). Kognitive Defizite und
Demenz sind ebenso haufige Symptome, die in frihen oder spaten Stadien der PK auftreten
konnen (Williams-Gray et al. 2006). Des Weiteren finden sich bei Parkinson Patienten im

Vergleich zur allgemeinen Bevélkerung gehaduft Depressionen (Ishihara und Brayne 2006).

Eine der ersten Manifestationen der PK ist eine Hyposmie. Laut Ponsen et al. ist die idiopathische

Hyposmie mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung einer PK assoziiert (Ponsen et al. 2004).



1.1.2. Therapie

Aktuell gibt es noch keine verfligbaren Therapien, welche die PK aufhalten oder gar heilen
konnen. Die Behandlung mit dopaminergen Medikamenten ist lediglich symptomatisch und
lindert die motorischen Beschwerden. Als Standardtherapeutikum wird Levodopa, ein Prodrug
von Dopamin, eingesetzt. Das initiale Ansprechen hierauf ist sehr gut. Nach einiger Zeit kommt
es jedoch zu immer kiirzeren Ansprechraten und zu motorischen Komplikationen, wie
Dyskinesien (Ahlskog und Muenter 2001). Weitere dopaminerge Medikamente sind
Monoaminooxidase-B-Hemmer, Catechol-O-Methyltransferase-Hemmer, Amantadine und
Dopaminrezeptor-Agonisten. Diese werden eingesetzt, um die Fluktuationen unter einer
Levodopa-Therapie auszugleichen (Jankovic und Stacy 2007). Des Weiteren gibt es die Option
eines neurochirurgischen Verfahrens — einer Tiefenhirnstimulation. Diese dient als Alternative
fur Patienten, die an einem hartnackigen Tremor oder an den Langzeitnebenwirkungen einer

Levodopa-Therapie leiden (Bronstein et al. 2011).

1.1.3. Pathophysiologie

Die motorischen Symptome der PK lassen sich neuropathologisch durch den Verlust
dopaminerger Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc) erklaren. Als Teil der
motorischen Basalganglienschleife sendet die SNpc dopaminerge Fasern in das Corpus striatum.
Das Dopamin vermittelt dort auf komplexe Weise einen modulierenden und insgesamt
motorikférdernden Effekt bei willkirlichen Bewegungsablaufen. Kommt es bei der PK nun zu
einer Degeneration der dopaminergen SNpc Zellen, fallt diese modulierende Wirkung auf die
Motoneurone des Motorkortex weg und es kommt zu den oben genannten motorischen

Leitsymptomen wie der Hypokinesie (Purves, Augustine und al. 2001).

Histopathologisch finden sich in den betroffenen Neuronen die charakteristischen Lewy-
Korperchen und Lewy-Neuriten. Dabei handelt es sich um eosinophile intraneuronale
Einschlusskorperchen, die erstmals 1912 durch den namensgebenden Herrn Lewy beschrieben
wurden (Pollanen, Dickson und Bergeron 1993, Gibb und Poewe 1986). Lewy-Korperchen
bestehen aus Proteinaggregaten mit einem hohen Anteil an dem Protein a-Synuklein (aSyn)
(Spillantini et al. 1998). Dabei handelt es sich um ein 140 Aminosauren langes intrazellulares
Protein, welches durch Maroteaux 1988 entdeckt wurde und ausschlieflich im Nervensystem

exprimiert wird (Maroteaux, Campanelli und Scheller 1988).



1.1.3.1. Braak Stadien

Post-Mortem-Studien zeigen, dass die Lewy Pathologie nicht nur in der SNpc zu finden ist (Braak
und Braak 2000). Die Lewy Pathologie findet sich in vorhersehbarer Abfolge in verschiedenen
Regionen des humanen Nervensystems. Der Prozess beginnt vor allem im Dorsalen Motorischen
Vaguskern (DMV) und steigt bis zum zerebralen Kortex auf. Braak hat daraus sechs

neuropathologische Stadien definiert (s. Abbildung 1.1).

Primarer,
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Neokortex
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Phase Phase
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Abbildung 1.1: Stadien der PK Pathogenese nach Braak.

Braak et al. hat das Fortschreiten der pathologischen Verdanderungen bei der PK anhand des Auftretens von Lewy-
Kérperchen in 6 Stadien eingeteilt. (A) Im Stadium 1 findet sich die Lewy-Pathologie im DMV. Die Pathologie
breitet sich im Stadium 2 auf Kerngebiete des pontinen Tegmentums, darunter den LC, aus. Im Stadium 3 zeigen
sich Lewy-Kdrperchen in der SNpc, die sich im Stadium 4 weiter auf das Mittelhirn ausbreiten. Im Stadium 5 und
6 erreicht der neurodegenerative Prozess sein volles AusmaR und die Lewy-Korperchen finden sich auch im
Neokortex. Die prasymptomatische Phase ist charakterisiert durch das Vorkommen von Lewy-Neuriten und
Lewy-Kdrperchen in Gehirnen von asymptomatischen Personen. In der symptomatischen Phase wird eine
individuelle neuropathologische Schwelle (schwarzer Pfeil) Uberschritten und die Patienten zeigen die
charakteristischen motorischen Symptome einer PK. Die zunehmende Farbintensitdt der rot gefarbten Areale
gibt das zunehmende Ausmal} der Pathologie in vulnerablen Hirnregionen wider.

(B) Die Abbildung zeigt den aufsteigenden pathologischen Prozess (weile Pfeile). Die Farbintensitdten der
gefdrbten Areale entsprechen denen in (A). (Braak et al. 2004)

Im Stadium 1 finden sich wenige isolierte Lewy-Neuriten im DMV und in der benachbarten
intermedidren Formatio retikularis. Ebenso zeigen sich Einschlusskdrperchen in einzelnen
Neuronen des enterischen Nervensystems. Im Stadium 2 breitet sich die Pathologie auf die
unteren Raphekerne und die magnozellulare Formatio retikularis, insbesondere den Nucleus
gigantocellularis, aus. AuRerdem finden sich die ersten Lewy-Neuriten im Coeruleus-
Subcoeruleus-Komplex. Die Stadien 1 bis 2 beschreiben die prasymptomatische Phase der PK.
Der aufsteigende Prozess erreicht im Stadium 3 das basale Mittel- und Vorderhirn und es zeigen
sich die ersten Lewy-Korperchen in der SNpc. Die Pathologie greift nun auch auf die Amygdala
Uber. Im Stadium 4 sind zudem Anteile des zerebralen Kortex und das Ammonshorn betroffen.
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Wahrend der Stadien 3 bis 4 geht die prasymptomatische Phase in die klinisch manifeste Phase
der PK Uber. In den Endstadien 5 und 6 erreicht der neurodegenerative Prozess sein volles
Ausmal und die Einschlusskérperchen finden sich ausgehend vom temporalen Mesokortex
schrittweise im kompletten Neokortex. Die Patienten zeigen hier das gesamte Spektrum der PK-

assoziierten klinischen Symptome (Braak et al. 2004).

1.1.3.2. a-Synuklein

Das in Lewy-Korperchen vorkommende aSyn ist ein 140 Aminosduren langes intrazelluldres
Protein, welches durch das Gen SNCA auf dem langen Arm von Chromosom 4 kodiert wird

(Shibasaki et al. 1995).

Die physiologische Aufgabe von aSyn ist noch nicht vollstdndig geklart. Es gibt starke Evidenz
dafiir, dass das Protein an den prasynaptischen Endigungen die synaptische Transmission
reguliert und Effekte auf den Zyklus synaptischer Vesikel hat (Villar-Piqué, Lopes da Fonseca und
Outeiro 2016). Synukleine scheinen die Clathrin-vermittelte Endozytose synaptischer Vesikel an
den prasynaptischen Enden zu regulieren (Vargas et al. 2014). Burré et al. konnten zudem
zeigen, dass aSyn an SNARE-Proteine bindet, die Bildung der SNARE-Komplexe férdert und
dadurch die Membranfusion synaptischer Vesikel bei der synaptischen Transmission vermittelt

(Burré et al. 2010).

Obwohl die meisten Falle der PK sporadisch auftreten, gibt es einen kleinen Prozentsatz, bei
dem die Krankheit aufgrund von Genmutationen familiar gehauft auftritt. Die Tatsache, dass
Duplikationen, Triplikationen oder Missense Mutationen (z.B. A53T, A30P oder G46L) des aSyn
Gens familiare Formen der PK auslosen, rechtfertigt die Annahme, dass aSyn eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der PK spielt (Kriiger et al. 2001).

1.2. Der Locus coeruleus

1.2.1. Anatomie des Locus Coeruleus

Der LC befindet sich am Rand des vierten Ventrikels auf Hohe der Pons und ist beim Menschen
mit etwa 13.000 Neuronen pro Hemisphare relativ klein. Das Kerngebiet besitzt vor allem
noradrenerge Neurone und ist damit die groRte Noradrenalin-Quelle im zentralen

Nervensystem (ZNS) (Foote, Bloom und Aston-Jones 1983).
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Die noradrenergen Neurone des LC senden Fasern in fast alle Hirnstrukturen (Jones et al. 1977)
(s. Abbildung 1.2). Es lassen sich drei efferente Bahnen finden: eine aufsteigende, eine
zerebelldre und eine absteigende Bahn. Die aufsteigenden Fasern innervieren Strukturen des
Mittelhirns, Thalamus, limbischen Systems und alle Areale des Neokortex. Die zerebellaren
Bahnen projizieren zu den zerebelldaren Kernen und dem zerebelldaren Kortex. Die absteigenden
Fasern ziehen zu motorischen Kernen des unteren Hirnstamms und dann ins Riickenmark

(Szabadi 2013).

Thalamus

Abbildung 1.2: Die
Projektionen des LC

noradrenergen
Prafrontaler

Kortex
Anteriorer Das Diagramm illustriert die noradrenergen
Cinguldrer - .
Projektionen des LC zu kortikalen und
Kortex

subkortikalen Regionen, sowie zum

Ventrales B
tegmentales »7

7
Areal / Lc
Hippokampus,

Zerebellum

Hirnstamm und Riickenmark. So kdnnen eine
aufsteigende, eine zerebellare und eine

absteigende Bahn ausgehend vom LC

Amygdala unterschieden werden. Der LC ist die groRte
Pontines Noradrenalin-Quelle des ZNS.
Tegmentum (Quelle: in Anlehnung an Espay, LeWitt und

Riickenmark
Kaufmann 2014).

1.2.2. Funktion des Locus Coeruleus

Aufgrund seiner ausgedehnten Projektionen ist der LC an der Regulation einer Vielzahl von
Funktionen beteiligt und spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Schlaf
und Erregung, bei der Regulierung des autonomen Nervensystems und der Photomodulation,

welche die Effekte von Licht auf physiologische Funktionen, wie die Erregung, vermittelt.

Die Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus und damit des Vigilanz-Levels ist eine der am
intensivsten studierten Funktion des LC-Noradrenalin-Systems. Es gibt drei verschiedene
Erregungszustande: der Wach-Zustand, der Tiefschlaf und der REM-Schlaf, welcher durch einen
Verlust des Muskeltonus charakterisiert ist. Der LC spielt hierbei eine zentrale, vigilanzfordernde
Rolle. Zum einen vermittelt er ein erhohtes Vigilanz-Level durch kortikale Projektionen mit
einem direkten alarmierenden Effekt und zum anderen durch Projektionen zu weiteren
vigilanzsteigernden Arealen. Durch inhibitorische Projektionen unterdriickt er schlieBlich das

Einsetzen des REM-Schlafes (Szabadi 2013).

Des Weiteren kann das LC-Noradrenalin-System (ber verschiedene Aktivitditsmodi im
Wachzustand die Ausfiihrung von Aufgaben und damit die Leistung optimieren. Der phasische
Modus fordert durch eine voribergehende systemweite Noradrenalinfreisetzung die

fokussierte Aufmerksamkeit und verbessert die Ausflihrung einer bestimmten Aufgabe, indem

12



er als Aufmerksamkeitsfilter dient. Im tonischen Modus findet sich ein erhéhtes Grundlevel an
freigesetztem Noradrenalin. Somit wird die Abweichung von einem aktuellen Verhalten
ermoglicht, um andere Aufgaben auszuprobieren, die moglicherweise einen gréBeren Nutzen

liefern (Aston-Jones und Cohen 2005).

Dariber hinaus spielt der LC eine zentrale Rolle bei der Kontrolle vielféltiger autonomer
Funktionen. Generell fihrt die zentrale noradrenerge Aktivierung ber den LC zu einem
gesteigerten Sympathikotonus und einem reduzierten Parasympathikotonus. Zeichen einer
Sympathikusaktivierung sind unter anderem erweiterte Pupillen, eine erhohte Herzfrequenz
und ein erhohter Blutdruck (Szabadi 2013). Aufgrund der pH-Empfindlichkeit coerularer

Neurone dient der LC auRerdem als zentraler Chemosensor (Oyamada et al. 1998).

1.2.3. Physiologie coeruldrer Neurone

Wie oben bereits beschrieben kann die Aktivitat des LC in die beiden Modi ,phasisch” und
»tonisch” eingeteilt werden. Diese sind im Wachzustand aktiv. Im tonischen Modus kommt es
zu einzelnen, regelmaligen Aktionspotentialen mit einer langsamen Frequenz, wahrend es im
phasischen Modus zu einer sehr hohen Entladungsrate kommt. Umso héher die Frequenzrate,
desto grofer ist die Wachsamkeit. Wahrend des Tiefschlafes und REM-Schlafes bleiben die

Entladungen komplett aus (Takahashi et al. 2010).

Der tonischen Aktivitdt der LC Neurone liegt die Fahigkeit zugrunde, intrinsisch
Aktionspotentiale zu generieren. Dieser intrinsische Schrittmachermechanismus wurde in
verschiedenen in vitro und in vivo Studien nachgewiesen (Foote, Aston-Jones und Bloom 1980,
Alreja und Aghajanian 1991). Der zugrundeliegende Mechanismus dieser intrinsischen Aktivitat
ist noch nicht abschliefend geklart, jedoch sind bestimmte lonenkanale beteiligt - unter

anderem Kalzium Kanale und Kalzium aktivierte Kalium Kandle (Matschke et al. 2018).

1.2.4. Rolle des Locus Coeruleus bei der Parkinson-Krankheit

Es liegt nahe, dass die fortschreitende Degeneration des LC bei der PK fiir einen Teil der
pramotorischen Symptome verantwortlich ist. So geben Untersuchungen von Garcia-Lorenzo et
al. Evidenz dafir, dass der LC in die Pathophysiologie der REM-Schlafverhaltens-Stérung bei
Parkinson Patienten involviert ist (Garcia-Lorenzo et al. 2013). Des Weiteren scheint der Verlust
von noradrenergem Input auf den Neokortex fiir friihe kognitive Verdanderungen verantwortlich

zu sein (Vazey und Aston-Jones 2012). Auch die erhéhte Pravalenz von Depression und Angst
13



bei Parkinson Patienten ldsst sich moglicherweise durch eine geringere Innervation des

limbischen Systems durch den LC erkldren (Remy et al. 2005).

Es existieren insgesamt jedoch nur wenige Artikel tiber die Rolle des LC bei der PK—insbesondere
in Bezug auf den Einfluss und den zeitlichen Verlauf des Neuronenverlustes durch die a-
Synukleinopathie im LC von Parkinson Patienten. Ebenso wenige Tiermodelle haben den LC bei

der PK untersucht.

1.3. Tiermodelle der Parkinson Krankheit

Es gibt diverse Tiermodelle der PK, um die Pathomechanismen dieser neurodegenerativen
Erkrankung besser zu verstehen und um geeignete Therapien zu entwickeln. Toxin-basierte
Modelle der PK, welche auf der Zerstérung dopaminerger Neurone basieren, haben einen
groBen Fortschritt in der Entwicklung von symptomatischen Therapien wie der
Dopaminersatztherpie gebracht. Um Medikamente zu entwickeln, welche den
Erkrankungsverlauf verlangsamen, aufhalten oder gar riickgdngig machen, werden Modelle
benotigt, welche die a-Synukleinopathie als zentrales Element der PK besser reprdsentieren

(Van der Perren, Van den Haute und Baekelandt 2015).

Zu den verwendeten auf aSyn basierenden Modellen zdhlen transgene Modelle und Modelle, in
welchen aSyn-kodierende Gene oder aSyn-Fibrillen in das ZNS eingespeist werden. Um die PK
zu simulieren, wurden diverse transgene Mause generiert, welche aSyn liberexprimieren. Die
meisten transgenen Modelle Gberexprimieren humanes Wildtyp aSyn oder humanes A53T oder
A30P aSyn. Die Punktmutationen A53T und A30P finden sich in familidren Formen der PK und
stehen in Zusammenhang mit einem frihen und raschen Krankheitsverlauf. Sie besitzen eine
erhohte Aggregationsneigung im Vergleich zu Wildtyp aSyn (Li, Uversky und Fink 2001). In
vielen, aber Uberraschenderweise nicht in allen aSyn Uberexprimierenden transgenen Mausen
bilden sich intrazelluldre Einschlusskdrperchen mit unterschiedlicher anatomischer Verteilung.
Die Uberexpression von aSyn mit Hilfe viraler Vektoren war einer der ersten Versuche, eine aSyn
vermittelte Degeneration dopaminerger Neurone in Sdugetieren zu initiieren. Dieser Ansatz
wurde mit der Zeit stark weiterentwickelt und wird mittlerweile in Ratten, Mausen, Schweinen
und nicht-humanen Primaten verwendet. Dabei werden Adeno-assoziierte Viren (AAV)

standardmaéRig als Vektoren verwendet. Die AAV Modelle sind nicht nur fiir verschiedene
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Spezies zugdnglich, sondern aSyn lasst sich damit auch gezielt in verschiedenen Hirnregionen

Uberexprimieren (Koprich, Kalia und Brotchie 2017).

Fiir die prodromale PK gibt es nur wenige Tiermodelle. Henrich et al. haben das erste
Mausmodell der a-Synukleinopathie im LC etabliert. Mittels rekombinanter Adeno-assoziierter
Viren (rAAV) wird humanes mutiertes A53T-aSyn in LC Neuronen von Wildtyp Mausen in vivo
Uberexprimiert. Die Injektion von rAAV-A53T-aSyn erfolgt unilateral in den rechten LC. Die
gezielte Uberexpression von aSyn resultiert in einer progressiven Neurodegeneration
noradrenerger Neurone. Darliber hinaus akkumuliert phosphoryliertes aSyn als Indikator fir

aggregiertes aSyn in der LC Region (Henrich et al. 2018).

1.4. Das neuronale Aktionspotential

Fiir die Entstehung eines Aktionspotentials (AP) sind diverse spannungsgesteuerte Natrium
(Na*), Kalium (K*) und Kalzium (Ca%") Kanale von Bedeutung. Diese werden durch Depolarisation
aktiviert. Wird die Reizschwelle von ca. -55 mV Uberschritten, werden alle verfiigbaren
spannungsgesteuerten Na* Kandle gedffnet und die Entstehung eines AP wird initiiert (s.
Abbildung 1.3). Dieses Prinzip wird als , Alles-oder-Nichts-Gesetz” beschrieben. Ein neuronales

AP dauert etwa 1-2 ms (Behrends et al. 2017).

L e Abbildung 1.3: Das neuronale
- wIVersi
0 (20-30 mV) Aktionspotential.
- 7 Sobald das  Membranpotential die
= <
.g % Reizschwelle (schwarzer Pfeil)
c ;
5 2 ?g, Uiberschreitet, werden alle verfligbaren Na*
= =3 . .
9 5 5 =) Kanéle geoffnet. In der
o
s é 3 , Aktionspotenzial Depolarisationsphase kommt es durch den
S S 7 schnellen Na* Einstrom zu einem steilen
c o / ,lokale Antwort
g Aufstrich. Durch die Inaktivierung der Na*-
Nachhyper- Kandle und die Aktivierung verschiedener
Schwelle oo
olarisat
E ar" 2 K*-Kandle folgt darauf die Repolarisation.
Ruhe- — — . Durch einen andauernden K* Ausstrom
potential Vordepo-__| W kommt es zur Nachhyperpolarisation.
3 larisation
(Quelle: Behrends et al. 2017).
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In der Depolarisationsphase kommt es durch die Aktivierung spannungsabhangiger Na* Kanéle
zu einem schnellen Na* Einstrom und damit zu einem steilen Anstieg bis zum Maximum des APs
bei etwa +30 mV. Diese Na* Kanale inaktivieren innerhalb weniger als 1 ms wieder. In der
Repolarisationsphase sind transiente K* Auswartsstrome (l,) sowie die verzogerten K*
Gleichrichterstrome (/ss) von Bedeutung, welche durch Depolarisation aktiviert werden. Durch
einen andauernden K* Ausstrom kommt es zur fortwahrenden Repolarisation des
Membranpotentials. Wahrend des AP Peaks 6ffnen auRerdem spannungsgesteuerte Ca®
Kanéle, deren Ca?* Einstrom dann Ca?* abhingige K* Kanile (Kc,) aktiviert. Der Kca vermittelte K*
Ausstrom bedingt maRgeblich die auf ein AP folgende Nachhyperpolarisation (NHP). In der
Refraktadrphase sind die Zellen aufgrund inaktiver Na* Kanale fir eine gewisse Zeit nicht oder

spater nur schwer erregbar (Bean 2007, Sah und MclLachlan 1992).

1.5. Die Familie der kaliumselektiven lonenkanile

K* selektive lonenkanéle sind durch ihre selektive Permeabilitat fiir K* gekennzeichnet. Durch
das Offnen von K* Kanidlen kommt es zu einem K* Ausstrom, wodurch sich das
Membranpotential der Zelle in Richtung des K* Gleichgewichtspotentials verschiebt. Dieses liegt
in zentralen Neuronen bei etwa -70 mV. Die K" selektiven lonenkandle haben eine zentrale
Bedeutung in der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials, der Repolarisation und

Hyperpolarisation des APs (Hille 2001).

Es gibt eine Vielzahl verschiedener K* selektiver lonenkandle: die spannungsabhangigen K*
Kanéle (Kv), die Ca?* aktivierten K* Kanile (Kca), die einwirtsrektifizierenden K* Kanile (Ki;) und

die Zwei-Poren-Domaénen K*-Kanéle (Kzp) (Gutman et al. 2005).

1.5.1. Spannungsgesteuerte Kaliumkandle (Kv Kanale)

Charakteristisch fir die Kv Kandle ist die Sensitivitdt gegenlber Spannungsdnderungen der
Zellmembran. Durch Depolarisation des Membranpotentials werden sie aktiviert und durch

Repolarisation oder anhaltende Depolarisation deaktiviert (Hille 2001).

Die Kv Kanale kénnen durch verschiedenste Zusammensetzungen der Untereinheiten, welche
Einfluss auf die Kinetik der Aktivierung, Deaktivierung und Inaktivierung haben, unterschieden

werden. Es gibt zwei verschiedene Formen der Inaktivierung: die C-Typ Inaktivierung und die N-
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Typ Inaktivierung. Bei der langsamen C-Typ Inaktivierung finden Konformationsanderungen des
Kanalfilters und des extrazellularen Kanaleingangs statt. Die schnelle N-Typ Inaktivierung
beschreibt den ,ball and chain“-Mechanismus, bei dem eine Aminosduresequenz die
intrazelluldre Kanalpore verschlieBt und so den Durchtritt von lonen verhindert (Kurata und
Fedida 2006). Die C-Typ Inaktivierung ist charakteristisch fir die verzogerten
Kaliumgleichrichterkandle, die mit einer gewissen Verzégerung nach Membrandepolarisation
aktiviert werden und einen anhaltenden K* Ausstrom (/sus, englisch fur sustained) vermitteln. Die
N-Typ Inaktivierung beschreibt die A-Typ Kaliumkanale. Der schnelle, transiente A-Typ Strom,
der als I oder Iy, (englisch fur transient outward) bezeichnet wird, wird durch depolarisierende
Spriinge ausgehend von einem hyperpolarisiertem Haltepotential aktiviert und zeigt durch die
schnelle Inaktivierung einen deutlichen Peak. Durch diese Eigenschaften sind sowohl die
verzogerten Kaliumgleichrichterkandle als auch die A-Typ K* Kanale in der Lage die

Entladungsfrequenz spontan-aktiver Neurone zu regulieren (Rudy 1988).

1.5.2. Kalzium-aktivierte Kaliumkanale (Kca Kanile)

Die Kc, Kanile werden durch einen intrazelluldren Ca?* Anstieg aktiviert und lassen daraufhin K*
aus der Zelle stromen. Dieser K* Ausstrom fiihrt Giber Repolarisation des Membranpotentials zur
Deaktivierung spannungsabhingiger Ca** Kanale und zur Aktivierung von Na*/Ca%" Austauschern
und damit zu einem reduzierten Ca** Einstrom. Kc, Kanile sind somit auch wichtige Regulatoren

der intrazelluldren Ca** Homéostase (Berkefeld, Fakler und Schulte 2010).

Es werden zwei Subtypen der Kca Kandle unterschieden — Kc Kandle mit grolRer
Einzelkanalleitfahigkeit (BK) und Kc. Kandle mit kleiner Einzelkanalleitfahigkeit (SK). Die BK
Kandle regulieren einerseits den Tonus glatter Muskelzellen und die Abwehr von
Mikroorganismen in Leukozyten sowie die Freisetzung von Hormonen und Transmittern. In
zentralen Neuronen haben sie eine zentrale Funktion in der Repolarisation von APs und
vermitteln die schnelle Phase der Nachhyperpolarisation (NHP) nach einem Aktionspotential

(Berkefeld, Fakler und Schulte 2010).

Ebenso haben die SK Kanale eine Vielzahl an Aufgaben von der Kontrolle der uterinen
Kontraktilitdt und des Gefadftonus, die Modulation der Hormonsekretion, die Kontrolle des
Volumens roter Blutzellen bis hin zur Aktivierung von Mikroglia und Lymphozyten. In zentralen
Neuronen regulieren sie die Erregbarkeit, das Entladungsmuster und die synaptische
Signaltransduktion (Berkefeld et al. 2010). SK Kandle haben eine wichtige Rolle in der

Modulation der NHP erregbarer Zellen und regulieren so die AP-Frequenz. lhr Vorliegen ist mit
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Neurotransmitter-Rezeptoren, wie NMDA-Rezeptoren und nikotinergen Acetylcholinrezeptoren
assoziiert. Werden diese ionotropen Rezeptoren aktiviert, kommt es zum Ca?* Einstrom und die
SK Kandle werden aktiviert. Die SK Kandle wirken daraufhin dem evozierten synaptischen
Potential entgegen und kdnnen so maligeblich zur Regulation der neuronalen Erregbarkeit
beitragen (Dolga und Culmsee 2012). Ebenso sind SK Kanidle in LC Neuronen wichtige
Regulatoren der intrinsischen Schrittmacheraktivitat, indem sie einen GroRteil der NHP in diesen

Zellen vermitteln (Matschke et al. 2018).
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1.6. Zielsetzung

Ziel des vorliegenden Projektes ist es, zur Pravention der PK beizutragen. Hierflir miissen die
Krankheitsmechanismen vor Ausbruch der Erkrankung verstanden werden. Diese Arbeit soll
helfen, die Rolle des LC bei der PK — insbesondere im prodromalen Stadium — besser zu
verstehen. Hierbei liegt der Fokus auf den zeitabhdangigen Veranderungen der elektrischen

Aktivitatsmuster der noradrenergen LC Neurone in einem Mausmodell der prodromalen PK.

Als Grundlage fir die elektrophysiologischen Messungen diente das von Henrich et al. etablierte
pramotorische Mausmodell der PK, in welchem A53T-aSyn im LC mittels Adeno-assoziierter
Viren Uberexprimiert wurde (Henrich et al. 2018). In der Vergleichsgruppe wurde das
Kontrollprotein Luziferase liberexprimiert. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die
Effekte nach Injektion speziell auf die aSyn Uberexpression und nicht allgemein auf eine
Proteinlberexpression zurtickzufiihren sind. Wir untersuchten im zeitlichen Verlauf die
elektrophysiologischen Veranderungen von LC Neuronen durch Patch-Clamp-Messungen im

akuten Hirnstamm-Schnitt.

Im Rahmen dieser elektrophysiologischen Messungen sollte das spontane Aktivitdtsmuster und
die verschiedenen Charakteristika der Aktionspotentiale nach aSyn und Luziferase
Uberexpression analysiert werden. AnschlieBend sollten mégliche Veranderungen

verschiedener Stromkomponenten am Aktionspotential untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Versuchstiere

Fur das Tiermodell wurden adulte ménnliche Maduse des Stammes C57BL/6N (Charles River,

Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht von 20-25 g verwendet. Diese Tiere wurden zu

Beginn in Gruppen von bis zu funf Tieren bei einem 12 Stunden Tag/ 12 Stunden Nacht Zyklus

mit Futter und Wasser ad libitum gehalten. Nach Injektion der Vektoren erfolgte die

Unterbringung in Einzelkafigen. Zum Zeitpunkt der Injektion waren die Tiere 9 Wochen alt. Die

Pflege der Tiere sowie alle durchgefiihrten Experimente waren in Ubereinstimmung mit den

Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes (neugefasst im Jahre 2006) und wurden vom

Regierungsprasidium GielRen genehmigt.

2.1.2. Losungen

2.1.2.1. Lésungen Elektrophysiologie

Praparationsldsung

2,5mM KCl, 1,25 mM NaH;P0O4, 10 mM MgSQ0,, 20
mM PIPES, 10 mM Glucose, 200 mM Saccharose,
0,5 mM CaCl,, pH 7,35 mit NaOH

Artifizielle zerebrospinale

(ACSF)

Flussigkeit

125 mM NadCl, 2,5 mM KCl, 25 mM NaHCOs, 1,25
mM NaH2PO4, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl, 25 mM D-
Glucose, pH 7,4 mit 95 % 0,/5 % CO,

Pipettenlosung

135 mM KGlu, 5 mM KCI, 10 mM HEPES, 0,1 mM
EGTA, 2 mM MgCl,, 2mM MgATP, 0,2 mM Li,GTP,
0,1 % Neurobiotin, pH 7,4 mit KOH

Gabazin-Stock

10 mM Gabazin in aqua dest.

CGP-Stock 10 mM CGP in aqua dest.
AP-5-Stock 20 mM AP-5 in aqua dest.
NBQX-Stock 5 mM NBQX in aqua dest.
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2.1.2.2. Lésungen Immunhistochemie

10x phosphatgepufferte  Salzlésung
(PBS)

1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 20
mM KH2PO4, pH 7,4 mit NaOH, steril filtriert und

autoklaviert

4% Paraformaldehyd

4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4

Aufbewahrungslosung

30 % (w/v) Saccharose in PBS

0,1 M PB-Puffer

22 mM NaH,PO; und 77 mM Na;HPO, in aqua
dest.,, pH 7,4

0,3%-Triton-PB-Losung

0,3 ml Triton in 99,7 ml 0,1 M PB-Puffer

Blocker-Losung/Trager-Lésung

0,3 % Triton-PB (0,1 %)-Losung, Eselserum

Antifreeze

400 ml destilliertes Wasser, 300 ml Ethylenglycol,
300 ml Glycerin, 1,57 g Sodiumdihydrogen-
phosphatdihydrat, 5,18 g Dinatriumhydrogen-
phophatdihydrat

2.1.3. Enzyme und Antikorper

Primar AK TH

Anti-tyrosine hydroxylase, rb
Hersteller: Millipore
Artikel-Nr: AB 152
(Verdinnung 1:1000)

Priméar AK Luziferase

Luciferase, goat

Hersteller: Novus

Artikel-Nr: NB 100-1677, 100 ug
(Verdinnung 1:250)

Primar AK aSyn

Ms mAB anti-human a-synuclein, Syn211
Hersteller: Life technologies

Artikel-Nr: AHB 0261

(Verdiinnung 1:1000)
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Sekundar AK TH Alexa 488 anti-rabbit
Hersteller: Invitrogen
Artikel-Nr: A21206
(Verdinnung 1:500)

Sekundar AK Luziferase Cy3-conjugated donkey, anti-goat
Hersteller: Dianova

Artikel-Nr: 705-165-147
(Verdinnung 1:500)

Sekundar AK aSynuklein Cy3-conjugated Affini Pure Donkey, anti-mouse
Artikel-Nr: 715-165-150
Hersteller: Dianova (Jackson)

(Verdinnung 1:500)

Streptavidin Streptavidin-AlexaFluor 647
Hersteller: Dianova
Artikel-Nr: 016-600-084
(Verdinnung 1:500)

2.1.4. Sonstige Hilfsmittel

Eindeckmedium Polyvinylalkohol-Einbettungsmittel mit DABCO

Hersteller: Sigma-Aldrich

2.2. Injektion rekombinanter Adeno-assoziierter Viren

Den Tieren wurden zwei verschiedene rekombinante Adeno-assoziierte Viren (AAV) injiziert.
Diese trugen das Genom fiir humanes mutiertes A53T-aSyn oder das Kontrollprotein Luziferase
(Abbildung 2.1 A). Zum Zeitpunkt der Injektion waren die Tiere 9 Wochen alt. Die stereotaktische
Injektion der Vektoren erfolgte unilateral in den rechten LC (Abbildung 2.1 C).

Die AAVs wurden durch den mit einem Cytomegalievirus (CMV) kombinierten Promotor CBA
(Chicken B-actin) gesteuert, der die Expression entweder von A53T-aSyn oder Luziferase
regulierte. Um eine hohe Transkriptionsrate zu erreichen, enthielt der Vektor ein

posttranskriptionell regulatorisches Element (WPRE fir ,woodchuck hepatitis virus
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posttranscriptional regulatory element”). Der Vektor war zudem aus einer ITR-Sequenz
(“inverted terminal repeat”) und einer BGH-pA-Sequenz (“bovine growth hormone
polyadenylation sequence”) aufgebaut (Abbildung 2.1 B).

Die stereotaktischen Injektionen erfolgten durch Henrich et al. in der Klinik fiir Neurologie am

Universitatsklinikum Marburg (Henrich et al. 2018).

A AAV-lLuz/ ¢
AAV-AS53T-aSyn
| Q

v & e & S

& & &
A QT T
Q N % © )
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B AAV-Luz/ AAV-AS53T-aSyn

i cMV LuZiferase/ | | |

ITR /CBA A53T-aSyn WPRE BGH- ITR
pPA

Abbildung 2.1: Versuchsaufbau.

(A) zeigt den zeitlichen Ablauf des Experiments. Nachdem den adulten Tieren zum Zeitpunkt 0 Wochen AAV-A53T-
aSyn oder AAV-Luziferase stereotaktisch in den LC injiziert wurde, erfolgten elektrophysiologische Messungen nach
1, 3, 6 und 9 Wochen.

(B) Aufbau des rekombinanten Adeno-assoziierten Vektors (AAV). Der CMV/CBA Promotor (Chicken B-actin
Promoter kombiniert mit dem eines Cytomegalievirus) steuerte die Expression entweder von A53T-aSyn oder
Luziferase als Kontrollprotein. ITR: inverted terminal repeat. WPRE: woodchuck hepatitis virus posttranscriptional
regulatory element; BGH-pA: bovine growth hormone polyadenylation sequence.

(€) Uberblick tiber den pontinen Hirnstamm mit Farbungen gegen TH (rot) und humanes aSyn (griin) 3 Tage nach
Virusinjektion. Die stereotaktische Injektion erfolgte unilateral in den rechten LC (Abbildung: Henrich et al. 2018).
L: links, R: rechts, PB: Ncl. parabrachialis, SUV: Ncl. vestibularis superior, MV: Ncl. vestiburalis medialis, LC: Locus
Coeruleus, DTN: Ncl. tegmentalis doralis, LDT: Ncl. Tegmentalis laterodorsalis. Scale-Bar 500 um.

2.3. Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologischen Messungen wurden 1, 3, 6 und 9 Wochen nach Injektion der

Vektoren durchgefihrt (Abbildung 2.1 A).
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2.3.1 Narkose und Praparation akuter Hirnschnitte

Unter Isofluran-Narkose wurde den Tieren intraperitoneal 1 ml einer Ketamin/Xylazin-Mischung
injiziert. Nach Uberpriifung der Reflexfreiheit wurde das Herz freiprapariert und transkardial die
eiskalte Praparationslésung (siehe 2.1.2.1) perfundiert.

Die Mause wurden anschlieRend dekapitiert. Der Schadel wurde durch einen Schnitt entlang der
Sutura Sagittalis er6ffnet. Das Gehirn wurde sowohl zligig als auch vorsichtig herausgenommen
und in die 0 °C kalte Praparationslosung liberfiihrt, um den metabolischen Stress der Neurone
wahrend der ischamischen Praparationsphase durch die hohe Zucker- und
Magnesiumkonzentration in der Losung herabzusetzen. Nach Entfernung des Frontalhirns mit
einem koronaren Schnitt wurde der Hirnstammblock auf einem Schneideblock mittels
Sekundenkleber fixiert. Die Praparation erfolgte auf Eis, um eine schnelle Kiihlung des Gewebes
zur erreichen.

AnschlieBend wurde der Hirnstammblock mittels des Vibratoms 7000 smz-2 (Campden
Instruments, England) in koronare Hirnstammschnitte von 220 um Dicke geschnitten. Die rechte
Seite der Schnitte wurde vorsichtig mit einem kleinen Loch mit ausreichendem Abstand zum LC
markiert, um diese nach dem Uberfiihren in die Messkammer wiederzuerkennen. Pro Tier
konnten in der Regel 2- 3 Schnitte, die den LC enthielten, visuell identifiziert werden. Daraufhin
wurden die frischen Hirnstammschnitte zur Regeneration fiir 1 Stunde bei 30 °C in ACSF belassen
und mit 95 % 0/5 % CO; begast, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Neurone und
einen konstanten pH-Wert von 7,4 zu gewabhrleisten. Fir die elektrophysiologischen Messungen
wurden die Schnitte in die Messkammer Uberfiihrt und weiterhin kontinuierlich mit ACSF

superfundiert.

2.3.2. Aufbau des Messstandes

2.3.2.1. Mikroskop und Bildaufzeichnung

Die elektrophysiologischen Messungen an Neuronen des LC im akuten Hirnschnitt wurden
mittels der Patch-Clamp-Technik (Sakmann and Neher 1984) durchgefiihrt.

Aufgrund der Erschitterungsempflindlichkeit der elektrophysiologischen Messungen war der
Messstand auf einem schwingungsgedampften Tisch platziert und befand sich innerhalb eines
Faradaykafigs zur elektrischen Abschirmung.

Zur Mikroskopie wurde das aufrechte Zeiss Examiner.D1 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, LLC,
United States) verwendet. Unterhalb der Objektive befand sich der Objekttisch mit der

Aufzeichnungskammer. Diese Kammer verfligte Gber einen Zu- und Abfluss fiir die ACSF, die
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somit kontinuierlich ausgetauscht werden konnte. Das Bild wurde mit einer Zeiss AxioCam MRm
Kamera (Carl Zeiss Microscopy, LLC, United States) aufgezeichnet. Mit Hilfes der AxioVision-
Software (Carl ZeissMicroscopy, LLC, USA) wurde die Durchfiihrung der Patch-Clamp-

Experimente am Monitor beobachtet.

2.3.2.2. Messpipetten und Pipettenhalterung

Die Patchpipetten wurden aus Brorosilikat Glaskapillaren mit Filament GB 150TF- 8P (Science
Products, Hofheim, Germany) mit Hilfe des Pipettenziehgerates ,DMZ-Universal Puller” (Zeitz-
Instruments, Deutschland) geformt. Der Widerstand der Messpipettenspitzen betrug 2,5-5 MQ.
Die mit intrazellularer Flissigkeit beflllte Patchpipette wurde daraufhin so in der
Pipettenhalterung befestigt, dass ein chlorierter Silberdraht als Ableitelektrode in die
intrazelluldre Flissigkeit tauchte. Ein weiterer chlorierter Silberdraht diente als
Referenzelektrode und wurde in der Badlosung platziert. Die Ableitelektrode wurde regelmaRig
innerhalb einer 3 M-KCI-Lésung rechloriert.

Der Kontakt der Referenzelektrode zur Badlosung wurde Uber eine 150 mM K*-Agar-Briicke
hergestellt. Diese verhinderte die Chlorid Diffusion und stabilisierte das Potential zwischen
Referenzelektrode und Badl6sung.

Die Pipettenhalterung mit integriertem Vorverstarker (CV203BU Headstage, Molecular Devices,
LLC, USA) und damit die Patchpipette konnte Uber einen elektronischen Mikromanipulator

(,,PatchMan NP2, Eppendorf AG, Deutschland) prazise bewegt werden.

2.3.2.3. Datenaufnahme

Das Signal des Vorverstarkers wurde durch den MultiClamp 700B Verstarker (Molecular Devices,
Sunnyvale CA, USA) intensiviert. Die Daten wurden mit einer Digitalisierungsfrequenz von 10 kHz
mit dem Analog-Digital-Wandler Digidata 1440A (Molecular Devices, Sunnyvale CA, USA)
aufgezeichnet und bei 1-5 kHz gefiltert. Vor Beginn jeder Messung wurde das , Offset-Potenzial“,
welches an Ubergédngen zwischen der Ableitelektrode, der Pipettenldsung, der Badlésung und
der Referenzelektrode entsteht, ausgeglichen.

Die Aufzeichnung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der ,,Clampex 10.5“ Software (Molecular
Devices, Sunnyvale CA, USA).

Alle Whole-Cell Messungen erfolgten bei einem Serienwiderstand von maximal 30 MQ. Stieg der
Serienwiderstand wahrend der Messungen auf mehr als 30 MQ an, so wurden die Daten

verworfen. (vgl. 2.3.3.2)
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2.3.3. Das Patch-Clamp-Verfahren

Die akuten Hirnschnitte wurden in die Messkammer (iberflihrt und mit Hilfe einer sogenannten
Harfe fixiert. Es wurden zur elektrophysiologischen Messung geeignete, oberflachlich liegende
LC Neurone anhand ihrer Morphologie mit vergleichsweise groflen Somata identifiziert
(Abbildung 2.2).

Alle Messungen wurden unter Anwesenheit von synaptischen Blockern durchgefiihrt, um
intrinsische Aktivitaten zu isolieren. Es wurde Gabazin als GABAA-Rezeptor-Antagonist, CGP als
GABAg-Rezeptor-Antagonist, AP-5 als NMDA-Rezeptor-Antagonist und NBQX als AMPA-
Rezeptor-Antagonist verwendet.

Es gibt verschiedene Patch-Clamp  Konfigurationen, um die Strom- oder
Spannungsverdanderungen eines Membranfleckes (On-Cell, Inside-Out, Outside-Out) oder der
gesamten Zelle (Whole-Cell, Perforated-Patch) zu untersuchen. Zur elektrophysiologischen
Charakterisierung der LC-Neurone wurde die Whole-Cell Konfiguration verwendet. Hierflir muss

zuerst eine On-Cell Konfiguration hergestellt werden (s. Abbildung 2.3).

B AAV-Luz

Abbildung 2.2: Erscheinungsbild der LC-
Neurone unter dem Mikroskop wahrend
der Patch-Clamp-Messungen.

(A) Die Patchpipette ndhert sich im
Hirnschnittpraparat dem rechten LC
(gestrichelte Linie), welcher sich am Rand
des Vierten Ventrikels befindet. (B)

Exemplarische Darstellung eines
gepatchten  LC-Neurons nach AAV-
Luziferase und AAV-A53T-aSyn

Uberexpression.

500pm

2.3.3.1. Die On-Cell Konfiguration

Die Pipette wurde mit sterilfiltrierter Pipettenlosung befillt und in der Pipettenhalterung
eingespannt. Nach Anlegen eines leichten Uberdrucks, um eine Kontamination der
Pipettenoffnung zu verhindern, wurde die Messpipette in die Badlésung getaucht. Unter
visueller Kontrolle und mit Hilfe des Mikromanipulators wurde die Pipette direkt vor dem
ausgewdhlten Neuron platziert, sodass die Zellwand eine kleine Delle bildete. Es wurde

vorsichtig ein Unterdruck erzeugt, bis sich ein Abdichtwiderstand zwischen Messpipette und
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Zellmembran von mindestens 750 MQ bis hin zu mehreren GQ aufbaute. Dies entsprach dem
Gigaseal und damit der On-Cell-Konfiguration. Die Ausbildung des Gigaseals wurde anhand der
Anderung der Stromantwort auf einen Testpuls verfolgt und durch das Anlegen einer negativen
Spannung von bis zu -60 mV unterstitzt. Mit Hilfe des Verstarkers wurde die schnelle

Kapazitatskomponente (Cr.st) korrigiert.

2.3.3.2. Die Whole-Cell Konfiguration

Durch einen kurzen starkeren Unterdruck wurde der Membranfleck unter der Messpipette
aufgebrochen und die Zelle so in die Whole-Cell-Konfiguration liberfiihrt. Dieser Vorgang konnte
durch Anderung der Stromantwort auf den Testpuls beobachtet werden. Dabei nahmen die
kapazitativen Strome zu. Diese langsame Kapazitatskomponente (Csow) wurde ebenfalls
korrigiert (vgl. 2.3.4.3.). Vor und nach den Messungen wurde zudem der Serienwiderstand (Rs)
kontrolliert. Der Rs, welcher in Serie zu dem Membranwiderstand liegt, gibt Auskunft Gber die
Quialitat des Zugangs zur Zelle. Ein groRer Rs zeigt an, dass Membranfragmente in die Offnung
der Patchpipette gelangt sind und flihrt dazu, dass ein Teil des Kommandopotentials bereits an
ihm abfallt. Da so keine gute Spannungskontrolle der Zelle moglich ist, wurden nur Messungen
mit einem Rs von hdchstens 30 MQ verwendet.

In der Whole-Cell Konfiguration diffundierte die Pipettenlosung inklusive Neurobiotin in die
jeweils gemessene Zelle. Nach Beendigung der Patch-Clamp Messung wurde sichergestellt, dass
sich die Zelle wieder verschloss. Somit konnten die gemessenen Zellen spater

immunhistochemisch gefarbt werden (vgl. 2.4.2).

Dargestellt sind verschiedene Konfigurationen der
Patch-Clamp-Technik. Nach Anndherung der

Messpipette an die Zelle, wird durch Unterdruck
— — die On-Cell Konfiguration erzeugt. Durch AufreiRen

\ ' Abbildung 2.3: Patch-Clamp Konfigurationen
Messpipette

des Membranfleckes unter der Messpipette
on-cCell Whole-Cell entsteht die Whole-Cell Konfiguration.
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2.3.4. Messprotokolle

2.3.4.1. Die Spannungsklemme (Voltage-Clamp)

Die Spannungsklemme ist eine Messmethode zur Registrierung von Stromen an Zellmembranen.
In der vorliegenden Arbeit wurden die transienten K* Auswartsstrome, die verzégerten K*
Gleichrichterstrome und die Kca Strome der LC Neurone untersucht. Dabei wurde die
Stromantwort auf depolarisierende oder hyperpolarisierende Spannungsspriinge analysiert.

Bei der Spannungsklemme wird eine vorgegebene Kommandospannung kontinuierlich mit der
Transmembranspannung der Zelle verglichen. Entsteht durch das Offnen von lonenkanilen eine
Spannungsdifferenz, wird diese durch den angeschlossenen Operationsverstarker errechnet
und hoch verstarkt an seinem Ausgang abgegeben. Es wird ein kompensatorischer Strom
erzeugt, solange bis die Differenz wieder ausgeglichen ist. Dieser Strom wird Uber den
Spannungsabfall an einem Rickkopplungswiderstand gemessen. Da der Kompensationsstrom
und nicht der tatsachlich tGber die Zellmembran flieBende Strom auf dem Monitor visualisiert

wird, verlauft dieser mit identischer Intensitat in die entgegengesetzte Richtung.

2.3.4.2. Die Stromklemme (Current-Clamp)

Mit Hilfe der Stromklemme in der Whole-Cell Konfiguration wurde die Membranspannung und
damit die Spontanaktivitdt der LC Neurone gemessen. Somit konnten die Feuerrate, die APs und
das Ruhemembranpotential analysiert werden.

Bei der Stromklemme wird der transmembranare Strom der Zelle vorgegeben und konstant
gehalten. Der Verstarker arbeitet ahnlich wie bei der Spannungsklemme. Nur wird in diesem Fall
eine Ausgleichsspannung generiert, die der Verstarker aufzeichnet und die proportional zur

Spannungsanderung der Zelle ist.

2.3.4.3. Kapazitatskorrektur

Die Kapazitat ist definiert als diejenige Ladungsmenge, die bendtigt wird, um das elektrische
Potential eines Gegenstandes zu verdandern. Bei jeder Spannungsanderung geht etwas Zeit fir
die kapazitive Umladung verloren. Die Kapazitdt des Vorverstarkers wird durch zusatzliche
Korrekturschaltkreise herabgesetzt. Zudem spielen die kapazitativen Eigenschaften der
Patchpipette sowie der Zellmembran eine wichtige Rolle. Eine Anderung der
Kommandospannung bewirkt zunachst die Umladung der Kapazititen von Pipette und

Zellmembran, bevor das Membranpotential gedandert wird. Als Antwort auf den Testpuls zeigen
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sich in der On-Cell Konfiguration schnelle, kapazitive Stréme von Pipette und Pipettenhalterung.
In der Whole-Cell Konfiguration zeigen sich langsamere Umladestrome der Zellmembran. Da
diese kurzzeitigen Umladestrome die eigentlichen Messsignale stéren, wurden sie durch zwei
automatische Korrekturmechanismen des MultiClamp 700B Verstarkers ausgeglichen.

Die spezifische Kapazitat biologischer Zellmembranen ist mit 1 uF/cm? fiir alle Zellen ungefahr
gleich. Der Wert der langsamen Kapazitat ist damit ein direktes MakR fir die Membranflache und

damit die ZellgroRe.

2.3.5. Datenanalyse

Die Daten wurden mit Hilfe der ,Clampfit 10.5“ Software (Molecular Devices, Sunnyvale CA,
USA) analysiert. Die weitere Auswertung erfolgte mit den Softwareprogrammen , Office Excel

2013“ (Microsoft) und OriginPro (OriginLab Corporation, Guangzhou, China).

2.4. Immunhistochemische Methoden

2.4.1. Aufbewahrung der gepatchten Hirnschnitte

Die Schnitte wurden nach den elektrophysiologischen Messungen fiir zwei bis drei Tage in 4 %
Paraformaldehyd fixiert und anschliefend in einer Aufbewahrungsldsung mit 30 % Saccharose

gelagert.

2.4.2. Immunfluoreszenz-Farbung

Fir die immunhistochemische Farbung wurden die 200 um dicken Hirnschnitte mit dem Kryostat
Leica CM3050 S (Nussloch, Deutschland) in 20 um dicke Schnitte geschnitten und anschlieRend
in der Antifreeze-Losung bei 4 °C aufbewahrt.

AnschlieBend wurden die Neurone gegen Tyrosinhydroxylase (TH), Neurobiotin und aSyn
immunhistochemisch gefarbt. Somit konnte nach den elektrophysiologischen Untersuchungen
stichprobenartig Uberprift werden, ob die gepatchten Neurone TH-positive LC Neurone sind

und aSyn liberexprimierten.
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2.4.2.1. Dreifach-Farbung gegen Tyrosinhydroxylase, Neurobiotin und a-Synuklein

Am ersten Tag wurden die Hirnschnitte dreimal fir jeweils finf Minuten mit etwa 4 ml PB-
Losung gewaschen und mit der Blocker-Losung in 1 ml Well-Platten bei Raumtemperatur und
auf dem langsamen Schittler fiir 60 Minuten prainkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation
mit dem aSyn Primar Antikérper (AK) in der Verdinnung 1:1000. Hierfir wurde der AK
entsprechend der Verdiinnung der Trager-Losung zugegeben und die Schnitte wurden darin in
1 ml Well-Platten bei 4 °C und auf dem langsamen Schiittler flir zwei Tage inkubiert. Am zweiten
Tag des Farbevorgangs wurde der TH Primar AK entsprechend der Verdiinnung 1:1000 zu den
Ansatzen appliziert. Am dritten Tag wurden die Schnitte dreimal flinf Minuten mit etwa 4 ml PB-
Losung und einmal finf Minuten mit etwa 4 ml Triton-PB-Losung gewaschen. Im Anschluss
wurden die Schnitte mit den Sekunddr AK und Streptavidin flir zwei Stunden bei
Raumtemperatur, auf dem langsamen Schiittler und mit Alufolie verpackt inkubiert. Die
Inkubationslésung bestand aus der Trager-Losung mit dem Streptavidin, dem TH Sekundar AK
und dem aSyn Sekundar AK jeweils in der Verdiinnung 1:500. Streptavidin bindet das
intrazelluldar akkumulierte Neurobiotin. Nach einem erneuten Waschvorgang, bestehend aus
finfmal fanf Minuten mit etwa 4 ml Triton-PB-Losung in Alufolie verpackt, wurden die
Hirnschnitte auf Objekttrager aufgezogen. Dies erfolgte in einer mit Natriumchlorid gefillten
Schale. Nach dem Trocknen der Schnitte wurden diese mit dem Einbettungsmittel eingedeckelt

und bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

2.4.3. Mikroskopie

Die Kolokalisationsanalyse wurde mittels eines Axiolmager M2 Mikroskops (Zeiss) durchgefiihrt.
Dieses war mit EC Plan-Neofluar Objektiven (2,5x/0,085 M27, 5x/0,16 M27, 10x/0,3 M27,
20x/0,50 M27, 40x/1,30 Qil) und den Filtern 43 HE Cy 3 shift free, 38 HE eGFP shift free und 50
Cy 5 shift free ausgestattet. Die Bilder wurden mit Hilfe der Kamera Axiocam 503 color (Zeiss)
und der Software ZEN 2 pro (Zeiss) aufgenommen. Die Bildbearbeitung erfolgte mit der Software

»lmagel win64“.

2.5. Statistische Auswertungen

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanzlevel wurden mit

Hilfe des Programms Excel (Microsoft) berechnet.
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Zunachst erfolgte die Testung der Datensatze auf Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk
Tests. In normalverteilten Datensdtzen wurde die statistische Signifikanz mit Hilfe des Student’s
t-Tests Uberprift. Die nicht-normalverteilten Datensatze wurden mittels des Mann-Whitney U
Tests analysiert. Diese beiden Tests ermittelten den p-Wert. Umso kleiner der p-Wert ist, desto
hoher ist die Signifikanz. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant gewertet und mit *
markiert. Als weitere Signifikanzniveaus wurden p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) festgelegt. Die

Graphiken wurden mit dem Programm OriginPro7 (OriginLab, Northhampton, USA) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemische Kontrollfarbungen

3.1.1. Gepatchte Neurone sind Tyrosinhydroxylase-positiv

Nach den elektrophysiologischen Messungen wurde stichprobenartig Gberprift, ob es sich bei

den gepatchten und somit mit Neurobiotin gefiillten Neuronen um LC Neurone handelt. Dies

wurde mittels einer immunhistochemischen Farbung gegen Neurobiotin und TH durchgefihrt.

TH findet sich in Zellkérpern von dopaminergen und noradrenergen Neuronen und somit auch

in den noradrenergen Neuronen des LC (Pickel et al. 1975). Die immunhistochemischen

Farbungen verifizierten, dass alle Gberpriften Zellen, die gepatcht wurden, sich in der TH-

positiven LC-Region befanden und TH-positiv waren (s. Abbildung 3.1.A). Es kann demnach

davon ausgegangen werden, dass es sich bei den untersuchten Zellen um noradrenerge

Neurone des LC handelt. Dies bestatigte die korrekte Auswahl der Neurone wahrend des Patch-

Clamp-Verfahrens.

A AAV-AS53T-aSyn

Neurobiotin

B AAV-AS53T-aSyn

Neurobiotin

anti-TH

anti-aSyn

Kolokalisation

Kolokalisation
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Abbildung 3.1: Immunhistochemische
Kontrollfarbungen nach den
elektrophysiologischen Messungen.

(A) Exemplarische Darstellung eines
gepachten LC Neurons 6 Wochen nach
AAV-A53T-aSyn Injektion. Nach den
elektrophysiologischen Messungen
wurde stichprobenartig Uberprift, ob
das gepatchte und mit Neurobiotin
geflllte Neuron (grun-gefarbt) ein TH-
immunoreaktives LC-Neuron (magenta-
gefarbt) ist.

In (B) ist die immunhistochemische
Farbung von Neurobiotin (griin-gefarbt)
und  aSyn (magenta-gefarbt) eines
gepatchten Neurons (Zeitpunkt: 6
Wochen nach AAV-A53T-aSyn Injektion)
in 10-facher (oben) und 40-facher
(unten) VergroRerung dargestellt. Die
Kolokalisation  bestdtigt, dass das
elektrophysiologisch untersuchte
Neuron aSyn-positiv ist.



3.1.2. Gepatchte Neurone sind a-Synuklein-positiv

Dariber hinaus war fiir diese Arbeit von Interesse, ob die untersuchten Zellen der A53T-aSyn
Gruppe tatsachlich aSyn Gberexprimierten. Henrich et al. hatten bereits bei der Etablierung des
pramotorischen Mausmodelles gezeigt, dass die Infektionsrate nach Virusinjektion fur A53T
aSyn etwa 85% betrug (Henrich et al. 2018). Diese Beobachtung konnte mittels der
immunhistochemischen Farbungen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Wie die
beispielhaft in Abbildung 3.1 B dargestellte Kolokalisation von Neurobiotin und aSyn zeigt,
wurde aSyn erfolgreich im LC Uberexprimiert und die gepatchten TH-positiven LC Neurone

waren auch aSyn-positiv.

3.2. Spontanaktivitat der Locus Coeruleus Neurone

Die Spontanaktivitit der LC Neurone wurde bei Raumtemperatur in der Whole-Cell
Konfiguration aufgezeichnet. Die ACSF enthielt Antagonisten glutamaterger und GABAerger
Rezeptoren, um zu gewdhrleisten, dass das autonome Aktivitatsmuster nicht durch synaptische
Eingange verdndert ist (Williams et al. 1984). Alle untersuchten Zellen waren spontan-aktiv. Es
wurden die Feuerfrequenz und die einzelnen APs analysiert. Insgesamt wurden in der aSyn und

Luziferase Gruppe zu allen vier Zeitpunkten nach Injektion 165 Zellen ausgewertet.

3.2.1. Uberexpression von A53T-a-Synuklein fiihrt zeitabhingig zu einer

erhohten Feuerrate spontan-aktiver Locus Coeruleus Neurone

In einem Mausmodell, welches aSyn lberexprimiert (A53T-SNCA), zeigte sich eine erhohte
intrinsische Schrittmacheraktivitdt dopaminerger Neurone der Substatia nigra (Subramaniam et
al. 2014). Um zu (iberpriifen, ob die virale Uberexpression des A53T-aSyn einen dhnlichen Effekt
auf die Elektrophysiologie von LC Neuronen hat, wurde in dieser Arbeit die intrinsische
Schrittmacheraktivitat der noradrenergen Neurone des LC zu vier verschiedenen Zeitpunkten

nach Vektor-Injektion untersucht.

Die Frequenz der spontan-aktiven LC Neurone wurde in der Whole-Cell Current-Clamp
Konfiguration einheitlich nach zwei Minuten stabiler Messungen ausgewertet. Reprasentative

AP-Folgen 1, 3, 6 und 9 Wochen nach AAV-A53T-aSyn und AAV-Luziferase Injektion sind in den
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Abbildungen 3.2 A-D illustriert. Eine Woche nach Virusinjektion zeigte sich in den beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied in der Feuerrate. Die Neurone feuerten nach AAV-
Luziferase Uberexpression mit einer Frequenz von 2,2 + 0,3 Hz und nach AAV-A53T-aSyn
Uberexpression mit einer Frequenz von 2,6 + 0,3 Hz (s. Abbildung 3.2 A und E). Diese Werte fiir
die spontane Feuerrate der LC Neurone stimmen mit Ergebnissen aus anderen Studien lberein
(Matschke et al. 2018), (Williams et al. 1984). Im zeitlichen Verlauf nahm die AP-Frequenz nach
AAV-A53T-aSyn Injektion signifikant zu. So stieg die Feuerrate 9 Wochen nach AAV-A53T-aSyn
Uberexpression auf 3,9 + 0,4 Hz an. Die Frequenz der LC Neurone nach Luziferase

Uberexpression blieb weitestgehend unverindert bei 2,1 + 0,3 Hz (s. Abbildung 3.2 B-E).

A 1 Woche B 3 Wochen C 6 Wochen
AAV-Luz AAV-Luz AAV-Luz

10mv

AAV-AS3T-aSyn AAV-AS3T-aSyn AAV-AS3T-aSyn
>
£ 1)L
o
z V/
=]
E ¢_
| AAV-Luz Abbildung 3.2:  A53T-aSyn-Uberexpression  fiihrt
5 AAV-AS3T-asyn__» zeitabhangig zu einer erhdhten Feuerfrequenz spontan-
) [ aktiver LC Neurone.
| ST
=
T | . o .
T 4 (A)-(D) Exemplarische Spontanaktivititen eines LC-
=
e * Neurons jeweils eines Tieres 1 (A) /3 (B) / 6 (C) / 9
g 34 L= Wochen (D) nach AAV-Luziferase (oben) und AAV-A53T-
E . aSyn Injektion (unten). (E) Darstellung der mittleren
2, I Feuerraten nach AAV-Luziferase und AAV-AS3T-aSyn
Injektion zu allen vier Zeitpunkten. Es zeigt sich eine
14 zeitabhangige  Steigerung der  Feuerrate  nach
N o . . Uberexpression von humanem A53T-aSyn.
2 " 5] %]
. & Qf/m & & o & & & n.s.: nicht signifikant; * bedeutet P < 0,05; ** bedeutet P
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e & & &
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3.2.2. Uberexpression von A53T-a-Synuklein bewirkt abhingig von der Zeit

eine Abnahme der Nachhyperpolarisation

Um zu (berpriifen, welchen genauen Einfluss die Uberexpression von A53T-aSyn auf die APs
hat, wurden diese im Einzelnen analysiert. Abbildung 3.3 A-D zeigt reprasentative APs der A53T-
aSyn- und Luziferase-Gruppe zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 9 Wochen nach Injektion der viralen
Vektoren. Die AP-Breite wurde bei halbmaximaler Amplitude (APDso) abgelesen. Darin zeigte
sich zu allen vier Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied in der A53T-aSyn- und
Luziferase-Gruppe (s. Abbildung 3.3 E). Somit scheint die A53T-aSyn Uberexpression keinen

Einfluss auf die AP-Dauer zu haben.
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Abbildung 3.3: aSyn Uberexpression induziert eine Reduktion der Nachhyperpolarisation.

(A)-(D) zeigen Uberlagerte Aktionspotentiale reprasentativer Whole-Cell Patch-Clamp Aufnahmen nach AAV-
Luziferase und AAV-A53T-aSyn Uberexpression zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 9 Wochen nach Virusinjektion.
(E) In der Auswertung der APDsq Werte als MaRB fiir die Aktionspotentialdauer war zwischen der Luziferase und
aSyn Gruppe kein signifikanter Unterschied detektierbar. In (F) werden die Schwellenpotentiale dargestellt. Es
zeigt sich lediglich ein erhéhtes Schwellenpotential 1 Woche nach AAV-A53T-aSyn Uberexpression. Zu allen
spiteren Zeitpunkten wurde kein signifikanter Unterschied nach Luziferase und aSyn Uberexpression gefunden.
(G) illustriert die Nachhyperpolarisation (NHP) 1, 3, 6 und 9 Wochen nach Injektion. Die Uberexpression von
A53T-aSyn bewirkte abhangig von der Zeit eine signifikante Abnahme der Nachhyperpolarisation im Vergleich
zur Uberexpression von Luziferase.

(E)-(G): n = 24 (AAV-Luziferase, 1 Woche), n = 12 (AAV-Luziferase, 3 Wochen), n = 19 (AAV-Luziferase, 6 Wochen),
n = 23 (AAV-Luziferase, 9 Wochen), n = 20 (AAV-A53T-aSyn, 1 Woche), n = 14 (AAV-A53T-aSyn, 3 Wochen), n =
20 (AAV-A53T-aSyn, 6 Wochen), n = 22 (AAV-A53T-aSyn, 9 Wochen).

n.s.: nicht signifikant; * bedeutet P < 0,05; *** bedeutet P < 0,001 kalkuliert mittels des Student’s t-Tests bei
Normalverteilung bzw. des Mann-Whitney-U-Tests.
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Von weiterem Interesse war in dieser Arbeit das Schwellenpotential. Dieses lag 1 Woche nach
Luziferase Uberexpression bei -35,1 + 0,6 mV und 1 Woche nach aSyn Uberexpression bei -33,2
+ 0,6 mV (s. Abbildung 3.3 F). Bis auf dieses erhohte Schwellenpotential 1 Woche nach A53T-
aSyn Uberexpression fand sich kein signifikanter Unterschied zu allen spateren Zeitpunkten
zwischen den beiden Gruppen und das mittlere Schwellenpotential lag 9 Wochen nach
Virusinjektion bei 35,6 = 0,4 mV (AAV-Luziferase) und 36,8 + 0,6 mV (AAV-A53T-aSyn). Somit

scheint die aSyn Uberexpression keinen Einfluss auf das Schwellenpotential der APs zu haben.

Des Weiteren wurde die maximale NHP Amplitude analysiert (s. Abbildung 3.3 F). Hierflr wurde
nach zwei Minuten stabiler Messungen die Differenz zwischen dem Schwellenpotential und dem
tiefsten Punkt des APs bestimmt. Zum Messzeitpunkt 1 Woche fand sich in beiden Gruppen eine
ausgepragte NHP mit einer mittleren Amplitude von 23,3 + 0,7 mV (AAV-Luziferase) und 23,8 +
1,3 mV (AAV-A53T-aSyn). Die A53T-aSyn Uberexpression bewirkte abhingig von der Zeit eine
signifikante Abnahme der NHP im Vergleich zur Luziferase Uberexpression. 9 Wochen nach
Virusinjektion lag die mittlere NHP in der aSyn Gruppe nur noch bei 20,9 + 1,0 mV im Vergleich
zu 25,2 £ 0,5 mV in der Luziferase Gruppe. Die Abnahme der NHP zeigt sich ebenfalls in der

exemplarischen Uberlagerung der APs in Abbildung 3.3 A-D.

Die Analysen der APs deuten somit darauf hin, dass durch die a-Syn Uberexpression die
Amplitude der NHP abnimmt, wahrend das Schwellenpotential und die AP-Breite unverdandert

bleiben.

3.3. Kaliumauswartsstrome der LC Neurone

Da die NHP maRgeblich durch K* Auswartsstrome reguliert wird (s. 1.4), wurden darauffolgend

die transienten K* Auswartsstrome, die K* Gleichrichterstrome und die K¢, Strome untersucht.

3.3.1. Keine Veranderung der transienten Kaliumauswartsstrome nach A53T-
aSyn Uberexpression
In der von Subramaniam et al. veroffentlichten Studie wurde gezeigt, dass die erhohte

Schrittmacheraktivitdt dopaminerger Neuronen der SNpc in einem transgenen Mausmodell der

PK durch reduzierte A-Typ Strome vermittelt wird (Subramaniam et al. 2014).
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Abbildung 3.4: Kein Hinweis auf veranderte transiente Kaliumauswartsstrome nach AAV-A53T-aSyn
Uberexpression.

(A):
hyperpolarisierten Haltepotential von -80 mV werden schrittweise Spannungsspriinge auf bis zu +20 mV
depolarisierenden

Spannungsprotokoll zur Aktivierung der transienten Kaliumauswartsstrome. Ausgehend von einem

durchgefiihrt. Die maximalen Stromamplituden wurden jeweils zu Beginn des
Spannungssprungs abgelesen (siehe schwarzer Pfeil). (B)-(E): Exemplarische Stromantworten auf die
Spannungsspriinge zu allen vier Zeitpunkten nach Uberexpression von AAV-Luziferase (oben) und AAV-A53T-aSyn
(unten). (F) illustriert die mittleren transienten Kaliumauswartsstréme 1, 3, 6 und 9 Wochen nach AAV-Luziferase
und AAV-A53T-aSyn Injektion. Zu allen vier Zeitpunkten lieB sich kein signifikanter Unterschied der transienten
Kaliumauswértsstréme nach aSyn oder Luziferase Uberexpression zeigen. (G) Abbildungen der Strom-Spannungs-
Kurven der transienten Kaliumauswartsstrome zu allen vier Zeitpunkten nach AAV-Luziferase und AAV-A53T-aSyn
Injektion. Die Kurven verlaufen anndhernd linear nach Erreichen eines Schwellenpotentials bei etwa -35 mV.

n.s.: nicht signifikant. ** bedeutet P < 0,01 kalkuliert mittels des Student’s t-Tests bei Normalverteilung bzw. des

Mann-Whitney-U-Tests.

Um zu Uberprifen, ob in der vorliegenden Arbeit der transiente K* Auswartsstrom fiir den
frequenzsteigernden und NHP-reduzierenden Effekt nach aSyn Uberexpression im LC

verantwortlich sein  konnte, wurden die Stromantworten auf depolarisierende

Spannungsspriinge analysiert. Transiente K* Auswartsstrome werden durch depolarisierende
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Spriinge ausgehend von einem hyperpolarisierten Haltepotential aktiviert (s. 1.4.1). Zur
Untersuchung der transienten K* Auswartsstrome wurde das in Abbildung 3.4 A abgebildete
Spannungsprotokoll verwendet. Die Spannung wurde stufenweise von -80m V auf bis +20 mV
erhoht. Der transiente K* Auswartsstrom wurde bei +20 mV abgelesen und anschlieBend auf die
Kapazitat normalisiert. Beispielhaft sind in Abbildung 3.3 B-E die Stromprotokolle nach A53T-
aSyn und Luziferase Uberexpression zu allen vier Messzeitpunkten dargestellt. Die mittlere
Stromdichte der transienten K* Auswartsstrome betrug 1 Woche nach Virusinjektion 80,3 £ 9,7
pA/pF (AAV-Luziferase) und 72,6 = 9,2 pA/pF (AAV-A53T-aSyn). Auch im Verlauf zeigte sich kein
signifikanter Unterschied nach A53T-aSyn und Luziferase Uberexpression (s. Abbildung 3.4 F).
Ebenso zeigen die Strom-Spannungs-Kurven 1, 3, 6 und 9 Wochen nach Virusinjektion keine
Unterschiede auf (s. Abbildung 3.4 G). Durch zunehmende Depolarisation flieBt ein groRRerer
transienter Kaliumauswartsstrom. Die Strom-Spannungs-Kurve verlauft in etwa linear nach

Erreichen eines Schwellenpotentials von etwa -35 mV.

3.3.2. Keine Veranderung der verzogerten Kaliumgleichrichterstrome nach

A53T-aSyn Uberexpression

Verzogerte K* Gleichrichterstrome gehdren zu den spannungsabhangigen K*Kanalen und spielen
eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des Membranpotentials, um die elektrische
Erregbarkeit von Neuronen zu modulieren (Gutman et al. 2005). Da eine veranderte Leitfahigkeit
dieser K* Kanal-Familie Auswirkungen auf die AP-Frequenz haben kdnnte, waren auch diese

Kandle von groRem Interesse in vorliegender Arbeit.

Verzogerte Kaliumgleichrichterkandle werden mit einer gewissen Verzégerung nach
Membrandepolarisation aktiviert (s. 1.4.1). Das Spannungsprotokoll zur Aktivierung der
verzogerten K* Gleichrichterstrome ist in Abbildung 3.5 A abgebildet. Es erfolgte zuerst ein
depolarisierender Spannungssprung von -80 mV auf -40 mV fiir 0,1 Sekunde und darauffolgend
eine stufenweise Depolarisation auf bis +20 mV. Als Folge des ersten Spannungssprungs
zu -40mV erfolgt die schnelle N-Typ Inaktivierung der transienten (A-Typ) K* Strome, sodass eine
isolierte Analyse der verzogerten K* Auswartsstrome zu Beginn des zweiten Spannungssprungs

moglich ist.

Beispielhafte Stromantworten sind in den Abbildungen 3.5 B-E illustriert. Der Strom wurde
einheitlich zu einem festen Zeitpunkt (siehe Pfeil in Abbildung 3.5 A) abgelesen und
anschlieRend auf die Kapazitdt normalisiert. Die mittlere Stromdichte der verzogerten K*

Gleichrichterstrome in den untersuchten LC Neuronen betrug 1 Woche nach Virusinjektion etwa
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65,3 + 11,7 pA/pF (AAV-Luziferase) und 58,0 + 9,8 pA/pF (AAV-A53T-aSyn). Zu keinem Zeitpunkt

nach Virusinjektion zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der A53T-aSyn und Luziferase

Gruppe (Abbildung 3.5 F). Ebenso wurden Strom-Spannungs-Kurven erstellt, die sowohl nach

A53T-aSyn als auch nach Luziferase Uberexpression dhnliche Verldufe zeigten (Abbildung 3.5 G).
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Abbildung 3.5: Kein Hinweis auf verdnderte verzégerte Kaliumgleichrichterstréme nach AAV-A53T-aSyn
Uberexpression.

(A) Spannungsprotokoll zur Aktivierung der verzogerten Kaliumgleichrichterstréme. Auf den ersten
Spannungssprung zu -40 mV erfolgte die schnelle Inaktivierung der transienten Kaliumstrome. Wahrend des
zweiten Spannungssprungs (siehe schwarzer Pfeil) flossen hauptsachlich die langsam inaktivierenden, durch
verzogerte Kaliumgleichrichterkandle vermittelten Strome. (B)-(E) Exemplarische Darstellung verzogerter
Kaliumgleichrichter-Stréme zu allen vier Zeitpunkten nach Uberexpression von AAV-Luziferase (oben) und AAV-
A53T-aSyn (unten). (F) lllustration der mittleren verzégerten Kaliumgleichrichterstrome 1, 3, 6 und 9 Wochen
und AAV-A53T-aSyn Injektion. Mit verzégerten
Kaliumgleichrichterstromes 6 Wochen nach AAV-A53T-aSyn Uberexpression war kein signifikanter Unterschied
detektierbar.

(G) Abbildungen der Strom-Spannungs-Kurven der verzogerten Kaliumgleichrichterstrome zu allen vier
Zeitpunkten nach AAV-Luziferase und AAV-A53T-aSyn Injektion. In beiden Gruppen zeigen sich dhnliche
Kurvenverlaufe.

n.s.: nicht signifikant; ** bedeutet P < 0,01; *** bedeutet P < 0,001 kalkuliert mittels des Student’s t-Tests bei
Normalverteilung bzw. des Mann-Whitney-U-Tests.

nach AAV-Luziferase Ausnahme eines erhohten
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3.3.3. Reduzierte Kalzium-aktivierte Kaliumstrome nach A53T-aSyn

Uberexpression

In dopaminergen Neuronen der SNpc sind Kc, Kanale bei der Regulierung der NHP und AP-
Frequenz von zentraler Bedeutung. Die Applikation von Apamin, einem selektiven Inhibitor der
SK Kanale, vermittelt in SNpc Neuronen eine reduzierte NHP und einen Anstieg der Feuerrate
(Shepard and Bunney 1991). So zeigten Matschke et al. in Patch-Clamp Untersuchungen bei
Mausen, dass der SK Kanalblocker Apamin auch in LC Neuronen die NHP reduziert und die
Feuerrate erhoht (Matschke et al. 2018). SK Kanéle sind somit von groflem Interesse in

vorliegender Arbeit.
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Die K¢, Kanéle werden durch einen intrazelluldren Ca?* Anstieg aktiviert (s. 1.4.2). Durch einen
Spannungssprung von -70 mV auf 0 mV werden Ca?* Kanile aktiviert und verzégert kommt es
durch den intrazelluliren Ca?" Anstieg zur Aktivierung der Kc. Kandle. 1 Woche nach
Virusinjektion betrug die Stromdichte der LC Neurone in der Luziferase Gruppe 8,0 + 1,3 pA/pF
und in der A53T-aSyn Gruppe 8,4 + 1,3 pA/pF (Abbildung 3.6 A). Wahrend die Stromdichte der
Kca Kanale 9 Wochen nach AAV-Luziferase Injektion mit etwa 8,3 + 0,9 pA/pF stabil blieb, lag die
Stromdichte 9 Wochen nach AAV-A53T-aSyn Injektion nur noch bei etwa 4,6 + 0,3 pA/pF.
Reprasentative Kca Stromantworten sind in den Abbildungen 3.6 B-E illustriert. Somit bewirkt die
aSyn Uberexpression in unserem pramotorischen Mausmodell der PK eine zeitabhingige

Reduktion der K¢, Stréme in den noradrenergen Neuronen des LC.

Zusammenfassend nahm nach A53T-aSyn Uberexpression die Feuerrate der spontan-aktiven LC
Neurone abhangig von der Zeit signifikant zu. Darliber hinaus war eine signifikant reduzierte
NHP nach AAV-A53T-aSyn Injektion im Vergleich zur Luziferase Injektion detektierbar.
Gleichzeitig zeigten Messungen verschiedener K* Kanale reduzierte K¢, Strome, welche nach

A53T-aSyn Uberexpression abhingig von der Zeit signifikant abnahmen.
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4. Diskussion

Die PK zahlt zu den haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen und ist gekennzeichnet durch
die aus aSyn bestehenden Lewy-Korperchen. Neben den klassischen motorischen Symptomen
wie Hypokinesie, Rigor, Tremor und posturale Instabilitdt zeigen sich auch nicht-motorische
Symptome wie Schlafstérungen, Depression, Angst und kognitive Defizite (Sveinbjornsdottir
2016). Haufig wird die PK durch die Degeneration der dopaminergen Neurone der SNpc
charakterisiert. Ein moglicherweise unterschatztes Merkmal der PK ist die Degeneration des LC
im Hirnstamm — der groflte Noradrenalin-produzierende Kern im ZNS (Rommelfanger und
Weinshenker 2007). Der LC ist wichtig fur die Regulation der Aufmerksamkeit, Erregung und
Stimmung. Die LC Degeneration bei der PK hat eine potentielle Bedeutung bei bestimmten
neuropsychiatrischen Auffilligkeiten wie Angst, Depression und Schlafstérungen (Sara 2009,

Delaville, Deurwaerdére und Benazzouz 2011).

In letzter Zeit bekommt der LC eine immer gréRer werdende Aufmerksamkeit. Zum einen zeigen
Post-Mortem-Studien, dass sich dich aSyn Pathologie bereits sehr frith im LC zeigt. Die Lewy-
Korperchen treten im LC auf, bevor sie in der SNpc zu finden sind (Braak und Del Tredici 2017,
Del Tredici et al. 2002). Dariber hinaus haben verschiedene unabhdngige Untersucher in
Tiermodellen gezeigt, dass experimentelle Schadigungen des LC die Neuropathologie der PK und
damit den Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc fordern. Zudem kommt es durch die
noradrenerge Degeneration zu einer Exazerbation der motorischen Symptome der PK (Marien,

Briley und Colpaert 1993, Mavridis et al. 1991, Srinivasan und Schmidt 2003).

4.1. Vulnerabilitat der Locus Coeruleus Neurone

Obwohl nicht ganz verstanden ist, warum die Neuropathologie, Dysfunktion und Degeneration
des LC im Vergleich zu anderen Hirnarealen so friih beginnt, zeigen die noradrenergen LC
Neurone verschiedene anatomische, morphologische und neurochemische Eigenschaften, die

zu dieser Vulnerabilitat beitragen kénnen (Mather und Harley 2016).

Neurochemisch ist Noradrenalin an sich bereits ein Risikofaktor. Nach der synaptischen
Freisetzung wird Noradrenalin durch Transporter ins Zytoplasma aufgenommen und kann
autooxidieren oder in chemisch reaktive und toxische Metaboliten umgewandelt werden. Diese

konnen dann Proteine, Lipide und Nukleotide zerstoren (Goldstein 2013). Zudem synthetisieren
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LC Neurone das granuldre Pigment Neuromelanin, welches neben Eisen und anderen
Schwermetallen auch chemische Toxine und aSyn bindet. Maoglicherweise schiitzt
Neuromelanin anfangs die LC Neurone durch Bindung der schadigenden Agenzien und fordert

im Verlauf jedoch die Neurodegeneration durch Freisetzung der Toxine (Pamphlett 2014).

Der LC liegt im dorsalen Pons direkt angrenzend an den vierten Ventrikel (Foote et al. 1983).
Durch die Nahe zum Ventrikel haben die LC Neurone einen direkten Kontakt mit dem Liquor
cerebrospinalis, welcher eine potentielle Quelle fiir chemische Toxine und
neuroinflammatorische Molekdile sein kann. Des Weiteren innerviert der LC einen Grol3teil der
Gehirnkapillaren und kann auch auf diesem Weg Toxine aus dem Blut aufnehmen (Pamphlett
2014). Die LC Axone sind in der Regel diinn, stark verzweigt, unmyelinisiert und mitunter die

langsten Axone im Gehirn. Dies macht sie zusatzlich sehr fragil (Foote et al. 1983).

Auch physiologisch besitzen die LC Neurone Eigenschaften, die zu deren Vulnerabilitat beitragen
kénnen. Die noradrenergen Neurone zeigen eine intrinsische Schrittmacheraktivitat mit einer
spontanen Entladungsfrequenz von 0-5 Hz. Bei Stress steigt die Feuerrate an und es zeigen sich
phasische Entladungsmuster mit den sogenannten ,Bursts” (Berridge und Waterhouse 2003).
Die Schrittmacheraktivitat wird durch Ca®* Kanile aufrechterhalten. Das Ca®!, welches in die
Zelle gelangt, kann in Mitochondrien oxidativen Stress vermitteln. Somit konnte eine LC
Hyperaktivitit in den frithen Stadien den Ca?* Einstrom und damit die mitochondriale Toxizitit
fordern (Sanchez-Padilla et al. 2014). Zusétzlich sind die LC Neurone elektrisch Gber Gap
Junctions gekoppelt, welche das synchrone Entladen steuern. Somit kann sich die dysregulierte
Aktivitat einzelner LC Neurone auf den gesamten Kern ausbreiten und so den oxidativen Stress

triggern (Alvarez et al. 2002, Weinshenker 2018).

Es ist davon auszugehen, dass die LC Neurone durch das Zusammenwirken all dieser Faktoren

verstarkt anfallig fur oxidativen Stress und die aSyn Pathologie sind.

4.2. In vivo Mausmodell der pramotorischen Parkinson-Krankheit

Die prodromale Phase der PK stellt das ideale Zeitfenster fiir krankheitsmodulierende Therapien
dar (Oertel und Schulz 2016). Somit ist es von groRer Bedeutung, Tiermodelle zu etablieren,
welche die Testung neuer Therapien ermoglichen. Henrich et al. hat mit seiner Arbeit das erste
in vivo Mausmodel der priamotorischen PK nach gezielter Uberexpression von humanem

mutierten A53T-aSyn im LC etabliert. aSyn wurde durch Injektion eines etablierten
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rekombinanten AAV Vektors Gberexprimiert (Henrich et al. 2018). Dieser Vektor hat bereits in
verschiedenen Tiermodellen der PK bewiesen, dass er eine progressive Neurodegeneration der
Substantia nigra Neuronen induziert (Gleave et al. 2017, He et al. 2016, Ip et al. 2017, Koprich et
al. 2010). Das AAV-Vektor-basierte Mausmodell von Henrich et al. generiert eine ausgepragte
aSyn Pathologie, einschlielich der Phosphorylierung und Aggregation von aSyn, sowie eine
progressive noradrenerge Neurodegeneration (Henrich et al. 2018). An diesem geeigneten
Modell der prodromalen PK wurden die elektrophysiologischen Messungen dieser Arbeit

durchgefihrt.

In diesem Zusammenhang wire es noch relevant, zu untersuchen, ob die Uberexpression von
Wildtyp aSyn im LC ahnliche histopathologische und elektrophysiologische Veranderungen
hervorruft. Mit der Annahme, dass Wildtyp aSyn weniger zur Aggregation neigt als mutiertes
A53T-aSyn (Coskuner und Wise-Scira 2013, Li et al. 2001), kann man davon ausgehen, dass auch
die histopathologischen und elektrophysiologischen Veranderungen weniger ausgepragt sein

werden. Dies muss jedoch noch in weiteren Untersuchungen im LC Modell gezeigt werden.

4.3. Das Patch-Clamp-Verfahren

Im pontinen Tegmentum finden sich neben dem LC weitere Kerngebiete wie der glutamaterge
Nucleus mesencephalicus nervi trigemini und der cholinerge laterodorsale tegmentale Nucleus,
welche direkt lateral an die LC-Region angrenzen (Allen 2015). Mithilfe von
immunhistochemischen und elektrophysiologischen Kriterien zur Identifikation der LC Neurone
wurde sichergestellt, dass innerhalb dieser Arbeit ausschlieflich noradrenerge LC Neurone
analysiert wurden. Es wurden AP-Charakteristika der noradrenergen Neurone, wie die AP-
Breite, die Amplitude der NHP und das Schwellenpotential, analysiert. Mithilfe
immunhistochemischer Fiarbungen erfolgte die stichporbenartige Uberpriifung der
Kolokalisation von Neurobiotin in den gepatchten Neuronen und TH, das Markerenzym der

Katecholamin-Synthese (s. Abbildung 3.1).

Um die Pathogenese der PK zu verstehen, ist es essentiell die pathophysiologischen
Mechanismen der elektrischen Aktivitdat der LC Neurone zu verstehen, da diese direkt an
intrazelluldre Uberlebens-Signalwege gekoppelt sind. Wahrend der Whole-Cell Messungen im
akuten Hirnstammschnitt konnte die spontane Schrittmacheraktivitdit der LC Neurone

aufgezeichnet werden. Der DMV und die SNpc, welche auch wahrend der PK Pathogenese
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betroffen sind, besitzen ebenfalls spontan-aktive Neurone mit einer &hnlichen
Schrittmacherfrequenz wie die des LC (Goldberg et al. 2012, Guzman et al. 2009). Diese

potentiell zytotoxische Eigenschaft wurde bereits in Abschnitt 4.1.1. diskutiert.

Eine nennenswerte Limitation des Patch-Clamp-Verfahrens ist die Beschrankung auf ein
einzelnes Neuron bei den Messungen. Patch-Camp-Messungen in akuten Hirnschnitten
erlauben die elektrophysiologische Charakterisierung einzelner Zellen. Neurone sind jedoch
Uber chemische Synapsen und elektrisch Gber Gap Junctions miteinander gekoppelt und bilden
im Gesamten ein groRRes neuronales Netzwerk (Qi, Radnikow und Feldmeyer 2015). Leider lasst
sich mittels des Patch-Clamp-Verfahrens in akuten Hirnschnitten keine Aussage Uber dieses

neuronale Netzwerk machen.

4.4. a-Synuklein vermittelt Hyperaktivitat des Locus coeruleus

Eine sehr bedeutende Frage ist, wie die aSyn-Aggregate den LC und die Noradrenalin
Transmission beeinflussen. In unserem pramotorischen Mausmodell der PK zeigte sich, dass die
LC Neurone nach aSyn Uberexpression mit einer zeitabhingig signifikant erhdhten Frequenz

feuerten.

Eine aSyn Uberexpression scheint auf die SNpc vergleichbare Effekte zu haben. In einem
transgenen Mausmodell zeigte sich, dass die Uberexpression von humanem A53T-aSyn eine
erhohte Feuerrate der dopaminergen SNpc Neurone induziert (Subramaniam et al. 2014).
Gleichzeitig zeigen DMV Neurone eine unverdnderte autonome Feuerrate nach A53T-aSyn
Uberexpression in transgenen Mausen. Diese stresslose Schrittmacheraktivitdt erlangen die
DMV Neurone anscheinend durch die Herunterregulation ihrer spannungsabhingigen Ca?*-

Kanéle (Lasser-Katz et al. 2017).

Neurochemisch hat man bei der Alzheimer-Krankheit bereits Hinweise fiir eine LC Hyperaktivitat
gefunden. Dabei handelt es sich um eine weitere neurodegenerativen Erkrankung mit teils
dhnlichen Symptomen wie Angst, Depression und Schlafstorungen. So zeigen verschiedene
Studien eine erhéhte Noradrenalin Freisetzung bei Alzheimer-Patienten (Raskind und Peskind
1994, Hoogendijk et al. 1999). Bei der PK zeigen sich in den bisherigen Studien unveranderte
oder reduzierte Level an Noradrenalin und deren Metaboliten im Liquor cerebrospinalis (Eldrup
et al. 1995). Hierbei wurden jedoch die spaten Krankheitsstadien mit wahrscheinlich bereits

stattgefundener LC Degeneration untersucht. Zukiinftige Studien, welche Noradrenalin und die
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LC Funktion in den pramotorischen Stadien untersuchen, kdnnten neurochemische Evidenz fir

eine LC Hyperaktivitat bei der anfanglichen PK liefern.

4.4.1. Korrelation zwischen Locus coeruleus Hyperaktivitat und klinischen

Symptomen

Insgesamt korreliert eine Hyperaktivitat der LC Neurone und damit eine erhéhte Entladungsrate

mit einer erh6hten Noradrenalin Freisetzung (Berridge und Abercrombie 1999).

Zum einen sind Angst und Depression haufige nicht-motorische Symptome der PK (Schapira,
Chaudhuri und Jenner 2017) und stehen in Verbindung mit einer erhéhten LC Aktivitat (Bremner
et al. 1996). Beispielsweise fordert eine Aktivierung des LC zum einen ein Angst-dhnliches und
aversives Verhalten (McCall et al. 2015) und ruft ebenso ein depressives Verhalten hervor
(Simson and Weiss 1988). Gleichzeitig geben Post-Mortem-Studien umgekehrte Evidenz dafir,

dass depressive Individuen eine LC Hyperaktivitat aufzeigen (Ordway, Smith und Haycock 1994).

Die REM Schlafverhaltensstorung ist eine der ersten Symptome der PK und manifestiert sich oft
Jahre vor dem Auftreten der motorischen Symptome (Schapira et al. 2017). Es wird
angenommen, dass der LC den Muskeltonus wahrend des normalen REM Schlafes blockiert. So
zeigt sich eine klinische Korrelation zwischen einer LC Schadigung und der Auspragung einer
REM-Schlafverhaltensstdrung (Garcia-Lorenzo et al. 2013). In Tiermodellen wurde gezeigt, dass
LC Neurone wahrend des REM-Schlafes unterdriickt werden. Die noradrenergen Neurone sind
in der Regel tonisch aktiv und versorgen das Gehirn mit Noradrenalin. Nur wahrend des REM-
Schlafes und wihrend der Ubergangsphase in den REM-Schlaf sind sie nicht aktiv (Poe 2017).
Somit ist es naheliegend, dass eine Uberaktivitit der LC-Neurone mit REM-

Schlafverhaltensstérungen in Verbindung steht.

Somit kann die LC Hyperaktivitat bei der PK moglicherweise einen Teil der nicht-motorischen

Symptome erkldren.
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4.5. Pathophysiologische Veranderungen nach a-Synuklein

Uberexpression

Bei der Frage nach dem Mechanismus fir die erhdhte Feuerrate in LC Neuronen nach aSyn
Uberexpression fand sich in vorliegender Arbeit eine reduzierte NHP. Die restlichen Parameter
bei der Analyse der AP-Charakteristika wie das Schwellenpotential und die AP-Dauer waren
unverandert. So wurden bei weiteren Untersuchungen in den LC Neuronen nach AAV-A53T-
aSyn Injektion zeitabhangig signifikant reduzierte NHP-Strome gefunden. Abgesehen von den
reduzierten Kc, Kanal-Stromen waren die transienten K* Auswartsstrome und verzégerten K*-
Gleichrichterstréme unverdndert nach aSyn-Uberexpression. Diese neuen Ergebnisse geben
Aufschluss Uber die elektrophysiologischen Veranderungen der LC Neurone und liefern ein

weiteres Puzzleteil, um die pathologischen Veranderungen der PK zu verstehen.

In dem transgenen Mausmodell von Subramaniam et al. fithrt die Uberexpression von A53T-
aSyn in dopaminergen SNpc Neuronen wahrscheinlich vermittelt durch Oxidation zu einer
Dysfunktion des A-Typ Kv4.3 Kanals. Der verringerte Kv4.3 vermittelte A-Typ K* Strom induziert

so die erhohte Feuerrate dopaminerger SNpc Neurone (Subramaniam et al. 2014).

4.5.1. Reduzierte Kalzium-aktivierte Kaliumstrome vermitteln erh6hte

Schrittmacheraktivitat

In akuten Hirnschnitten von Ratten und Mausen zeigen LC Neurone unter synaptischer Isolation
eine intrinsische Schrittmacheraktivitdt mit einer Frequenz von 1-3 Hz (Sanchez-Padilla et al.
2014, Matschke et al. 2015). Elektrophysiologische Studien, welche vor allem in LC Neuronen
von Ratten durchgefiihrt wurden, beschreiben verschiedene Na* Stréme (Shen und North 1993),
Ca?* Stréme (Chieng und Bekkers 1999, Matschke et al. 2015) und K* Stréme, welche
beispielsweise Uber K¢ Kandle, verzogerte K* Gleichrichterkandle und transiente K*
Auswartskanale vermittelt werden (Forsythe, Linsdell and Stanfield 1992, Murai et al. 1997,
Murai und Akaike 2005). Es finden sich jedoch nur wenige Studien, welche die bedeutenden
Kanale bei der Regulation der spontanen Schrittmacheraktivitat der LC Neurone in Nagetieren
untersuchen. Untersuchungen von LC Neuronen in Mausen zeigen, dass moglicherweise
Tetrodotoxin-sensitive Na*-Stréme in Kombination mit TEA-sensitiven K* Strdmen eine
entscheidende Funktion bei der Schrittmacheraktivitdt der noradrenergen Neurone haben (de
Oliveira et al. 2010). Matschke et al. haben beobachtet, dass das Zusammenwirken von L- und

T-Typ Ca** Kanéilen essentiell fiir die intrinsische Schrittmacheraktivitdt der LC Neurone ist
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(Matschke et al. 2015). So bewirkt die Aktivierung dieser beiden Kanéle einen Ca% Einstrom und
damit eine SK-Kanal Aktivierung. SK Kanile sind wiederum bedeutende Regulatoren der Ca%*
Homoostase in Neuronen des ZNS (Dolga und Culmsee 2012). Sie modulieren die NHP der LC
Neurone und somit die AP-Frequenz. SK-Kandle vermitteln bei Blockierung einen
Frequenzanstieg und bei Aktivierung eine Frequenzabnahme der intrinsischen
Schrittmacheraktividt (Matschke et al. 2015, Matschke et al. 2018, Sah und Davies 2000, Deignan
et al. 2012). Dies stimmt mit den Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit Gberein - die
erhéhte Feuerrate und reduzierte NHP der LC Neurone nach aSyn Uberexpression trat
zusammen mit reduzierten Kc Strémen auf. Die Annahme, dass SK Kandle als wichtige
Regulatoren der intrinsischen Schrittmacheraktivitdt in LC Neuronen agieren, wird durch die

Tatsache unterstitzt, dass die Expression von SK Kanalen die tonische Feuerfrequenz auch in

verschiedenen anderen ZNS Neuronen reguliert (Stocker 2004, Deignan et al. 2012).

SK Kandle sind spannungsunabhdngig und werden allein durch Verdanderungen der
intrazelluldren Ca®* Konzentration reguliert (Kuiper et al. 2012). Ca%** bindet an Calmodulin,
welches an den C-Terminus des SK Kanals gebunden ist und als Ca%* Sensor dient. So vermittelt
Calmodulin eine Konformationsinderung des Kanalproteins und die Offnung der Kanalpore

(Bruening-Wright et al. 2007).

Im ZNS sind SK Kandle in der Regel in der Nahe von Neurotransmitterrezeptoren wie
glutamatergen NMDA- oder nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren lokalisiert und wirken
exzitatorischen synaptischen Potentialen entgegen. Somit funktionieren sie als bedeutende
Regulatoren der neuronalen Erregbarkeit (Faber, Delaney und Sah 2005, Dolga und Culmsee

2012).

Auch wenn ein Zusammenhang zwischen den SK Kandlen und der Schrittmacheraktivitat
offensichtlich ist, werden weitere Studien bendétigt, um den genauen Mechanismus zu klaren,
wie Kca Kandle die intrinsische Schrittmacheraktivitdt von noradrenergen LC Neuronen unter

physiologischen Bedingungen regulieren.

4.5.2. Kalzium Homaoostase und oxidativer Stress

Fiir neurodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer Krankheit und die PK ist eine
Dysregulation der intrazelluldren Ca** Homdostase charakteristisch. Unphysiologisch hohe
intrazelluldre Ca?* Level kénnen zu dysregulierten metabolischen Prozessen fiihren und sind
direkt mit Signalwegen gekoppelt, welche den Zelltod vermitteln (Beal 1998, Lipton und Nicotera

1998). Eine mégliche Erkldrung fir erhéhte intrazellulire Ca®* Level ist die kontinuierlich
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ansteigende Feuerrate in spontan-aktiven Zellen. In Neuronen der SN, des DMV und des LC — bei
der PK betroffene neuronale Zellgruppen — wurde gezeigt, dass die intrinsische
Schrittmacheraktivitit von einem Ca?" Einstrom durch spannungsabhingige Ca?* Kanile
begleitet wird. Dies kann einen aktivitatsabhdngigen oxidativen Stress zur Folge haben (Sanchez-
Padilla et al. 2014, Surmeier, Obeso und Halliday 2017). Des Weiteren ist die Uberstimulation
von Ca* permeablen Glutamatrezeptoren, bekannt als Exzitotoxizitit, ein anerkannter
pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit und PK (Beal 1998, Zadori
et al. 2014). Somit ist die Modulation der intrinsischen Schrittmacheraktivitat und intrazellularen
Ca?* Homoostase lber Kc, Kandle ein interessanter therapeutischer Ansatzpunkt, um die
Neurone vor Ca?* induzierter Toxizitit zu schiitzen. In dopaminergen Neuronen des Mittelhirns
reduzierte der SK2 / 3 Kanalaktivator CyPPA in einem AMPA-abhangigen Toxizitatsmodell die
spontane Feuerrate und verhinderte den neuronalen Verlust. Gleichzeitig induzierte die
Inhibierung der SK Kanale mit NS8953 eine Abnahme der TH positiven dopaminergen Neurone
(Benitez et al. 2011). Zudem regulierte der SK2 Kanal Aktivator NS309 oder 1-EBIO die Ca**
Homoostase, reduzierte den Gehirnschaden in einem ischdmischen Modell und schitzte
dopaminerge Neurone vor Glutamat- und Rotenon-induzierter Toxizitat (Dolga et al. 2011, Dolga
und Culmsee 2012, Dolga et al. 2014). Matschke et al. zeigten eine starke Expression von SK2
Kanélen, eine funktionelle Kopplung von spannungsabhingigen Ca?* Kanilen mit den SK Kanilen
und einen Einfluss dieser auf die spontane Schrittmacheraktivitdt in LC Neurone (Matschke et
al. 2018). Somit kdnnten SK Kanéle ein vielversprechender therapeutischer Ansatzpunkt sein,
um die noradrenergen LC Neurone vor den Ca®* induzierten pathologischen Verinderungen in
neurodegenerativen Erkrankungen zu bewahren. Weitere Studien sind nétig, um den
moglicherweise protektiven Effekt von SK Kanalaktivatoren auf die Neurodegeneration in den

frihen Stadien der PK zu untersuchen.

4.6. Ausblick

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der PK sind bereits 30-50% der dopaminergen Neurone in
der Substantia nigra untergegangen (Liu, Chan und Stoessl 2017). Zudem fehlen aktuell noch
krankheitsmodifizierende Therapien, welche die Pathogenese der PK aufhalten oder gar
rickgangig machen kénnen (Oertel und Schulz 2016). Der zunehmende Fokus auf die
pramotorischen Stadien der PK ist somit von groRer Bedeutung, um rechtzeitig in die

Pathogenese eingreifen zu kdnnen. Es werden neue diagnostische Methoden bendtigt, um die
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neurodegenerative Erkrankung frihzeitig zu erkennen. Die Diagnosestellung konnte auf
klinischen Symptomen der prodromalen PK und ,,Neuroimmaging” basieren (Berg et al. 2015).
So besteht die Moglichkeit, die Ausbreitung der Lewy Pathologie rechtzeitig einzuddmmen. LC-
basierende Therapeutika kdnnten an der Stressanfalligkeit der noradrenergen Neurone
angreifen — beispielsweise Ca®* Kanal Antagonisten, Antioxidantien oder antiinflammatorische
Molekiile. Es werden weitere Behandlungsoptionen benétigt, um die LC Hyperaktivitat
einzudammen und die Ausbreitung der Neuropathologie ausgehend vom LC zu verhindern. Es
ist naheliegend, dass lonenkanale, welche der intrinsischen Schrittmacheraktivitat zugrunde
liegen, vielversprechende Ansatzpunkte fiir neue Therapeutika sein koénnen, um die
Neurodegeneration der PK aufzuhalten. Nach Erreichen der vollen Auspriagung der PK mit
kognitiven Defiziten konnten Therapeutika von Nutzen sein, die die Noradrenalin Transmission

erhdhen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die pathologischen Verdanderungen wahrend der
prodromalen PK mit Fokus auf die neuronale Aktivitat aufgezeigt. Um die gesamte Pathogenese

der PK erklaren zu kénnen, werden noch weitere Studien benétigt.
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5. Zusammenfassung

Die Parkinson-Krankheit ist nach der Alzheimer-Krankheit die zweithaufigste neurodegenerative
Erkrankung, deren Pravalenz erwartungsgemald in den kommenden Jahren weiter steigen wird.
Charakteristisch fir die Parkinson-Krankheit sind die Lewy-Korperchen, welche aus aggregierten
a-Synukleinen bestehen. Die Lewy Pathologie findet sich aufsteigend in verschiedenen Arealen
des Nervensystems und beginnt im Dorsalen Motorischen Vaguskern. Im weiteren Verlauf
finden sich die intraneuronalen Einschlusskdrperchen zusatzlich in den Raphekernen und im
Locus Coeruleus. Die Pathologie breitet sich weiter auf die Substantia nigra und Amygdala aus,

bis sie schlielich zum zerebralen Kortex aufsteigt.

Durch den Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta kommt es
zu den klassischen motorischen Symptomen wie Hypokinesie, Tremor, Rigor und posturale
Instabilitat. Doch bereits Jahre zuvor zeigen sich haufig Symptome einer prodromalen Parkinson-
Krankheit. Zu diesen pramotorischen Symptomen zdhlen Hyposmie, Obstipation, orthostatische
Hypotension und Schlafstérungen. Der Locus Coeruleus besitzt eine moglicherweise
unterschatzte Funktion bei der Pathogenese der Parkinson-Krankheit. Er triggert zum einen die
motorischen Symptome der Erkrankung und wird zum anderen fiir einige der nicht-motorischen
Symptome — wie Schlafstérungen, Depressionen und Angst - verantwortlich gemacht. Der Locus
Coeruleus befindet sich am Rand des Vierten Ventrikels auf Héhe der Pons und ist die grofSte
noradrenerge Quelle im Zentralen Nervensystem. Um eine kontinuierliche Noradrenalin-
Ausschiittung zu gewahrleisten, besitzen die Neurone des Locus Coeruleus eine intrinsische

Schrittmacheraktivitat.

So wurde in der vorliegenden Arbeit mit einem pramotorischen Mausmodell der Parkinson-
Krankheit gearbeitet, bei welchem mit Hilfe von Adeno-assoziierten Viren humanes mutiertes
A53T-aSynuklein im Locus Coeruleus Uberexprimiert wurde. In der Kontrollgruppe wurde
Luziferase liberexprimiert, um allgemeine Effekte einer Proteinliberexpression auszuschlieRen

und Effekte speziell durch a-Synuklein zu untersuchen.

Mit Hilfe des Patch-Clamp-Verfahrens wurden elektrophysiologische Messungen an den Locus
Coeruleus Neuronen im akuten Hirnschnitt durchgefiihrt. Die noradrenergen Neurone waren
alle spontan-aktiv und zeigten die charakteristische intrinsische Schrittmacheraktivitat mit einer
Frequenz von 1-3 Hz. Nach Uberexpression von A53T-a-Synuklein stieg die Feuerrate

zeitabhingig signifikant an, wahrend die Feuerrate nach Luziferase Uberexpression stabil blieb.
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So wurden die Aktionspotentiale im Einzelnen analysiert und es zeigte sich eine deutlich
reduzierte Amplitude der Nachhyperpolarisation nach a-Synuklein Uberexpression im Vergleich
zur Luziferase Gruppe. Die Aktionspotentialbreite und das Schwellenpotential waren

unverandert in beiden Gruppen.

Auf der Suche nach dem Mechanismus fiir die erhdhte Feuerrate und die reduzierte
Nachhyperpolarisation wurden verschiedene Kaliumstréme untersucht. Kaliumselektive
lonenkandle haben eine zentrale Bedeutung bei der Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotentials, der Repolarisation und der Nachhyperpolarisation der
Aktionspotentiale. Zu den Kaliumstromen, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden, gehoren die transienten Kaliumauswartsstrome, die verzogerten
Kaliumgleichrichterstrome und die Kalzium-aktivierten Kaliumstréme. Die ersten beiden dieser
Kaliumstrome entstehen durch eine Depolarisation des Membranpotentials, wahrend die

Kalzium-aktivierten Kaliumstrome durch einen intrazellularen Kalziumanstieg entstehen.

Die Stromantworten auf depolarisierende Spannungsspriinge zeigten unveranderte transiente
Kaliumauswartsstrome und Kaliumgleichrichterstrome nach a-Synuklein und Luziferase
Uberexpression. Die Kalzium-aktivierten Kaliumstréme nahmen im Verlauf nach A53T-a-
Synuklein Uberexpression jedoch signifikant ab, wahrend diese Strdme nach Luziferase
Uberexpression stabil blieben. Somit lieR sich die erhéhte intrinsische Schrittmacheraktivitit
und reduzierte Nachhyperpolarisation in der vorliegenden Arbeit durch reduzierte Kalzium-

aktivierte Kaliumkanale erklaren.

Demzufolge wird die Aktivierung von Kalzium-aktivierten Kaliumkandlen als ein
vielversprechender Ansatzpunkt zur Neuroprotektion des Locus Coeruleus wahrend der friihen

Stadien der Parkinson-Krankheit postuliert.
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6. Summary

The Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disorder after
Alzheimer’s disease with an increasing prevalence. The characteristic of the Parkinson’s disease
are the Lewy bodies, which mainly contain the aggregated a-synuclein. The Lewy pathology is
located in distinct areas of the human nerve system and spreads continuously beginning in the
dorsal motor nucleus. In the course of time the intraneuronal inclusion bodies reach the
medullary raphe nuclei and the locus coeruleus. After the pathology has spread over the

substantia nigra and amygdala, it finally reaches the cerebral cortex.

The degeneration of the dopaminergic substantia nigra pars compacta neurons causes the
typical motor symptoms of Parkinson’s disease including hypokinesia, tremor, rigor and postural
instability. Some years in advance there are often symptoms of a prodromal Parkinson’s disease.
These premotor symptoms include hyposmia, constipation, orthostatic hypotension and sleep
disorders. The locus coeruleus has a probably underestimated role in the pathogenesis of the
Parkinson’s disease. First it provides the motor symptoms of the disease and second it is likely
to cause some of the non-motor symptoms like sleep disorders, depression and fear. The locus
coeruleus is located next to the fourth ventricle at the level of the pons and it is the major
noradrenergic source in the central nervous system. To guarantee a continuous release of

norepinephrine the neurons of the locus coeruleus possess an intrinsic pacemaker activity.

In my thesis work | focused on a premotors mouse model of the Parkinson’s disease, in which
human mutant A53T-a-synuclein was overexpressed in the locus coeruleus through an adeno-
associated virus. In the control group luciferase was overexpressed to exclude general effects of

the protein overexpression and to examine specially the effects of a-synuclein.

Using the patch-clamp-technique | examined electrophysiological changes in the locus coeruleus
neurons in acute brain slices. All of the noradrenergic neurons were spontaneously active and
showed the characteristic intrinsic pacemaker activity with a frequency of 1-3 Hz. After
overexpressing A53T-a-synuclein the firing frequency time-dependently increased significantly,
while the firing rate after overexpressing luciferase remained constant. As a next step the action
potentials were analysed separately and they showed a significant decrease of the
afterhyperpolarisation amplitude post a-synuclein overexpression compared to the luciferase
group. There was no difference in the action potential width and the threshold between these

two groups.

53



Searching for mechanism behind this increased firing frequency und reduced
afterhyperpolarization several potassium currents were examined. Potassium selective ion
channels play a central role in maintaining the resting membrane potential, the repolarisation
and afterhyperpolarisation of the action potentials. The potassium channels, which were
examined in this here present work, include the transient outward potassium channels, the
delayed rectifier potassium channels and the calcium-actiated potassium channels. The first two
potassium channels are activated by depolarisation of the membrane potential, whereas the

calcium-activated potassium channels are activated by an intracellular calcium increase.

The current responses to depolarizing voltage steps showed unchanged transient outward
potassium channels and delayed rectifier potassium channels post a-synuclein and luciferase
overexpression. However the calcium-activated potassium channels significantly decreased
after A53T-a-synuclein overexpression, whereas these currents stayed constant after luciferase
overexpression. Therefore the increased intrinsic pacemaker activity and the reduced
afterhyperpolarization could be explained by reduced calcium-activated potassium currents in

this here present work.

As a consequence the activation of calcium-activated potassium channels is postulated as a
promising approach protecting the neurons of the locus coeruleus during the early stages of

Parkinson’s disease.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AAV
ACSF
AK

AMPA

AP

AP-5

Aqua dest.
BGH-pA-Sequenz

BK Kanal

Ca*
CBA
cMv
DMV
ITR

K

Kca

Kir Kanal
Kv Kanal
LC

Na*

NBQX

NHP
NMDA
PBS
PK

REM

Adeno-assoziierte Viren

Engl.: “artificial cerebrospinal fluid”
Antikorper

Engl.: “alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid”

Aktionspotential

Engl.: ,amino-5-phosphonovaleric acid”
Doppelt destilliertes Wasser

Engl.: ,,bovine growth hormone polyadenylation sequence”
Ca? aktivierter Kaliumkanal mit groRer
Einzelkanalleitfahikeit

Engl.: “Calcium”

Engl.: “chicken 8-actin”

Cytomegalievirus

Dorsaler Motorsicher Vaguskern

Engl.: ,inverted terminal repeat”

Kalium

Ca* aktivierter Kaliumkanal
Einwartsrektifizierender Kaliumkanal
Spannungsgesteuerter Kaliumkanal

Locus Coeruleus

Natrium

Engl.: “2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzoquinoxaline-
2,3-dione”

Nachhyperpolarisation

Engl.: “N-Methyl-D-aspartate”

Engl.: ,phosphate-buffered saline”
Parkinson-Krankheit

Engl.: ,,Rapid Eye Movement"
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Rs Serienwiderstand
SK Kanal Ca?* aktivierter Kaliumkanal mit kleiner

Einzelkanalleitfahikeit

SNpc Substantia Nigra pars compacta

TH Tyrosinhydroxylase

WPRE Engl.: "woodchuck hepatitis virus posttranscriptional
regulatory element”

ZNS Zentrales Nervensystem

asyn a-Synuklein
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