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Einleitung

Der Morbus Parkinson ist eine weit verbreitete neurodegenerative Erkrankung des
extrapyramidalmotorischen Systems (EPMS), die durch einen irreversiblen Untergang
dopaminerger Neurone im nigrostriatalen System des Gehirns gekennzeichnet ist (Holtz und
O’Malley 2003, Lansbury und Brice 2002). Dies fiuhrt zu den typischen klinischen Zeichen
Rigor, Ruhetremor, Hypokinese, welche bis zu Akinese fuihren kann, sowie zur posturalen

Instabilitat (Stérung der Halte- und Stellreflexe).

Die aktuelle Definition des Parkinson-Syndroms fordert das Kernsymptom der Akinese in
Kombination mit wenigstens einem der Kardinalsymptome Rigor, Ruhetremor und postoraler
Instabilitat (Oertel und Reichmann 2008). Die Symptomatik tritt dabei initial meist unilateral
auf und ist im weiteren Verlauf progredient. Weitere typische Symptome sind Hypomimie und
ein kleinschrittiges Gangbild, sowie die Schwierigkeit, Bewegungen zu initieren oder

abzubrechen.

Darlber hinaus kdnnen auch nicht-motorische Symptome auftreten. Mehr als die Halfte der
Parkinsonpatienten leiden an psychiatrischen Stérungen, vor allem an Depressionen und
Schlafstérungen. Die ebenso haufig berichteten Psychosen treten hingegen meist nur als

Nebenwirkung der medikamentdsen Therapie (DeLong und Juncos 2005) auf.

Histopathologisch ist eine selektive Degeneration der dopaminergen Neurone in der
Substantia nigra pars compacta und das Auftreten von Lewy-Kdrpern nachweisbar (siehe
Abbildung 1).

Lewy-Koérper sind runde eosinophile zytoplasmatische Proteinaggregationen, bestehend aus
alpha-Synuclein (Spillantini et al. 1997), Ubiquitin (McNaught et al. 2002b) und
Neurofilamenten (Spillantini et al. 1998), die ein Kennzeichen fir die Neurodegeneration

darstellen.
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Abbildung 1: Anatomische Strukturen und Histopathologie bei M. Parkinson (nach Dauer und

Przedborski 2003). In Abschnitt A. sieht man den Normalbefund der Substantia nigra pars compacta
(SNpc). In Abschnitt B. ist die Substantia nigra atrophisch, bedingt durch den Untergang der
dopaminergen Neuronen. In Abschnitt C. sind Lewy-Kdrper (Lewy Body) dargestellt.

In 75% der Erkrankungsfélle handelt es sich um einen sogenannten idiopathischen Morbus
Parkinson. In den restlichen Fallen handelt es sich um genetisch bedingte oder sekundare
Parkinson-Syndrome, wobei das Parkinson-Syndrom im Rahmen anderer systemischer
Erkrankungen, wie z.B. bei der Multisystematrophie vorkommt (weitere Formen siehe

Tabelle 1). Die hier aufgefiihrte Arbeit bezieht sich auf den idiopathischen Morbus Parkinson
und dessen neuropathologische Veranderungen.
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Tabelle 1: Ursachen fur das Parkinson-Syndrom,

nach DelLong und Juncos (2005)

Primare Parkinson-Syndrome

Sekundare Parkinson-Syndrome

1. Familiare Parkinson-Syndrome
(genetisch vererbt, selten)

2. ldiopathischer M. Parkinson
(am haufigsten)

3. Sonstige Neurodegenerative
Erkrankungen

1.

2.

3.

Alpha-Synuclein-Pathologie
i. Multisystematrophie
ii. Lewy-Korper-Demenz
Tauopathien
i. Progressive supranukleare
Blickparese
ii. Kortikobasale
Degeneration
iii. Frontotemporale Demenz
Assoziiert mit Amyloid-Pathologie
i. Im Rahmen des M.

Alzheimer
4. Im Rahmen anderer genetischer
Syndrome
1. M. Wilson
2. Chédiak-Higashi-Syndrom
3. Hallervorden-Spatz-Syndrom
4. SCA-3 Spinozerebelare Ataxie
5. X-chromosomale Dystonie
6. Fragile X-Syndrom
7. Chorea Huntington (Westphal
Variante)
8. Prion Erkrankungen
5. Sonstige Ursachen
1. Vaskular (M. Binswanger)
2. Normal-Druck Hydrozephalus
3. Katatonie
4. Zerebrale Lahmungen

1. Posttraumatisch (z.B. Boxer)

2. Infektits
a. Post-Enzephalitis
b. Neurosyphilis
3. Metabolisch
a. Hypoparathyroidismus
b. Non-Wilson hepato-lentikulare

Degeneration

4. Medikamenten-induziert

a.

©oo o

f.

Neuroleptika

Antiemetika (z.B. Metoclopramid)
Alpha-Methyldopa

Lithium

Valporinséure

Flouxetin

5. Toxin-induziert

a.

S@ o000 C

MPTP

Zyanid

Methanol

Paraquat

Retenon

N-Hexan
Schwefelkohlenstoff
Kohlenmonoxid
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Epidemiologie

Die Erkrankung beginnt meist zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr, wobei Méanner
statistisch gesehen etwas haufiger betroffen sind als Frauen. Die Pravalenz der Erkrankung
steigt von 20/100.000 in der Gesamtbevdlkerung auf 120/100.000 bei Menschen mit einem
Lebensalter von tber 70 Jahren (Dauer und Przedborksi 2003) an. Die Manifestationsrate
der Erkrankung steigt somit mit zunehmendem Alter bis ca. zum 75. Lebensjahr, dann nimmt

sie wieder ab.

Ein Parkinson-Syndrom kann allerdings auch extrem selten bereits vor dem 40. Lebensjahr
auftreten, wobei in der Altersgruppe der 40-44-Jahrigen einer von 100.000 Menschen

betroffen ist.

Insgesamt wird in Deutschland derzeit von 300.000-400.000 Betroffenen ausgegangen (von

Campenhausen et al. 2005).

Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des idiopathischen M. Parkinson ist trotz intensiver weltweiter
Forschungstatigkeit bisher noch weitgehend unbekannt. Es gibt jedoch familidre und Toxin-
induzierte Formen des Parkinson-Syndroms, bei denen eine Mutation oder ein Giftstoff den
selektiven Untergang der dopaminergen Neurone auslosen. Eine Auflistung der bisher
bekannten genetischen Ursachen zur Entwicklung eines Parkinson-Syndroms ist in Tabelle 2
aufgefuihrt. Man vermutet daher, dass diese Ursachen alle zusammen ebenfalls eine Rolle in
der Entstehung des idiopathischen M. Parkinson spielen kénnten (Gandhi und Wood 2005).
DarlUberhinaus werden in diesem Abschnitt die verschiedenen Hypothesen, die Einfluss auf

die Entstehung des idiopathischen M. Parkinson haben kdnnten, kurz beleuchtet.
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Tabelle 2: Genetische Ursachen fur das Parkinson Symptom. Nach Li et al. (2002), Pankratz et al.

(20034, 2003b), Strauss et al. (2005) und Vila und Przedborski (2004)

Lokus Chromosom Gen Vererbung Besondere Merkmale
PARK1 4921 alpha- AD Junges Alter, weniger
Synuclein Tremor

PARK2 6025.2-927 Parkin AR Junges Alter, langsame
Progredienz, haufiger
Dystonien und Dyskinesie.
Meist keine Lewy-Kdrper?

PARK3 2p13 Unbekannt AD Haufiger Demenz, schnelle
Progredienz

PARK4® 4p15 Unbekannt AD Junges Alter, Demenz,
Schnelle Progredienz,
autonome Dysfunktionen,
Halte-Tremor

PARKS5 4pl4a UCH-L1 AD -

PARK6 1p36 PINK1 AR Junges Alter, langsame
Progredienz

PARKY 1p36 DJ-1 AR Junges Alter, psychiatrische
Symptome, langsame
Progredienz

PARKS8 12pl11.2-q13.1 LRRK-2 AD Meist keine Lewy-Korper

PARK9 1p36 Unbekannt AR Juveniles Alter, Spastik,
Demenz, supranukleare
Blickparese

PARK10 1p Unbekannt Hohes Alter

PARK11 2036-37 Unbekannt -

PARK12 Xg21-25 Unbekannt -

PARK13 2pl12 HtrA Serin -

Peptidase 2

AD: autosomal dominant; AR: autosomal rezessiv.

a

: nur in einem Fall gefunden. b Lokus nicht

bestatigt, wahrscheinlich handelt es sich um eine alpha-Synuclein (PARK1) Triplikation.
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1. Oxydativer Stress und mitochondriale Dysfunktion

Die ersten Hypothesen zur Pathogenese des idiopathischen M. Parkinson basierten
auf der Tatsache, dass die Stoffe 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin
(MPTP) (Langston et al. 1984), Rotenon (Betarbet et al. 2000) und Paraquat (Liou et
al. 1997) den Komplex | der Atmungskette in den Mitochondrien hemmen und
dadurch Parkinson-Symptome mit selektivem Untergang dopaminerger Neurone in
vitro (Seniuk et al. 1990, Manning-Bog et al. 2002) und in vivo (Forno et al. 1986)

Modellen verursachen.

Die Hemmung des mitochondrialen Komplex | fihrt dabei zu zweierlei Konsequen-
zen: Die Behinderung aller ATP-abhangigen Reaktionen und die Entstehung freier
Radikale (ROS), die einen oxidativen Stress ausltsen. Diese Radikale reagieren mit
Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren und fihren letztendlich zum Zelltod (Cohen
2000). In post mortem Gehirnanalysen von Parkinson-Patienten gibt es deutliche
Beweise fur diesen oxidativen Stress: Lipid-Peroxidation Marker (4-Hydroxynonenal
und Malondialdehyd) sowie Nitratbindung an Proteinen wurden in der Substantia
nigra und in den Lewy-Koérpern nachgewiesen (Andersen 2004). Darlber hinaus
wurde eine Reduktion der Aktivitdt des Komplex | um 30% in Gehirn, Muskeln und
Thrombozyten bei Patienten mit idiopathischem M. Parkinson beschrieben (Schapira
et al. 1990, Parker et al. 1989).

Eine weitere Unterstitzung fir die Hypothese, dass oxidativer Stress eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des M. Parkinson spielen kdnnte, war der
Nachweis von Mutationen im DJ-1 Gen (Bonifati et al. 2002), die zu einer Parkinson-
Symptomatik fihren. Die genaue Funktion des DJ-1-Genproduktes ist allerdings
weiterhin unbekannt, es scheint jedoch, dass dieser eine protektive Funktion gegen
die Hemmung des mitochondrialen Komplex | und den oxidativen Stress zu haben
scheint (Canet-Aviles et al. 2004 und Taira et al. 2004).

Eine weitere Ursache flr den oxidativen Stress sind endogene Faktoren, wobei vor
allem der Metabolismus des in der Substantia nigra vorkommenden Neurotrans-
mitters Dopamin (néheres s.u.) selbst zur Produktion von ROS (Cohen 1984) fiihren
kann. Dopamin wird dabei durch drei verschiedene enzymatische Wege zum hochto-
xischen Chinon umgewandelt (Stokes et al. 1999). Dartber hinaus kann Dopamin
durch das Vorhandensein von Schwermetallen und Wasserstoffperoxyd in 6-

Hydroxydopamin (6-OHDA) umgewandelt werden (Blum et al. 2001).
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6-OHDA erhtht wiederum die ROS-Konzentration, hemmt den Komplex | in den
Mitochondrien (Beal 2001), fuhrt zu falsch gefalteten Proteinen (UPR) (Holtz und
O’Malley 2003) und verursacht den Zelltod durch apoptotische (Bilsland et al. 2002,
Dodel et al. 1999) und nicht-apoptotische Mechanismen (Sauer und Oertel 1994). In
vivo verursacht 6-OHDA eine selektive Neurodegeneration dopaminerger Neurone
und stellt ein etabliertes Modell des M. Parkinson in vivo und in vitro dar (Dauer und
Przedborski 2003, Sauer und Oertel 1994, Ungerstedt 1968). Zusatzlich konnten 6-
OHDA und andere Dopamin- und Chininderivate post mortem in Gehirnen von
Parkinson-Erkrankten nachgewiesen werden (Fornstedt et al. 1986, Spencer et al.
1998).

Proteinakkumulation und das Ubiquitin-Proteasom- System:

Der Nachweis, dass eine Mutation im alpha-Synuclein Gen ein familiares Parkinson-
Syndrom auslést (Polymeropoulos et al. 1997) fihrte zu der wichtigen Entdeckung,
dass dieses Protein ein wichtiger Bestandteil der Lewy-Korper darstellt (Spillantini et
al. 1998). Verschiede Mutationen in diesem Gen flihren zu einer Aggregation des
Genprodukts und dadurch zu einem autosomal dominanten Parkinson-Syndrom.
Hingegen verleiht ein alpha-Synuclein-Knockout Mausen einen Schutz gegeniber
den toxischen Effekten von MPTP (Dauer et al. 2002). Dies kdnnte einen weiteren
Hinweis geben, dass die Akkumulation von alpha-Synuclein ein wichtiger Bestandtell

der Pathogenese ist.

Das Proteasom ist ein Proteinkomplex, der im Zytoplasma und im Zellkern Proteine
zu kleinen Fragmenten abbaut. Proteine, welche abgebaut werden sollen, werden in
einem mehrstufigen enzymatischen Prozess mit einer Poly-Ubiquitin-Kette markiert.
Dieser Proteinabbau ist fur die Zelle lebensnotwendig. So werden metabolische
Enzyme, Transkriptionsfaktoren, Zellzyklus regulierende Proteine und fehlerhafte

Proteine abgebaut (Baumeister et al. 1998).

Die ersten Beweise, dass das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) eine Rolle in der
Neurodegeneration spielen konnte, lieferte die Entdeckung des Parkin-Gens.
Mutationen in diesem Gen verursachen ein autosomal rezessives Parkinson-Syn-

drom, welches bereits im friihen Lebensalter auftritt (Kitada et al. 1998).

Diese Mutationen sind mit einem Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia

nigra und im Locus coeruleus assoziiert. Allerdings fehlten in den wenigen durchge-
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fuhrten Gehirnautopsien von Patienten mit Parkin-assoziiertem Parkinson-Syndrom
die Lewy-Kdrper bei einer homozygoten Deletion dieses Gens. Hingegen konnten sie
bei heterozygoten Gentragern gefunden werden. Dies kdnnte einen Hinweis darauf
geben, dass Parkin eine signifikante Rolle in der Lewy-Korper Formation spielen
koénnte (Gandhi und Wood 2005).

Parkin selbst kodiert eine E3-Ubiquitin-Ligase, ein Enzym, dass die Ubiquitin-
Markierung katalysiert. Ein Funktionsverlust von Parkin kénnte also zu einer Akkumu-
lation von Proteinen, die nicht abgebaut werden kdnnen, in den Zellen fiihren und

somit letzten Endes den Zelltod hervorrufen.

Eine weitere Mutation im Ubiquitin-Carboxy-Terminal-Hydrolase L1-Gen (UCHL-1),
die ein autosomal dominantes Parkinson-Syndrom verursacht (Leroy et al. 1998),
lieferte weitere Beweise, dass das UPS eine Rolle in der Pathogenese des
idiopathischen M. Parkinson spielen kdnnte. Dieses Enzym férdert die Wiederverwen-
dung von Ubiquitin. Ebenso fiihrt die pharmakologische Inhibition des Proteasoms zu
einer selektiven Degeneration dopaminerger Neurone in vitro und in vivo (McNaught
et al. 2002a, 2002b).

Kinasen:

Andere Mutationen, welche eine Parkinsonsymptomatik verursachen, sind Mutatio-
nen in den Genen der Kinasen PINK-1 und LRRK-2. Kinasen sind bekannt fur ihre
Funktion im Zellzyklus und haben wahrscheinlich eine neuroprotektive Funktion
(Gandhi und Wood 2005).

Zusétzlich dazu nehmen die obengenannten Hypothesen und Pathomechannismen
untereinander Einfluss: so fuhrt eine Hemmung des Komplex | im Mitochondrium
auch zur Hemmung des Proteasoms (Shen 2004) und eine Hemmung des Protea-
soms fuhrt wiederum zur Generierung von ROS durch Hemmung des Komplex |
(Sullivan et al. 2004). Ebenso bedingt ein genetischer Parkin-Knockout im
Dorsophilia-Modell eine Apoptose der Flugmuskelzellen aufgrund mitochondrialer
Pathologien (Palacino et al. 2004). Weitere Interaktionen sind in Abbildung 2

dargestellt.
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Abbildung 2: Genetische Mutationen und Pathogenese des M. Parkinson, vereinfachte Darstellung
nach Villa und Przedborski (2000). Falsch aggregierte Proteine kdnnen eine Neurodegeneration
verursachen. Mutationen im alpha-Synuclein- und DJ-1-Gen kénnen falsch aggregierte Proteine
induzieren (blaue Pfeile) und so das System des Proteinabbaus behindern/iberlasten. Andere
mutierte Gene, wie z.B. Parkin und UCH-L-1, die zum Ubiquitin-Proteasom System gehoren,
beeintrachtigen den Proteinabbau (rote Pfeile). DJ-1 Mutationen kdénnen auch die Aktivitat von
Chaperonen storen, die neu synthetisierten Proteinen helfen, die Sekundér- oder Tertiarstruktur
einzunehmen, und fuohren so zu falsch aggregierten Proteinen (rote Pfeile). Diese Ereignisse
verursachen eine Akkumulation von Proteinen in den Zellen und kdnnen somit letztendlich zum Zelltod

fuhren (gestrichelte Pfeile).

Mitochondriale Dysfunktionen und der Metabolismus von Dopamin kénnen einen oxidativen Stress
verursachen, der auch zu einer Proteinakkumulation, v.a. von alpha-Synuclein und DJ-1, fuhren kann.
Der oxidative Stress kann ebenso durch Defekte in der DJ-1-Funktion hervorgerufen werden und
Mutationen in DJ-1 und Pink-1 Genen verursachen eine mitochondriale Dysfunktion. Falschgefaltete
Proteine, oxydativer Stress und mitochondriale Dysfunktion sind in dieser hypothetischen Kaskade

eng miteinander verknipft und bedingen sich teilweise gegenseitig.
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Anatomie der Basalganglien

Die Basalganglien sind subkortikale Kerngebiete im GroRRhirn, die fur funktionelle Aspekte
motorischer, kognitiver und limbischer Regelungen von grol3er Bedeutung sind (Zenker
1994). Die Basalganglien bilden einen wesentlichen Bestandteil des
extrapyramidalmotorischen Systems (EPMS) und haben dabei auch Einfluss auf die
Pyramidenbahnen.

Seitenventrikel

-Caput nuclei caudati

-~ Putamen

Pars supralenticularis
— der Capsula interna
-Laminae medullares

—Pallidum

ommissura anterior

——— Substantia innominata
(ReicHenrT)

Ill. Ventrikel

__ Pars sublenticularis
der Capsula interna

Corpus amygdaloideum

—-Kortex

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Basalganglien (Zenker 1994)

Anatomisch und funktionell gehéren folgende Marklager des GroRRhirns zu den
Basalganglien:

1. Nucleus caudatus
2. Nucleus lentiformis, bestehend aus:
a. Putamen
b. Pallidum, mit pars interna (Pi) und pars externa (Pe)
Substantia nigra, mit pars compacta (SNpc) und pars reticularis (SNpr)
Nucleus subthalamicus
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Putamen und Ncl. caudatus bilden zusammen das Striatum. Diese Struktur ist als eine

zentrale Schaltstelle motorischer Impulse zu betrachten und ihre Hauptaufgabe ist in der

integrierenden, vor allem inhibitorischen, Beeinflussung dieser Impulse zu sehen (Trepel

2004, Zenker 1994).

Der Neurotransmitter Dopamin

1. Biosynthese und Abbau:

Dopamin gehdrt zu den Katecholaminen und wird wie alle anderen Katecholamine
aus der Aminosaure L-Tyrosin synthetisiert. Ebenso stellt es eine Vorstufe von
Noradrenalin und Adrenalin dar. Zuerst wird L-Tyrosin zu L-Dihydroxyphenylalanin (L-
DOPA) hydriert und dieses wird dann zu Dopamin decarboxyliert. Dopamin wird dann
innerhalb der Zelle in Vesikeln gespeichert, bevor es in die Synapse als
Neurotransmitter ausgeschieden wird. Anschlie3end wird Dopamin wieder in die

Prasynapse aufgenommen und durch die Catechol-O-Methyl Transferase (COMT)

und Monoamin Oxidase-B (MAO-B) zu Vanillinmandelséaure abgebaut.

O
|
OH L-Tyrosine
NH
HO ¢
Oy, Tetrahydino-
boplenn

} Tyrosine hydroxylase
0, Dihydre- o

béopiedin
L\
O
HO |
OH L-Dihydroxyphenylalanine
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Abbildung 4: Biosynthese der Katecholamine
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2. Dopamin-Rezeptoren:

Dopamin-Rezeptoren gehoren zur Gruppe der G-Proteine und werden in zwei

Gruppen geteilt (Girault und Greengard 2004):

a. Die D1-Dopamin-Rezeptor Gruppe: Zu dieser Gruppe gehért neben dem D1-
Rezeptor auch der D5-Rezeptor. Sie gehéren zur Gs-Rezeptor Gruppe, bei der
das G-Protein die Adenylatzyklase, die aus ATP cAMP synthetisiert. Dadurch
kommt es zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration in der Zelle.

b. Die D2-Dopamin-Rezeptor Gruppe: Zu dieser Gruppe gehoéren die D2-, D3- und
D4-Rezeptoren. Der Rezeptor ist ein G;-Protein, das die Adenylat-zyklase hemmt

und so die cCAMP-Konzentration erniedrigt.

Dopamin-Rezeptoren sind vor allem im zentralen Nervensystem (ZNS) lokalisiert,

kénnen aber auch in anderen Organen wie Herz und Niere nachgewiesen werden.

Physiologie des nigrostriatalen Systems

Die Eingangsstation der Basalganglien ist das Striatum, dessen Neurone von Bahnen aus
dem gesamten Kortex glutamaterg erregt werden. Daraufhin setzen die aktivierten striatalen
Neurone den hemmenden Transmitter y-Aminobuttersdure (GABA) zusammen mit
Enkephalin oder Substanz P frei. Uber die GABA-/Enkephalin-Neurone hemmen die
striatalen Neurone die Pars externa des Pallidums (Pe). Die Pe-Neurone ihrerseits hemmen
gabaerg den Ncl. subthalamicus, dessen Neurone wiederum aktivierend glutamaterg auf die
Neurone in Pi und SNpr einwirken. Zuséatzlich erhalt das Striatum Afferenzen aus der Pars

compacta der Substantia nigra (SNpc).

Die Ausgangstationen der Basalganglien sind Neurone in der Pars reticulata der Substantia
nigra (SNpr) sowie in der Pars interna des Pallidums (Pi). Sowohl SNpr als auch Pi hemmen
mit dem Transmitter GABA den ventrolateralen Thalamus. Da der Thalamus wiederum zum
Kortex projiziert, entsteht eine kortiko-thalamo-kortikale Schleife, die modulierend in die
Motorik eingreift (siehe Abbildung 5).

Es lassen sich zwei Wege unterscheiden: Durch die striatale Hemmung von SNpr und Pi
kommt es, Uber zwei hemmende Neurone hintereinander, zu einer Enthemmung des
Thalamus auf dem sogenannten direkten Weg. Parallel dazu lauft eine indirekte Verbindung
Uber Pe und den Ncl. subthalamicus. Auch hier fihren zwei sukzessiv-hemmende Neurone

zur Enthemmung, in diesem Fall der Neurone des Ncl. subthalamicus. Infolgedessen
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erregen die Neurone des Ncl. subthalamicus die Neurone von Pi und SNpr und fuhren auf
dem indirekten Weg zu einer vertieften Thalamus-Hemmung. Wie zwei Zugel kénnen die

alternativen Wege die Erregbarkeit der thalamokortikalen Neurone steuern.

Kortex n

B Glutamin -
Striatum
B Dopamin
B GABA

— Aktiviert

— Hemmit

Abbildung 5: Bahnen zwischen den Basalganglien (vereinfacht), nach Silbernagl und Lang (1998)

Die Substantia nigra pars compacta (SNpc) kontrolliert das Striatum Uber die dopaminergen
Neurone. Uber D1-Rezeptoren werden die GABA-/Substanz P-Neurone (d.h. der direkte
Weg) aktiviert und Uber D2-Rezeptoren die GABA-/Enkephalin- Neurone (d.h. der indirekte
Weg) gehemmt (Klinke und Silbernagl 2001).

Uber efferente Faserverbindungen mit der Formatio reticularis nimmt die Substantia nigra
indirekt Einfluss auf die extrapyramidale Motorik und damit auch auf den generellen
Muskeltonus. Fasern zum Thalamus sollen indirekt die pyramidale Motorik beeinflussen
(Trepel 2004).
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Pathophysiologie des M. Parkinson

Durch den Untergang der dopaminergen Neurone in der SNpc wird der direkte
Basalganglienweg weniger aktiviert und der indirekte Weg weniger gehemmt. Netto kommt

es zu einer verstarkten Hemmung des Thalamus (siehe Abbildung 6).

Als Folge kommt es zu einer Hemmung der Willkirmotorik seitens des Thalamus. Die Be-
troffenen konnen nur mit Mihe Bewegungen in Gang setzen (Hypokinesie). (Klinke
Silbernagl 2001).

; Kortex u
1
| "]
’_'_'_'_/_,_,—'—‘_'f_
/
Pe B TDy
- 2l =] = T
e — / -
)
/
| - / D2 L
5 i e
/ ¥
B Glutamin /
7 Striatum
B Dopamin
B GABA
— Aktiviert
— Hemmit

Abbildung 6: Bahnen zwischen den Basalganglien beim M. Parkinson. Durch die Degeneration der
Substantia nigra pars compacta (SNpc) kommt es zu einer verstarkten Hemmung des Thalamus.
Nach Silbernagl und Lang (1998)

Der Tremor ist moglicherweise durch den Wegfall der dopaminergen Hemmung von
~-Rhythmusgeneratoren in der Formatio reticularis erklarbar, die in pulsatilen Abstanden

spontan aktivierende Signale via Thalamus zum motorischen Kortex senden. Der Rigor ist
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wahrscheinlich durch den Ausfall der dopaminergen Hemmung retikulospinaler

Efferenzneurone in motorischen Zentren der Formatio reticularis (Trepel 2004) bedingt.

Therapieansétze des M. Parkinson

Es gibt bis heute noch keine Mdglichkeit einer ursdchlichen Behandlung des Parkinson-
Syndroms, die in einem Verhindern oder zumindest einem Aufhalten der fortschreitenden
Degeneration der Neurone des nigrostriatalen Systems bestinde. Derzeit zielen alle
Behandlungsansatze auf eine symptomatische Behandlung. Dies geschieht hauptsachlich
durch die Gabe von L-Dopa (Levodopa), einer Vorstufe des Dopamins. L-Dopa kann, im
Gegensatz zum Dopamin, die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und anschlieBend

intrazerebral in Dopamin umgewandelt werden.

Die L-Dopa-Gabe wird meistens zusammen mit einem Decarboxylase-Hemmer, wie z.B.
Carbidopa, kombiniert. Dadurch wird die Decarboxylierung von L-DOPA zu Dopamin in der
Peripherie reduziert und somit die peripheren Nebenwirkungen von Dopamin abgeschwacht.
Aufgrund einer Toleranzentwicklung im Verlauf der Behandlung muss allerdings oft die L-
Dopa-Dosis mit der Zeit gesteigert werden. Ebenso kdnnen nach mehrjdhriger Einnahme
von L-Dopa unwillkirliche Bewegungen, sogenannte motorische Komplikationen
(Dyskinesien und motorische Fluktuationen), auftreten. Diese erklart man durch eine

pulsatile Rezeptorenstimulation, da L-Dopa nur eine Wirkzeit von wenigen Stunden hat.

Weitere therapeutische Optionen sind direkte Dopamin-Agonisten (z.B. Bromocriptin und
Pergolid), MAO-B Hemmer (Selegilin und Rasagilin), COMT Hemmer und Amantadin. In den
letzten Jahren hat sich auch eine operative Behandlung durchgesetzt, die sogenannte tiefe
Hirnstimulation (DBS: Deep Brain Stimulation). Eine weitere operative Moglichkeit stellt die
Pallidotomie dar. Diese Verfahren sind jedoch sehr aufwendig und nur fir ausgewdahlte

Parkinson-Patienten sinnvoll (DeLong und Juncos 2005).
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Um die Auswirkungen des oxidativen Stresses, als eine Hypothese der Atiologie des
idiopathischen Morbus Parkinson, in vitro weiter zu charakterisieren, haben wir die
dopaminerge humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y (Tanaka et al. 1995) mit 6-OHDA

behandelt und anschliel3end das Profil der Genexpression mittels RAP-PCR ermittelt.

Die Behandlung von dopaminergen Neuronen mit 6-OHDA fihrt zum Zelltod und ist ein
etabliertes Modell fir den M. Parkinson, das seit etwa 40 Jahren durchgefuhrt wird (Dauer
und Przedborski 2003, Ungerstedt 1968).

6-OHDA wird Gber den Dopamin Transporter in die Neurone aufgenommen (Luthman et al
1989), dort akkumuliert es im Zytosol, verursacht einen oxidativen Stress, hemmt den
Komplex | der Mitochondrien (Beal 2001), fihrt zu falsch gefalteten Proteinen (UPR) (Holtz
und O’Malley 2003) und verursacht den Zelltod durch apoptotische (Bilsland et al. 2002,
Dodel et al. 1999) und nicht-apoptotische Mechanismen (Sauer und Oertel 1994).

Stereotaktische Injektionen dieses Toxins in das Striatum fuhren im Tiermodell zu einer ver-
zbgerten und progredienten retrograden Degeneration von nigrostriatalen dopaminergen
Neuronen (Sauer und Oertel 1994), wahrend die Injektion in die Substantia nigra einen
raschen direkten Nervenzellverlust hervorruft (Jeon et al. 1995). Lewy-Koérper wurden jedoch

noch nicht beschrieben.

HO NH-

HO OH

Abbildung 7: 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)

Die RAP-PCR wird hauptsachlich zur Analyse der Reaktion von Tumorzellen auf
verschiedene Stimuli benutzt (Ralph et al. 1993), ist aber auch geeignet, die mMRNA-
Expression in Zelllinien oder Geweben unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
zu vergleichen (Feuerstein und Wang 1997). Durch dieses Verfahren kénnen wir das mRNA-
Expressions-Profil gewinnen und so die Genexpression der Zellen in den verschiedenen

Behandlungsabfolgen vergleichen (McClelland et al. 1995).
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Das Ziel dieser Arbeit ist, neue Gene aufzuzeigen, die eine Rolle im Zelltod nach Exposition
von 6-OHDA spielen und so weitere Ursachen und Mechanismen fir den Untergang der
dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) nachzuweisen. Die
Methode der RAP-PCR wurde fir diese Arbeit ausgewdahlt, um im Gegensatz zur
Anwendung von Microarrays noch unentdeckte und in diesem Zusammenhang noch nicht
bedachte Veranderung der Genexpression zu analysieren. Zur Bestatigung der mittels der
RAP-PCR aufgedeckten verédnderten Genexpression wurden weiterfiihrende RT-PCR- sowie

Real-time PCR-Versuche durchgefihrt.

Die dort bestatigten Ergebnisse wurden daraufhin mittels Western Blot-Analysen auch auf
Proteinebene verifiziert.
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Zellkultur

Die Experimente wurden mit humanen dopaminergen Neuroblastomzellen der Reihe SH-
SY5Y durchgefihrt. Die adhasiv wachsenden Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; PAA, Pasching, (")sterreich), zusammen mit 15% fetalem Kalberserum
(FCS, PAA), ImM L-Glutamin, 100U/ml Penicillin und 100pg Streptomycin-Sulfat; alle Sigma,
St. Louis, MO, USA) in Kulturflaschen in einem Brutschrank mit 5% CO, bei 37<C inkubiert.

Schadigung mit 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)

Die Behandlung von 6-OHDA (Sigma) wurde in den jeweiligen Konzentrationen von 50uM
bzw. 100uM Uber einen Zeitraum von 24 Stunden im Vergleich zu unbehandelten Kulturen
durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte die weitere Aufbereitung der Zellen zur RNA-oder

Protein-Isolierung.

RNA-Isolierung

Zunachst wurden die Zellen nach einem Waschschritt mittels 1x PBS mit einem RLT-Puffer
plus B-Mercaptoethanol (Sigma) lysiert. Die weitere Isolierung der RNA wurde nach Protokoll

des Herstellers (RNeasy Kit; Qiagen, Heidelberg) durchgefinhrt.

Die Proben mit einem Gesamtvolumen von 350u! wurden dabei zuerst ,geneedelt, um die
noch vorhandene DNA zu zerstéren. Danach wurden sie in eine Saule (RNeasy Mini spin
Columns, Qiagen) mit zusatzlich 350ul 70% Ethanol (Sigma) pipettiert und anschlie3end fir
15 Sek. bei 10.000 RPM zentrifugiert, das Filtrat wurde anschlie3end verworfen. Im nachsten
Schritt wurden 350ul RW-1 (Qiagen) auf die Saule gegeben und dann fiir 30 Sek. mit 10.000
RPM zentrifugiert; das Filtrat wurde wieder verworfen. Danach wurden die Proben mit 10ul
DNase im RDD-Puffer (70ul, Qiagen) fur 15 Min. behandelt. Der Schritt mit RW-1 wurde zwei
Mal wiederholt und schlie8lich wurden die Proben in eine neue Saule mit 200ul RPE
(Qiagen) und 800ul 100% Ethanol (Sigma) uberfuhrt und fir 15 Sek. mit 10.000 RPM

zentrifugiert. Das Filtrat wurde wieder verworfen. Dieser Schritt wurde noch einmal
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wiederholt. AnschlieBend erfolgte eine zweiminitige Zentrifugation bei 15.000 RPM. Zur
Gewinnung der eigentlichen Gesamt-RNA wurde die Séule auf ein steriles Eppendorf-Gefaf}
Uberfihrt und mit 40ul RNase freiem Wasser (Qiagen) inkubiert und anschlie@end 10 Min.
bei 10.000 RPM zentrifugiert.

Nach der Isolierung der Gesamt-RNA wurde die Konzentration der RNA mittels optischer
Dichte Uberpruft. Dartber hinaus wurde die Gesamt-RNA mittels einer Gelelktrophorese
nachgewiesen. 2ug Gesamt-RNA wurden bei einer Temperatur von 70C fur 10 Min.
denaturiert und dann auf ein 1%-Agarose/37%-Formaldehyd/TAE Gel mit SYBR-Gold
(Invitrogen) aufgetragen.

M Co 50 100

s 28 S

18 S

Abbildung 8: Gesamt-RNA auf 1%-Agarose/37%-Formaldehyd/TAE Gel mit SYBR-Gold, M=Marker,
Co=Gesamt-RNA der Kontrollgruppe, 50=Gesamt-RNA aus den Zellen, die mit 50uM 6-OHDA
behandelt wurden und 100=Gesamt-RNA aus den Zellen, die mit 100uM 6-OHDA behandelt wurden.
28 S und 18 S stehen fir die entsprechenden Fraktionen der RNA.

RAP-PCR

Die Basis aller PCR-(Polymerasenkettenreaktion, englisch: Polymerase Chain Reaction)
Verfahren ist die traditionelle PCR, eine Methode, mit der DNA in vitro vervielfaltigt werden
kann. Die PCR wird eingesetzt, um einen kurzen, genau definierten Teil eines DNA-Strangs
zu vervielfaltigen. Dieser Teil wird durch das verwendete Primer-Paar definiert. Der Prozess

besteht aus einer Anzahl von 25 bis 50 Zyklen, und jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung: Zunachst wird die doppelstrangige DNA erhitzt, um die Strange
voneinander zu trennen.
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2. Primerhybridisierung (primer annealing): Nach der Trennung der Strange wird die
Temperatur gesenkt, so dass die Primer sich an die einzelnen DNA-Strange anlagern
kénnen. Die bendétigte Temperatur wahrend dieser Phase héngt von verschiedenen
Parametern der Primer (Lange, Haufigkeit der einzelnen DNA-Basen, etc.) ab.

3. Elongation (Polymerisation, Verlangerung): SchlieBlich fullt die DNA-Polymerase die
fehlenden Strange mit freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3'-Ende des
angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang. Der Primer wird nicht wieder

abgel6st, da er den Anfang des Einzelstrangs bildet (MUhlhardt 2003).

S . ORF T IS
| . AUG

5'cap

Abbildung 9: Schema der mRNA. An die 5 cap-Region, die aus einem 7-Methylguanosin-Rest, einem
Triphosphat und einer ribosomalen Bindungsregion besteht, grenzt eine kurze nicht codierende
Sequenz. Nach einer AUG-Sequenz folgt der "open reading frame" (ORF), der die codierende Se-
qguenz flr ein Protein enthalt. Das Stoppcodon, eine weitere nicht codierende Sequenz und der mRNA
typische Poly-A-Schwanz begrenzen den ORF zum 3"-Ende hin.

Die der RNA-AP-PCR zugrunde liegende Methode der ,arbitrarily primed PCR"* wurde
urspringlich entwickelt, um, &hnlich wie bei Restriktionsfragmentlangen-polymorphismen
(RFLP), in der Taxonomie, Phylogenie, bei Mutationsanalysen und in anderen Bereichen
Verwendung zu finden (Welsh und al 1992), Die Weiterentwicklung dieses Verfahrens, die
sogenannte RAP-PCR (RNA arbitrarily primed PCR), dient dazu, die von den untersuchten
Zellen exprimierte mRNA als reprasentativen Querschnitt zu erhalten, wobei der Vergleich
mit Kontrollgruppen, in diesem Fall die nicht mit 6-OHDA behandelten Zellen, durchgefihrt

wird und so die ldentifizierung zellspezifischer hoch- oder runterregulierter Gene ermdglicht.

Nur ein Teil der mRNA beinhaltet die fur das Protein codierende Sequenz, den sogenannten
,O0pen reading frame* (ORF), die die Informationen zur Protein-biosynthese enthélt. Der
Zugriff auf diesen mRNA-Abschnitt erlaubt eine spezifische Beurteilung der mRNA Funktion.
Die arbitraren Primer der RAP-PCR binden zumeist im ORF-Bereich.
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Abbildung 10: Schema der RAP-PCR Teil 1. An ein mRNA-Molekul® bindet sich ein Primer arbitrar.

Die Pfeile weisen auf die Mismatches hin®. Mit der reversen Transkription wird der Primer spezifisch
verlangert®.

Arbitrére Primer sind kurze Nukleotide (10-15 Basen lang), die sich unter den gewdhlten,
wenig stringenten Bedingungen innerhalb weniger hundert Basenpaare an die cDNA binden,
wobei eine perfekte Ubereinstimmung des Primers zur DNA-Sequenz nicht erforderlich ist.
Eine weniger perfekte Bindung an einer Seite kann durch eine sehr gute Ubereinstimmung
auf der anderen Seite des Primers kompensiert werden (McClelland, Mathieu-Daude und
Welsh 1995). Das schematische Prinzip der RAP-PCR besteht darin, dass sich zunachst ein
Oligonucleotidprimer mit bekannter Basensequenz an den mRNA-Strang anlagert. Je nach
gewahlten Versuchsbedingungen kommt es, wie oben erwahnt, neben korrekten auch zu
fehlerhaften Basenpaarungen (Mismatches), der Primer hybridisiert arbitrar (Abbildung 10).
Im néchsten Schritt wird der Primer durch eine reverse Transkription spezifisch verlangert
(Erststrangsynthese der cDNA mittels M-MLV) (Abbildung 10). Durch Temperaturerh6hung
werden die beiden Strange denaturiert und gleichzeitig die reverse Transkriptase zerstort.

An den Erststrang wird anschlieRend ein weiterer Primer hybridisiert. Die Tag-Polymerase
(Enzym des Bakteriums Thermus aquaticus) verldngert den Primer spezifisch (Abbildung
11). Der partielle Doppelstrang wird durch Temperaturerhfhung denaturiert, wéhrend die
thermoresistente  Tag-Polymerase  funktionstiichtig  bleibt und  bei  erneuter
Temperaturabsenkung die spezifische Amplifikation bewirkt. Dies ist moglich, da die zu
untersuchende mRNA-Sequenz am 3"-und 5°-Ende von bekannten Primersequenzen bzw.
ihren Komplementéren flankiert wird (Abbildung 11) (McClelland et al. 1995).

Seite: 29/78



Material und Methoden

(4

VARVARVAVAVAOVARUARVARVAVAYSYVipL

6 /\Taq-Ponmerase

et MM A
oAb )
6/

MMM MAM MMM

Abbildung 11: Schema der RAP-PCR Teil 2. Nach Denaturierung bindet sich an den cDNA-Teil-
strang® wiederum arbitrér ein Primer®. Mit der Tag-Polymerase wird der Primer spezifisch verlan-
gert®. Nach Denaturierung und spezifischer Anlagerung der komplementaren Primer (P1" / P2") erhalt

man ein cDNA-Fragment, dessen Enden durch die bekannten Primersequenzen flankiert werden®.

Das inaugurierte Verfahren der PCR ermoglicht in n Zyklen die Anfertigung eines
theoretischen Maximums von 2" Kopien eines mRNA-Fragmentes.

Abbildung 12: Schema der RAP-PCR. Vier verschiedene mRNA-Molekille (obere Reihe) in
unterschiedlichen Quantitaten werden untersucht. Arbitrar geprimt kommt es zur Anlagerung des
Primers an die mRNA in den Spalten 1, 3 und 4. Der Primer hybridisiert nicht an die 2. mMRNA. Im
zweiten Schritt erfolgt die Verlangerung der Primer durch reverse Transkription. In den folgenden
Schritten wird das an beiden Seiten von der bekannten Primersequenz flankierte Transkript erzeugt.
Nach Vervielféltigung zeigen sich bereits deutliche Mengenunterschiede abhangig von der Ausgangs-

menge. In der Gelelektrophorese spiegeln sich diese Unterschiede wieder.
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Neben qualitativen sind auch quantitative Beurteilungen moéglich, wie der Abbildung 12 zu
entnehmen ist (Tortola et al. 1998, Welsh et al. 1992). Von Bedeutung ist hier zum einen,
dass die so erzeugten PCR-Produkte unter den gleichen Bedingungen wieder erzeugt
werden konnen, der Fingerprint also reproduzierbar ist. Ein weiterhin entscheidender Vorteil
der Methode ist die Tendenz zur bevorzugten Vervielfaltigung seltener mRNAs (Mathieu-
Daude et al. 1996, McClelland et al. 1995), was das Auffinden noch nicht erkannter Unter-

schiede ermdglicht.

Die RAP-PCR wurde, wie von Alfke et al. (1999) und Schlegel et al. (1996) beschrieben,
durchgefuhrt. Zusammengefasst bedeutet das, dass der Erststrang mit 200ng und 250ng
Gesamt-RNA synthetisiert wurde. Die Reagenzmischung mit einem Gesamtvolumen von
25ul bestand aus 3.75uM Primer, 0.0625mM dNTPs, 50mM Tris-HCI (pH 8.3), 75mM KCl,
3mM MgCl,, 10mM DTT und 200U M-MLYV reverse Transkriptase (Life Technologies GmbH,
Eggerstein). Die Reaktion wurde Uber 2 Stunden bei einer Temperatur von 37T
durchgefuhrt und anschlieBend fir 2 Minuten auf 95°C erwdrmt, um die reverse

Transkriptase zu inaktivieren.

Folgende Primer wurden benutzt:

ONP21: 5-ACCAGGGGCA-3',
OPN24: 5-AGGGGCACCA-3',
OPN25: 5-GGGGCACCAG-3/,
JUCI1A: 5’-ACGAAGAAGAG-3’

A w0 N PF

Der Reaktionsansatz von 25ul-Volumen fir die Synthese des Zweitstranges enthielt 3.75uM
von jedem Primer, 0.065mM dNTPs, 0.75mM MgCl,, 1x Tag- Reaktionspuffer, DMSO 5%
sowie 2.5U Tag-Polymerase (Enzym und Puffer von Qiagen, Heidelberg). Die PCR lief nach
dem folgenden Schema: 94C-5 Min., 24C-5 Min., 72° C-5 Min., 8x[94TC-1 Min., 38C-1
Min., 72C-2 Min.], 72C-5 Min. Die Produkte wurden weiter in einer Losung von 20ul mit
3.75uM Primer, 0.25mM dNTPs, 1x Tag-Reaktionspuffer, 1.875uM MgCl,, DMSO 5%, 1U

Tag-Polymerase und 10uM Zweitstrang amplifiziert.

Das Zyklusschema war:

94C-2 Min., 31x [94C-1 Min., 38TC-1 Min., 72C-2 Min.], 72C-5 Min.

Alle Schritte wurden in einem Thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)

ausgefuhrt.
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Analyse der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden auf Polyacrylamid Gelen (5% Polyacrylamid:bis-acrylamid (19:1),
7M Harnstoff) separiert. AnschlieBen wurden die Gele, wie bei Schlegel et al. (1996)
beschrieben, behandelt: fiir 5 Minuten wurden die Gele in einer 10% Ethanol-Ldsung fixiert,
dann fur 3 Minuten in 1% Salpetersaure oxydiert, danach fur 30 Minuten in einer 12mM
Silbernitratldsung inkubiert und schlie3lich in einer Lésung von 0.28M Natriumkarbonat und
0.019% Formalin reduziert, bis die Banden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde mit 10%

Eisessigsaure gestoppt (2 Min.). Zuletzt wurden die Gele auf Whatman-Papier getrocknet.

Die PCR-Produkte wurden, wie bei Alfke et al. (1999) beschrieben, isoliert. Zusammen-
fassend wurden die Fragmente durch ,Kratzen“ mit einer sterilen 21- Gauge-Kanlle von
getrockneten Gelen separiert. Die Kanulen wurden dann mit den entsprechenden Primern
und Fragmenten in einen 1x PCR-Puffer getaucht und dann unter Standard-PCR-
Bedingungen reamplifiziert. Die Reamplifizierung der jeweiligen Bande wurde mittels einer
Elektrophorese auf einem Agarose-Gel (1% Agarose/TAE) bestétigt. AnschlieBend wurden
die Fragmente in die EcoRV Stelle des pBluescript KS+ Plasmide subkloniert und
sequenziert (MWG-Biotech, Ebersbach). Die Sequenzen wurden mit der Datenbank des
GDB (NCBI, NLM, Bethesda, MD, USA) mittels des BLAST-Algorithmus verglichen.

RT-PCR

Um die unterschiedliche Expression der klonierten Fragmente zu bestétigen, haben wir
anschlieRend eine semiquantitative RT-PCR mit der Gesamt-RNA der SH-SY5Y-Zellen
durchgefihrt.

Fir die RT-PCR wurden die folgenden Primer benutzt (MWG-Biotech):

1. TMEFF-1: forward: 5-AGGGGCAGAAGTTCACAGAA-3’, reverse: 5'-
AGGAACTCCCATCAGAAGCA-3..

2. CRMP-1: forward: 5-GGGTACCAGCTACACCCAAA -3, reverse: 5'-
GGGCACCAGATAAGCTGAAG -3..

3. Tumor rejection antigen (gp 96): forward: 5'- ACATTCCCTCTCCACACAGG-3,
reverse: 5'- TGGATGTGGGAACAGATGAA-3..

4. KIAA0185: forward: 5'- GCATCGGCATAGCAGGTAAT-3’, reverse: 5'-
CCTGATGAAGAATCCGGAGA-3..

5. KIAAL1724: forward: 5'- CCTGACTGGGTTTGGATTGT-3, reverse: 5'-
ATCCAGGCCATGATCAAAAA-3'.
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6. Neurexin-1: forward: 5’-AGAGTGTCCCAGCGATGATGA-3', reverse: 5'-
AGCCTGGATACGGCTCTCTG-3'.

7. RBBP7: forward: 5- TACGGTCTTATCCGCAGAGC-3', reverse: 5'-
CCGAGTCACTTGGTGGATG-3.

8. Nuclear phosphoprotein 32 (hyp. Protein MGC5350):  forward: 5'-
TCACTCTATTGCACACCCAGA-3, reverse: 5'- AGGGGAGAAGAGGAAACGAG-3'.

9. Sim DIPB protein (LOC116020): forward: 5'- TAATCCCTCAATGGCTGCTT-3',
reverse: 5'- AGGCAGGGAGAAAACTCTGA-3.

10. AD-012 protein (LOC55833): forward: 5- GGTTCAAGGCTGTTTGGGTA-3,
reverse: 5'- GGGCACCATGACAGATGAC-3.

Die reverse Transkription wurde wie folgt durchgefihrt: 250ng mRNA, 0.03mM Random-
hexamers (Roche Diagnostics, Mannheim), 0.0625mM dNTPs, 10mM DTT, 50mM Tris-HCL
(pH 8.3), 75mM KCI, 3mM MgCl, und 200U M-MLV reverse Transkriptase (Qiagen) in einem
totalen Volumen von 20ul. Die folgende PCR, mit einer Reagenzmischung von 50l
Volumen, beinhaltete 0.3uM Primer, 0.2mM dNTPs, 1x PCR buffer, 1.5mM MgCl,, 1U Tag-

Polymerase und 2ul Erststrang.

Das PCR-Programm wurde nach dem Schema durgeftihrt:

94C-4 Min., 28x[94C-1 Min., 50C-1 Min., 72C-1 M in.], 72C-5 Min.

Alle Schritte wurden in einem Thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)
durchgefuhrt und die PCR-Produkte mit einer Elekrophorese auf einem Polyacrylamid-Gel

analysiert.
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Real-time PCR

In der Real-time PCR konnen PCR Amplikons frih und ,live" wahrend der Reaktion
nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Kinetik der Reaktion in den frihen Phasen hat man
einen Vorteil gegentber den traditionellen PCR Methoden, bei denen man nur am Ende die

Amplikons nachweisen kann und die deswegen auch End-point PCR genannt werden.

Um zu verstehen, warum die traditionelle PCR bzw. End-point PCR begrenzt ist, muss man

wissen, dass die PCR in 3 kinetische Phasen unterteilt ist:

1. Exponentiell: Hier sind die Konzentrationen aller PCR-Komponenten optimal. Die
Amplikon-Konzentration in jedem Zyklus betragt 2" (n= Zyklus-zahl).
2. Linear: Es sind immer weniger Primer und Nukleotide vorhanden.

3. Plateau: Es kommt zu einem Stillstand.

Plateaun
. Ethidium-Gel
Linear detection

Variable vield
Log [DNA]

Cycle #

Abbildung 13: Die kinetischen Phasen der traditionellen PCR.

In der Real-time PCR werden die Konzentrationen der Amplikons in jedem Zyklus bestimmt,
also auch in der exponentiellen Phase. Wenn wir die Konzentration in der exponentiellen
Phase bestimmen, kdnnen wir auf die Konzentration der DNA am Anfang der Reaktion

zurickschlielRen.
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Abbildung 14: Diagramme mit linearer (a.) und logarithmischer Ordinate (b.) zeigen die gleiche PCR.
Am Anfang war die DNA-Konzentration in allen Proben gleich. Es ist zu sehen, dass in der Plateau-
Phase (die Phase, in der die Amplikons auf einem Gel analysiert werden) die Amplikons unterschied-
liche Konzentrationen haben, die Linien im Diagramm (a.) gehen weit auseinander. In der exponen-
tiellen Phase jedoch sind alle Amplikons in der gleichen Konzentration, die Linien sind in der exponen-

tiellen Phase sehr nah beieinander. (Applied biosystems)

Plateau effect

-l'll

“Exponeunial Pha

Sase! - b Hy

S ELE f

Abbildung 15: Hier waren am Anfang die DNA Mengen unterschiedlich. Zu sehen ist, dass in der
Plateau-Phase die Unterschiede nicht deutlich sind, in der exponentiellen Phase unterscheiden sich

die Konzentrationen um das Finffache. (Applied biosystems)

In dieser Arbeit wollten wir die Unterschiede zwischen den mRNA-Konzentrationen
bestimmter Gene in den Zellen, die mit 6-OHDA geschéadigt wurden, im Vergleich zu den
Konzentrationen in den Zellen der Kontrollgruppe aufzeigen. Daflir wird eine reverse
Transkriptase bendétigt, die im ersten Schritt die mRNA in DNA (cDNA) umschreibt (wie in der
RT-PCR).
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Es gibt verschiedene Methoden, die Konzentration der Amplikons im jeden Zyklus zu be-
stimmen. In unseren Versuchsansatzen haben wir die SYBR Green Farbstoff-Methode
benutzt. Dieser Farbstoff bindet sich an die kleine Furche des DNA-Doppelstrangs. Durch
diese Bindung strahlt er dann ein fluoreszierendes Licht aus, dessen Intensitat proportional
zu Amplikon-Konzentration ist. Man nimmt dann als Richtschnur die Zykluszahl, bei der sich
das Fluoreszenzsignal deutlich vom Hintergrund abhebt sog. Ct-Wert (steht fir Threshold
cycle), weil zu diesem Zeitpunkt die Vermehrung noch exponentiell ist. Mit Hilfe der Ct-Werte
kann man die relativen Unterschiede zwischen den mRNA-Konzentrationen am Anfang der
PCR bestimmen (Muhlhardt 2003).
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Tabelle 3: Die benutzen Primer in der Real-time PCR (MWG-Biotech):

Gen

Forward Primer

Reverse Primer

1. Coatomer prot complex
2. Hypothetical protein
FLJ23033

3. Topoisomerase (DNA) II
alpha

4. Neurexin 1 (NRXN1)

5. HSPCO035 Protein

6. KIAA1724 Protein

7. Retinoblastoma-binding

protein 7 (RBBP7)

8. Eukaryotic translation
elongation factor 1 alpha 1

9. Collapsin response
mediator protein 1
(CRMP1)

10. Hypothetical protein
MGC5350 /leucin rich
/phosphoprotein 32

11. CDC 42

12. Sim. RAB35

13. Hom. Drebrin 1 (DBN1)

14. Phosphoribosyl-

aminoimidazole Synthetase

(GART)
15. Tumor rejection antigen
(gp96) 1 (TRAL)

16. Cipl-interacting zinc finger

protein (ClZ1)

17. (TMEFF1) = TM prot with
EGF-like and 2 follistatin-
like domains 1

5
GATCCCCAGCAGGTGGT
ACA-3°

5
CCGTGCTTCCTCCTACAT
GAG-3

5
GGCTACATGGTGGCAAG
GAT-3

5-
AGAGTGTCCCAGCGATG
ATGA-3°

5
CCCACCGTTACCAGAGAT
TCA-3

5
GTGCCTGACTGGGTTTG
GA-3

5-
GCTGTTGTAGAGGATGTG
GCC-3°

5-
ACCCACCAATGGAAGCA
GC-3°

5-
CCAAATATGCAACTCCCG
CT-3

5
AACTAAGTTCGCTGGCCC
G-3

5
CTGGCCCGTGACCTGAA
G-3

5
TGGCTTCACGAAATCAAC
CA-3

5
GAGCAGTCTATCTTTGGT
GACCATC-3°

5-
TGCACGAGCTGAAGGTT
CC-3°

5-
CAGACGACTTCCATGATA
TGATGC-3

5-
AGCACGTGAAGTCCCAG
GG-3°

5-
GCATCTTGGTCATTGCAC
AGA-3

5
ATCTGTTCTTTGGCTGA
CTGCA-3

5
TTTCAGTTGCCGCAAAG
ACTC-3°

5
CAGGCTCAACACGCTG
GTT-3

5
AGCCTGGATACGGCTCT
CTG-3°

5
AGAAGTTGCACCATGGC
CAG-3

5
TTGGTTCTGCGAGCTTG
CT-3

5-
AGTGACTCGGCTTGGAG
GTG-3

5-
CGTGTGGCAATCCAATA
CAGG-3°

5-
TTGTTGTCATCTATCTG
GGCACC-3

5
AGGACTTCCAAGCCTCC
AGAA-3

5
TCCAGGGCAGCCAATAT
TG-3

5
GCATCTTCCGTCTCCAC
CAC-3°

5
ACTCCCTTGGGTTGTCA
GGC-3°

5-
AAATGATTTGTCAGGGA
GCCA-3’

5-
CTGAAGAGTCTCGCGG
GAAA-3°

5-
CCCTCGAAGCAACCCAC
A-3

5-
ATTGAGGTTTTCAGGGC
AAGG-3
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18. PDZ domain containing 5- 5-
guanine nucleotide TGCAGCCCAAGTCTCAAG CAGGATAAGCCTTGCCC
exchange factor(GEF)1 C-3 CA-3
(PDZ-GEF1)
19. Atypical PKC isotype- 5- 5-
specific interacting protein; CAGAAATGCTGCCCTCAG GAGATGTGGAGGAAGC
PAR3 (partitioning defective TAGG-3" ACTGG-3
hom.)
20. Edg-2=maternal transcript 5'- 5-
G10 homolog ATTCAGACACGGGACAC GTGTGCACTCGATGATG
CAAC-3 CG-3

Hier wurden nur die Unterschiede zwischen den untersuchten Genen und einem Gen,
dessen Konzentrationen sich nicht &ndern, berechnet. Dieses sogenannte ,House keeping

gene” war diesem Falle das Gen fur das GAPDH-Protein (Prime et al. 2000).

Die Real-time PCR wurde mit den identischen Templates wie in der oben beschriebenen RT-
PCR durchgeftihrt.

Die Reagenzmischung enthielt: 6.25ul SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen, Karlsruhe),
0.375ul forward- und reverse-Primer (10pmol/ml), 3.0ul DEPC-H,O und 12.5ul

Templatevolumen. Fir jedes Gen wurde eine Duplikatreaktion durchgefiihrt.
Die Reaktion wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:

10 Min. Prainkubation bei 95 und danach 50 Zyklen [94C-20 Sek., 59C-30 Sek., 72C-40
Sek.].

Das Fluoreszenzsignal des SYBR Green wurde in jedem Zyklus gemessen. Alle Schritte der
Real-time PCR wurden im ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
durchgefuhrt. Als Maflinahme zur Qualitatssicherung wurde in jedem Anlauf auch eine

negative Reagenzkontrolle (non template control), mit Wasser statt DNA, durchgefiihrt.

Die Quantifizierung der Erststrang-Menge wurde mit Hilfe der AACt-Methode bestimmt (Fink
et al. 1998), in dieser Methode errechnet man den relativen Unterschied zwischen
Konzentrationen mittels der Gleichung 27%4¢%, Die Zahl der Erststrangkopien eines Gens in
einer Zellkultur wurde erst auf die Menge der Erststrangkopien von GAPDH in derselben

Zellkultur normalisiert:

ACt(Gen X) = Ct(Gen X) — Ct(GAPDH)
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ACt(Gen X): Der ACt-Wert eines Genes in einer Zellkultur. Ct(Gen X): In der Real-time PCR be-
stimmte Ct-Wert eines Genes. Ct(GAPDH): In der Real-time PCR bestimmte Ct-Wert von GAPDH als

endogene Kontrolle.

Die Unterschiede zwischen den gleichen Genen in den behandelten und unbehandelten

Zellen betragen:
AACt(Gen X) = ACt (Gen X[Co:50; 100]) — ACt (Gen X[Co])

ACt (Gen X[C0;50;100]: der berechnete ACt-Wert eines Genes in den Zellkulturen, die entweder mit
50uM, 100uM 6-OHDA behandelt wurden oder unbehandelt blieben. ACt (Gen X [Co]): Der ACt-Wert

eines Genes in der Kontroll-Zellkultur.

Der relative Unterschied (RU) = 27240t

In der Kontrollgruppe betragt AACt also 0 und somit ist der relative Unterschied (RU)

2-d4ct giats 1. Bei den Genen in den behandelten Zellkulturen ist der relative Unterschied

groler als 1 bei einer Hochregulierung, kleiner als 1 bei einer Herunterregulierung und 1
wenn die Expression gleich bleibt.

Die Nullhypothese (Ho) besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den 2**“-Werten in
der Kontrolle (Co) und den behandelten Zellen (50,100) gibt. D.h. es findet keine
Regulierung der Genexpression in den behandelten Zellen statt. Die Alternativ-hypothese
(Hy) besagt, dass es doch einen Unterschied zwischen den Proben gibt. D.h. eine

Regulierung der Genexpression in den behandelten Zellen findet statt.

Die Real-time PCR-Analyse mit verschiedenen Zellkulturen mehrfach wiederholt (die
Wiederholungen sind bei den jeweiligen Versuchsergebnissen aufgefihrt). Die Signifikanz
wurde mit Hilfe eines zweiseitigen t-test fir gepaarte Proben ermittelt (Microsoft Office Excel
2007; Microsoft Corporation). Bei einem p-Wert Kkleiner als 0.05 (p<0.05) wird die
Nullhypothese verworfen und der Unterschied wurde als statistisch signifikant angenommen.
Bei einem p-Wert kleiner als 0.001 (p<0.001) wurde der Unterschied als hochsignifikant
angenommen.
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Western Blot

Western Blot, auch Immunoblot benannt, bezeichnet die Ubertragung (engl. Blotting) von
Proteinen auf eine Tragermembran, die anschlielend mit unterschiedlichen Reaktionen
entwickelt werden kann. Vor dem eigentlichen Western-Blot wird ein Proteingemisch mit Hilfe
einer Gel-Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix entsprechend ihrer GrofRe, Ladung
bzw. weiterer Eigenschaften aufgetrennt. Hierbei werden die zu untersuchenden Proteine

zuerst mit einem Gel in Proteinbanden aufgetrennt.

Beim Western-Blot wird ein senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt. Somit
wandern die Proteine aus dem Gel auf eine Membran. An der Membranoberflache bleiben
sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten - die Proteine sind nun aber fur weitere Methoden
zuganglich (z.B. Antikdrper-Bindung). Nach diesem Vorgang kann das an den Proteinen
angelagerte SDS (Sodium dodecyl sulfate) ausgewaschen werden. Die Proteine kdnnen
renaturieren und teilweise ihre Sekundar- und Tertiarstruktur wieder einnehmen, nicht aber
ihre Quartarstruktur.

Abbildung 16: Wirkung des von SDS (Sodium dodecy! sulfate) auf Proteine. A: Strukturformel von
SDS. Das Molekill lasst sich in einen hydrophoben und einen hydrophilen Bereich unterteilen. B: Die
formgebenden hydrophoben Bereiche (*) innerhalb des Proteins werden aufgeldst, sodass dieses nur
noch in getreckter linearer Form vorliegt. Das stark negativ geladene SDS Uberdeckt zudem die

Eigenladung der Proteine (Luttmann et al. 2004)
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Schwamm

Blottank Filterpapier

Transferpuffer

Membran

Kunststoffgitter

Jeer vl

Gel

Verriegelung

Abbildung 17 : Blotting-Verfahren: schematische Darstellung fir den elektrophoretischen

Proteintransfer der Proteinbanden vom Gel auf die Membran (Luttmann et al. 2004).

Die Proteinbanden kdnnen nun auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antikdrper identifiziert
werden. Spezifische Antikorper (monoklonal oder polyklonal) binden sich an die passenden
Proteinbanden auf der Membran. Unspezifisch gebundene Antikorper werden aufgrund von

Waschschritten mit Puffern, die Detergentien enthalten, wieder entfernt.

Dabei macht man sich das Antigen-Antikérper-Bindungs-Prinzip  zunutze: Ein
antigenspezifischer Priméarantikbrper bindet an ,sein“ Epitop auf dem Antigen (hier: einer
aufgetrennten Proteinmischung). An die Fc-Region des priméren Antikorpers bindet sich
wiederum ein sekundarer Markierungsantikorper, tUber den dann die Detektion erfolgt
(Luttmann et al. 2004).

Aufbereitung der Proteinproben:

Zur Isolierung der intrazellularen Proteine wurde das Kulturmedium vorsichtig von den Zellen
(SH-SY5Y) entfernt und die Zellen einmal in 1x PBS gewaschen. Die Zelllyse erfolgte durch
Zugabe von 100-500ul M-PER (Pierce, Perbio, Bonn) je nach GroRRe der Kulturschalen und
anschlieRender Inkubation fir 5 Min. bei Raumtemperatur unter Schitteln. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (5 Min. bei 13.000 RPM und 4<) in einer Biofuge 17 RS (Heraeus),
um die Zelltrimmer zu entfernen. Die Uberstande konnten dann zur weiteren Analyse

eingesetzt werden.
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Abbildung 18: Nachweis von Proteinen mit Hilfe der indirekten Antikorper-Markierung. a: Die Protein-
banden auf der Membran, b: der spezifische Antikérper bindet an das Protein, ¢: der Sekundarantikor-

per bindet an Fc-Teil des Primarantikbrpers (Luttmann et al. 2004).

Bestimmung der Proteinkonzentration:

Zur Messung von Proteinkonzentrationen wurde das BCA Protein Assay Kit (Pierce) nach
Angaben des Herstellers eingesetzt. Die verwendeten Proteinproben wurden hierfur 1:10
verdunnt. Als Standard diente BSA (Pierce) verdinnt in M-PER (Pierce). Nach dem Prinzip
der Biuret-Reaktion entsteht nach Zugabe der im Kit enthaltenen Reaktionsldsungen zu den
Proteinproben ein violettes Produkt, das eine hohe Absorption bei 570nm aufweist. Durch
eine photometrische Messung bei 570nm kann so die Proteinkonzentration im Vergleich zu
einer Verdunnungsreihe des Albuminstandards bestimmt werden. Hierzu wurde ein
Mikroplatten-Photometer (MR7000; Dynatech, Denkendorf) mit gerateinternem

Auswertungsprogramm (Advanced Programm, Version 3.1) verwendet.

Elektrophoretische Auftrennung der Proteine:

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde das NuPAGE Electrophoresis
System (Novex, Frankfurt) mit den dazu gehdérigen Puffern verwendet. Die Proteinproben
wurden so eingestellt, dass einheitliche Mengen an Gesamtprotein aufgetragen werden
konnten (hier 20ug Gesamtprotein pro Spur je nach Menge der lysierten Zellen). Die Proben
wurden mit 4x Probenpuffer (Novex) und 10x Reducing Agent (Novex) versetzt und fur 10
Min. auf 70C erhitzt. Das im Probenpuffer enthalte ne SDS denaturierte bei Erwarmung die
Proteine und neutralisierte ihre Eigenladung, so dass die elektrophoretische Auftrennung nur

nach der Proteingrof3e und nicht nach der Ladung oder der Tertiarstruktur des Proteins
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erfolgte. Dabei ist die Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel umgekehrt proportional zu
ihrer molekularen Masse. Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde mit
Bis-Tris-Gradientengelen (4-12%ige Bis-Tris-Gele; Novex) durchgefihrt, die eine gute
Auflésung sowohl fir kleine als auch fur grol3e Proteine ermdglichten. Der Gellauf erfolgte in
Novex-Gelkammern mit 1x MES-SDS-Laufpuffer (Novex) bei konstant 200V in 35 Min..

Blotting:

Der Transfer der Proteine auf eine Optitran BA-S83 Nitrocellulosemembran (Schleicher und
Schuell, Berlin) erfolgte in Blot-Modulen der Firma Novex nach Angaben des Herstellers. Die
relative Position der aufgetrennten Proteine blieb dabei erhalten (Schagger und von Jagow
1987). Das Blotting auf die Membran erfolgte bei 18V fir eine Stunde. AnschlieRend wurden

durch Trocknen der Membran die Proteine fest gebunden.

Antikérperinkubation:

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran mit den gebundenen
Proteinen Uber Nacht bei 4C in 1xRoti-Block (Carl Roth, Karlsruhe) inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen der Membran fiur jeweils 10 Min. unter Schwenken in Waschpuffer
erfolgte die Inkubation mit dem ErstantikGrper fir eine Stunde bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurde die Membran viermal fir 5 Min. in Waschpuffer gewaschen. Es folgte
fur eine Stunde bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem Zweitantikdrper und wiederum

viermaliges Waschen fir je 5 Min.

Detektion der gebundenen Antikorper:

Zur Detektion der gebundenen Antikorper wurde das SuperSignal ULTRA Chemolumi-
nescent Substrate (Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Substrat Luminol
wird durch die an den Zweitantikbrper gekoppelte Peroxidase umgesetzt und zur
Lichtemission angeregt. Nach Inkubation der Membran fir 5 Min. in der Substratldsung
wurde die feuchte Membran in Plastik eingeschweil3t und anschlieRend einem
autoradiografischen Film ausgesetzt (Mat Plus DG Film, Kodak, Frankreich). Zur Entwicklung
des Films wurden Fotochemikalien (Entwickler G 152, Fixierer G 354) der Agfa-Gaefert AG

benutzt.
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Ladekontrolle fiir Western Blots:

Um sicherzustellen, dass auf allen Spuren die gleiche Menge an Gesamtprotein vorhanden
ist (interne Ladekontrolle), wurde die Membran vor der Inkubation in Blockierungspuffer nach
dem MEM Code® (Perbio) Protokoll behandelt. Dabei farben sich die Protein-Banden
unspezifisch an. AnschlieRend wurde die tUberschiissige Farbeldsung mit Aqua dest. entfernt
und die Membran fotografiert. Der Farbevorgang ist reversibel und stort die spéatere

Antikérperbindung nicht.

Folgende Priméarantikérper wurden fiir die Western-Bl ot-Analyse benutzt:

1. Monoklonaler anti-humanen TMEFF-1/Tumoregulin-1 Antikérper (1:2000; R&D
Systems, Japan).

2. Anti-humanen-anti-CRMP-1 Maus-Aszites, IgMk (1:1000; Upstate, Lake Placid, NY,
USA).

3. Anti-humanen-anti-Neurexin-1  polyklonaler Mausantikérper (1:2000; Abnova,
Heidelberg).

4. Anti-human-anti-GART monoklonaler Mausantikérper (1:2000; Abnova).

5. Anti-GAPDH-Antikérper (1:2500; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA).

Folgender Zweitantikdrper wurde benutzt:

1. HRP-konjugierten Zweitantikérper (Goat-anti-mouse, 1:500,000; Perbio, Bonn)

Die Quantifizierung der Banden erfolgte mittels Scion Image Software (Scion Corporation),
dabei wurde jeweils eine Bande der intern semiquantitativen Ladekontrolle (GAPDH) als
100% gesetzt und der Hintergrund substrahiert. Insgesamt wurde die Western Blot Analyse

3-malig semiquantitativ durchgeftihrt.

Die Nullhypothese (H,;) besagt, dass die Banden eines Proteins in den 3 Gruppen
(Kontrollgruppe ohne 6-OHDA und mit 50pM oder 100pM 6-OHDA behandelten Zellen) die
gleiche Dichte haben. Die Alternativ-Hypothese (H,) besagt, dass die Banden unterschiedlich
dicht sind. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe eines zweiseitigen t-test fir gepaarte
Proben ermittelt (Microsoft Office Excel 2007). Bei einem p-Wert kleiner als 0.05 (p<0.05)
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wurde die Nullhypothese verworfen und der Unterschied als statistisch signifikant
angenommen. Bei einem p-Wert kleiner als 0.001 (p<0.001) wurde der Unterschied als

hochsignifikant angenommen.
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Ergebnisse

Nachweis in der RAP-PCR

In der RAP-PCR sind reproduzierbare genetische Fingerabdriicke mittels vier verschiedener
Primer und Primer-Kombinationen erzeugt worden. Typische ,Fingerabdriicke werden in
Abbildung 19 gezeigt. Insgesamt sind 136 Banden entdeckt worden, die eine zur Kontrolle
unterschiedliche Expression zeigten, je nachdem ob die Zellkultur mit 50uM bzw. 100uM 6-
OHDA uber 24h behandelt worden war. AnschlieBend wurden die unterschiedlich
exprimierten Produkte der RAP-PCR reamplifiziert und die daraus resultierenden Fragmente
kloniert und sequestriert. In 62 Klonen wurde eine Sequenz gefunden, jedoch hatten nur 23

davon eine relevante Homologie zu bekannten humanen kodierenden Sequenzen.

Ergebnisse der RT- und Real-time PCR

Um die Ergebnisse der RAP-PCR zu verifizieren, wurde die Expression dieser Gene weiter
mittels RT-PCR (Abbildung 20) und Real-time PCR mit spezifischen Primern untersucht.
Insgesamt wurden in der Real-time PCR 20 unterschiedliche Gene untersucht. In 12 Fallen
wurde eine statistisch signifikante Regulierung in den Zellen, die mit 50uM 6-OHDA
behandelt worden waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe, festgestellt: TMEFF-1 [RU=0,458;
p=0,002], CRMP-1 [RU=0,408; p<0,001], Neurexin-1 [RU=0,321; p<0,001], GART
[RU=0,603; p<0,001], Coatamer complex [RU=0,723; p=0,003], Topoisomerase I
[RU=0,440; p=0,002], Retinoblastoma-binding protein [RU=0,627; p=0,005], eTEFlal
[RU=0,625; p=0,005], nuc. Phosphoprotein 32 [RU=0,612; p=0,03], Drebrin 1 [RU=0,650;
p=0,02], CIZ 1 [RU=0,460; p=0,001] und PAR 3 [RU=0,473; p<0,001].

In den Zellen, die mit 100pM 6-OHDA behandelt worden waren, wurden 14 solche
Veradnderungen nachgewiesen: TMEFF-1 [RU=0,451; p<0,001], CRMP-1 [RU=0,423;
p=0,003], Neurexin-1 [RU=0,406; p<0,001], GART [RU=0,540; p<0,001], Coatamer complex
[RU=0,715; p=0,01], Topoisomerase Il [RU=0,272; p<0,001], Retinoblastoma-binding protein
[RU=0,481; p=0,007], eTEFlal [RU=0,497; p<0,001], nuc. Phosphoprotein 32 [RU=0,703;
p<0,05], Drebrin 1 [RU=0,673; p<0,001], CIZ 1 [RU=0,655; p<0,018], PAR 3 [RU=0,493;
p<0,001], Tumor rejection antigen [RU=1,396; p=0,002] und CDC 42 [RU=0,656; p=0,011].
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Wie im Statistikteil oben bereits erwahnt ist, haben wir fir die Auswertung der Real-time PCR
die AACt-Methode benutzt und dann den relativen Unterschied (RU) zwischen den
verschiedenen Zellreihen berechnet. Bei einer Hochregulierung ist der relative Unterschied
(RU) groRRer als 1 und bei einer Runterregulierung kleiner als 1. Wenn der relative

Unterschied gleich 1 ist, ist eine Regulierung unwahrscheinlich (Tabelle 4).

Nachweis auf Proteinebene

Von den 12 bzw. 14 regulierten Genen in der Real-time PCR haben wir uns entschieden vier
(TMEFF-1, CRMP-1, Neurexin-1 und GART) Genprodukte auch auf Proteineben zu

untersuchen, um eine funktionelle Regulierung nachzuweisen.

Die Auswahl der vier aufgefuhrten Proteine erfolgte aufgrund der ausgepragten Veran-
derungen dieser Genprodukte in dem von uns durchgefiuihrten oxidativen Schéadigungs-
modell, sodass dadurch mdglicherweise neue Aspekte der zellularen Ereignisse aufzeigt
werden konnen. Ein Teil dieser Gene und Genprodukte wurden bereits in der neuronalen
Entwicklung beschrieben (z.B. CRMP-1, welches ubiquitar im ZNS exprimiert wird und die
Dynamik der Neurite und Wachstumszapfen reguliert), allerdings hat ein anderer Teil dieser

Gene eine noch weitgehend unbekannte Funktion (wie z.B. TMEFF-1).

Dazu haben wir den 6-OHDA Schadigungsversuch erneut fur 24 Stunden durchgefihrt,
anschliel3end die Proteine isoliert und mittels Western Blot untersucht. Die Proteine wurden
mit Hilfe von spezifischen monoklonalen Antikérpern detektiert. Als endogene Kontrolle

diente das ,Housekeeping Protein“ GAPDH.

In allen vier Fallen wurde eine Runterregulierung auch auf Proteinebene festgestellt
(Abbildung 22). Die Quantifizierung der Blots ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Ergebnissen in den RT-PCR- und Real-time PCR-Verfahren tberein und
belegen, dass die Regulation nicht nur auf der Transkriptionsebene, sondern auch auf der

korrespondierenden Proteinebene stattfand.
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K 50 100 K 50 100
M 150 200 150 200 150 200 150 200 150 200 150 200

Abbildung 19: RNA ,Fingerabdricke* der SH-SY5Y Zellen, die mit 6-Hydroxydopamin behandelt
wurden. ,50“ mit 50uM, ,100“ mit 100uM im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (,K*). RAP-
PCR wurde mit 150ng (,150“) und 200ng (,200") Gesamt-RNA durchgefihrt (siehe Text). In (a) ist z.B.
ein Fragment nur in der Kontrollgruppe nachweisbar, jedoch nicht in den mit 6-OHDA behandelten
Zellen. Dies zeigt eine Herunterregulierung an. Im Vergleich dazu ist bei (b) eine Hochregulierung
nach 6-OHDA Behandlung zu sehen.
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50 100 Co

Abbildung 20: RT-PCR: Mit spezifischen Primerpaaren fir GART, Neurexin-1, CRMP-1 und TMEFF-
1 Gene. Gesamt-RNA von unbehandelten Zellen (Kontrollgruppe ohne 6-OHDA) (,Co"), von Zellen,
die mit 50pM 6-OHDA behandelt waren (,50%) und von Zellen, die mit 100uM 6-OHDA behandelt wur-
den (,100%). Eine Herunterregulierung konnte in allen vier Genen in behandelten Zellen im Vergleich
zur Kontrolle beobachtet werden.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Real-time-PCR. Der relative Unterschied wurde mit der AACt -Methode
berechnet (siehe Text), ein Wert kleiner als 1 bedeutet, dass das Gen runterreguliert wurde und ein

Wert groRRer als 1 bedeutet, dass das Gen hochreguliert wurde. Der p-Wert wurde in einem t-Test fur

gepaarte Proben ermittelt.

1. Coatomer prot complex

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,723 0,715
Standard Abweichung 0143 0,191
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,003 0,010

2. Hypothetical protein FLJ23033

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 2,796 1,854
Standard Abweichung 2,069 0,929
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,088 0,074

3. Topoisomerase (DNA) Il alpha

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,440 0,272
Standard Abweichung 0,273 0,270
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,002 <0,001

4. Neurexin 1 (NRXN1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,321 0,406
Standard Abweichung 0,233 0,255
Wiederholungen 5 5

p-Wert <0,001 <0,001

5. HSPCO035 protein

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 1,083 0,925
Standard Abweichung 0,393 0,380
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,650 0,672

6. KIAA1724 Protein

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,784 0,842
Standard Abweichung 0,432 0,553
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,296 0,540
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7. Retinoblastoma-binding protein 7 (RBBP7)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied
Standard Abweichung
Wiederholungen
p-Wert

0,627
0,213
5
0,005

0,481
0.323
5
0,007

8. Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied
Standard Abweichung
Wiederholungen
p-Wert

0,625
0,221
5
0,005

0,497
0,221
5
<0,001

9. Collapsin response mediator protein 1 (CRMP1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied
Standard Abweichung
Wiederholungen
p-Wert

0,408
0,087
3
<0,001

0,423
0,152
3
<0,001

10. Hypothetical protein MGC5350/Leucin rich /Phosphoprotein32

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,612 0,703
Standard Abweichung 0,326 0,284
Wiederholungen 5 5
p-Wert 0,029 0,048
11. CDC 42

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,805 0,656
Standard Abweichung 0,319 0,189
Wiederholungen 4 4
p-Wert 0,268 0,011
12. Sim. RAB35

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied
Standard Abweichung
Wiederholungen
p-Wert

1,257
0,578
4
0,409

1,187
0,683
4
0,603

13. Hom. Drebrin 1 (DBN1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied
Standard Abweichung
Wiederholungen
p-Wert

0,650
0,256
5
0,016

0,673
0,119
5
<0,001
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14. Phosphoribosylaminoimidazole Synthetase (GART)

50uM zu Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,603 0,540
Standard Abweichung 0,124 0,141
Wiederholungen 5 5

p-Wert <0,001 <0,001

15. Tumor rejection antigen (gp96) 1 (TRA1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 1,980 1,396
Standard Abweichung 1,399 0,195
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,156 0,002

16. Cipl-interacting zinc finger protein (ClZ1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,460 0,655
Standard Abweichung 0,246 0,259
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,001 0,018

17. (TMEFF1) = TM prot with EGF-like and 2 follistatin-like domains 1

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,458 0,451
Standard Abweichung 0,268 0,205
Wiederholungen 5 5

p-Wert 0,002 <0,001

18. PDZ domain containing guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 (PDZ-GEF1)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,706 0,451
Standard Abweichung 0,348 0,321
Wiederholungen 4 4

p-Wert 0,142 0,242

19. Atypical PKC isotype-specific interacting protein; PAR3 (partitioning defective hom.)

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,474 0,493
Standard Abweichung 0,218 9,128
Wiederholungen 5 5

p-Wert <0,001 <0,001

20. Edg-2=maternal transcript G10 homolog

50uM zur Kontrolle

100uM zur Kontrolle

Relativer Unterschied 0,842 0,878
Standard Abweichung 0,260 0,335
Wiederholungen 4 4

p-Wert 0,268 0,492
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Real-time PCR-Ergebnisse: Gen-

Eine graphische Darstellung ausgewahlter

Abbildung 21:

expression von CRMP-1 (A), TMEFF-1 (B), Neurexin-1 (C), Nuclear phosphoprotein 32 (D), atypical

PKC binding protein (PAR3) (E) und GART (F) in SH-SY5Y Zellen nach Gabe von 6-OHDA. Die

schwarzen Balken (Control) zeigen die Expression in der unbehandelten Kontrollgruppe. Die anderen

Balken zeigen die Expression in den Zellen, die entweder mit 50uM (schraffiert) oder 100uM (grau) 6-
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Hydroxydopamin behandelt waren. Die Expression (der relative Unterschied, RU) wurde mittels der
AACt-Methode ermittelt. Bei einer Hochregulierung ist der RU groRer als 1, bei einer
Runterregulierung kleiner als 1 und bei fehlender Regulierung gleich 1 (Siehe Text). Eine Runter-
regulierung im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich in allen aufgeflihrten Genen (n=5/Gen, CRMP-1
n=3; p<0.05).

52 g Co 50 100 97 ale) 50 100 Co 50 100
98 _
T e
52! . ~ TMEFF-1 22 CRMP-1 55 ' s g
22 GAPDH 32 GAPDH B
- e = D G O Neurexin 1
33 - 33—
et s -
31 GAPDH

Abbildung 22: Western Blot Analyse der Neuroblastomzellen (SH-SY5Y), die unbehandelt (,Co")
oder mit 50uM 6-OHDA (,50“) bzw. 100uM 6-OHDA (,,100%) behandelt wurden. Die Proben wurden auf
einem 12% NuPAGE Gel separiert, dann auf eine Nitrozellulosemembran geblotet und schlie3lich mit
spezifischen Antikorper gegen TMEFF-1 (40.9 kDa), CRMP-1 (60-65 kDa), Neurexin 1 (37.11 kDa)
und GART (73.74 kDa) inkubiert. Zusatzlich wurde eine endogene Kontrolle mit GAPDH (36-40.2 kDa)
durchgefuhrt (siehe Text). Seitlich sind Molekulargewichte von MultiMark® in NUPAGE® MES Puffer
in kDa Einheiten gezeigt. Alle vier untersuchten Proteine (TMEFF 1, CRMP 1, Neurexin 1 und GART)
wurden runterreguliert. Der Western Blot wurde nach dem Protokoll des Super Signal Ultra Western

Blot kit durchgefihrt (Pierce, Perbio, Deutschland).
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Tabelle 5: Quantifizierung der Western Blot-Banden. Die Quantifizierung der Pixeldichte der Banden

erfolgte mittels Scion Image Software (Scion Corporation). GAPDH diente als innere Kontrolle. In allen

vier untersuchten Proteinen (TMEFF 1, CRMP 1, Neurexin 1 und GART) fand eine Runterregulierung
statt (n=3; p<0.05). Ko = Kontrolle; 50 = 50uM 6-OHDA; 100 = 100uM 6-OHDA. Der p-Wert wurde

mittels t-test flir gepaarte Proben ermittelt.

Ko;MW SD 50;MW SD N P (Kozu50) 100 MW SD N P (Ko zu 100)
GART 2603 106 6230 181 3  <0,001 17,90 1,13 3 0,001
GAPDH 100,70 0,00 8441 859 3 0,046 97,47 4,26 3 0,749
Ko;MW SD 50;MW SD N P (Kozu50) 100; MW SD N P (Ko zu 100)
NRX 1 8342 301 6593 184 3 0,001 56,00 1,00 3  <0,001
GAPDH 100,70 0,00 8441 859 3 0,046 97,47 4,26 3 0,749
Ko;MW SD 50;MW SD N P(Kozu50) 100; MW SD N P (Ko zu 100)
TMEFF1 6245 450 5242 159 3 0,018 49,60 255 3 0,015
GAPDH 1,08 7,64 99,68 600 3 0,314 100,00 0,00 3 0,224
Ko;MW SD 50;MW SD N P (Kozu50) 100; MW SD N P (Ko zu 100)
CRMP1 5887 200 5032 4,00 3 0,027 39,96 3,00 3 0,001
GAPDH 104,15 4,00 100,00 0,00 3 0,154 99,40 4,01 3 0,207
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Trotz intensiver weltweiter Forschung ist die Ursache des idiopathischen Morbus Parkinson
weiterhin unbekannt. Ziel dieser Arbeit war es Faktoren zu identifizieren, welche eine Rolle in
der Pathogenese dieser Erkrankung spielen konnten. Die Behandlung von Neuronen mit 6-
OHDA stellt in vivo sowie in vitro ein etabliertes Modell dar, um die spezifischen Auswir-
kungen des oxidativen Stresses bei der Parkinson-Erkrankung zu untersuchen (Dodel et al.
1999, Jeon et al. 1995, Sauer und Oertel 1994). Wir haben die Folgen der 6-OHDA-
Behandlung an humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) untersucht. Mittels RAP-PCR, die
eine Aufdeckung von differentiell exprimierten Genen erlaubt, haben wir mehrere in Frage
kommende Gene identifiziert. Im Gegensatz zu anderen PCR-basierten Methoden kdnnen
die Primer der RAP-PCR an mehrere mRNAs binden und so die Analyse von unterschied-

lichen mRNAs in einem Versuchsansatz erméglichen.

Die Ergebnisse in der RAP-PCR konnten mittels RT- und Real-time PCR in den meisten
Fallen bestatigt werden. Die anschlieend durchgefihrte Western Blot-Analyse der mit 6-
OHDA behandelten Zellen zeigte, dass die Runterregulierung nicht nur auf der mRNA-,

sondern auch auf der Protein-Ebene der von uns weiteruntersuchten Proteine stattfindet.

Aus der Vielfalt der mittels der RAP- und Real-time PCR aufgedeckten Genexpressionen
haben wir exemplarisch vier der uns interessant erscheinenden Gene selektiert, um deren
Regulation auch auf zellular funktioneller, also Proteinebene, zu untersuchen. Die
Entscheidung flir diese vier Gene beruhte darauf, dal3 sie vorwiegend im ZNS exprimiert
werden. Da auch eine Regulation auf der Proteinebene nachzuweisen war, soll nun im
Folgenden einzeln auf die eventuelle Funktion dieser Regulation im Rahmen des oxidativen
Stresses und damit einer der vermuteten Pathogenesen des Morbus Parkinson Bezug

genommen werden.

TMEFF-1 ist ein transmembranéares Protein, welches erstmals in Xenopus laevis als X7365
identifiziert wurde (Eib und Martens 1996). Es enthalt zwei Follistatin-Domanen und eine
Epidermal growth factor-like-Region (EGF) und wird hauptsachlich im ZNS exprimiert
(Kanemoto et al. 2001). Seine Funktion ist bisher noch weitgehend unbekannt, allerdings
wurden die Follistatin-Domanen als Inhibitoren von verschiedenen Wachstumsfaktoren
identifiziert (Patel 1998, Patthy und Nikolics 1993, Kupprion et al. 1998). Dies lasst vermuten,
dass TMEFF-1 bei der Signalkaskade von Wachstumsfaktoren eine Rolle spielt. Desgleichen
wird durch den Austausch von Arginin durch Histidin in der EGF-Domaéne die Affinitat des

EGF zu seinem Rezeptor herabgesetzt (Engler et al. 1990).
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In Gehirntumoren, insbesondere im malignen Glioblastoma multiforme (GBM), wurde
insgesamt eine niedrige Expression von TMEFF-1 im Vergleich zu normalen Gehirnzellen
festgestellt. Eine rekombinante Expression von TMEFF-1 in Gehirntumoren hat sogar die
Proliferationsrate gesenkt (Grey et al. 2003). Dies lasst vermuten, dass TMEFF-1 im ZNS ein
Tumorsuppressorgen darstellen koénnte. Im Gegensatz dazu wurde allerdings eine
Uberexpression von TMEFF-1 in Tumorzellen von Pankreas, Lunge und Niere
nachgewiesen (Gery et al. 2003, Ge et al. 2006), so dass eine nicht einheitliche Funktion in

cancerogenen Geweben anzunehmen ist.

Die Tatsache, dass TMEFF-1 eine hohe Expression im Gehirn besitzt, lasst auf eine wichtige
Funktion im ZNS schlieBen. Im zentralen Nervensystem der Maus sind detaillierte
Expressionsstudien von TMEFF-1 durchgefihrt worden. Im Bezug auf den M. Parkinson ist
die Expression von TMEFF-1 einerseits in der Substantia nigra pars compacta sowie
markant im Locus coeruleus nachweisbar (Kanemoto 2001). Beides stellen Regionen dar,
die in der Pathogenese des M. Parkinson eine ausschlaggebende Rolle spielen. Weiterhin
findet sich eine sehr hohe Expression in verschiedenen Regionen, wie im enthorhinalem
Cortex, der Capsula interna/externa sowie weiteren Strukturen, die direkt oder indirekt auf

die nigrostriatocorticalen Schleifen einwirken.

Interessanterweise ist TMEFF-2 (Uchida et al. 1999), das eine hohe Uberein-stimmung der
Aminosauresequenz mit TMEFF-1 aufweist, als ,survival und trophischer factor speziell fur
hippocampale und mesencephale Neurone identifiziert worden; auf kortikale Neurone
konnten in diesem Modell keine neuroprotektiven Effekte nachgewiesen werden (Horie et al.
2000).

Die Runterregulierung im oxidativen Schadigungsmodell lasst in Anlehnung an die
Ergebnisse von Horie et al. (2000) vermuten, dass auch hier TMEFF-1 in der Funktion als
trophischer Faktor beeintréchtigt und somit der Zelluntergang der geschadigten Neurone
beglnstigt wird. Um weitere Einblicke in die genaue Funktion von TMEFF1 in
experimentellen Modellen des M. Parkinson zu erlangen, sollten weiterfiihrende
Untersuchungen, und dort vor allem die Uberexprimierung von TMEFF1, durchgefiihrt
werden. Um diese physiologische Funktion von TMEFF-1 in gesunden Zellen und seine
potentielle Rolle beim M. Parkinson zu klaren, werden derzeit Versuche in unserem Labor

durchgefuhrt, die die downstream events in der Signalkaskade untersuchen.

B-Neurexin-1 ist ein Protein aus der ,Neurexin-Familie“. Neurexine sind wichtige Scaffolds-
Proteine, die fur die Zelladh&asion in den Synapsen sorgen. Dartber hinaus spielen sie
wabhrscheinlich eine Rolle bei der ,Erkennung“ der Neurone wahrend der Entwicklung des

zentralen Nervensystems. Sie induzieren die Rekrutierung und Formation der
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postynaptischen Terminale und sind notwendig fir die Bildung der Synapsen, dienen aber
auch als Rezeptoren fir die Neuroligine der Prasynapse (Dean und Dresbach 2006). B-
Neurexin-1 wird Uberwiegend im Gehirn und wie in in-situ Hybridisierungsexperimenten
nachgewiesen werden konnte, vornehmlich in exzitatorischen postsynaptischen Neuronen
exprimiert (Song et al. 1999, Ichtchenko et al. 1996, Ushkaryov et al. 1992, Ushkaryov und
Siudhof 1993, Ullrich et al. 1995). B-Neurexin-1 wird ebenfalls in Neuronen des Globus
pallidum, des Nucleus subthalamicus und der Substantia nigra exprimiert (Kelai et al. 2008).
Eine Hemmung der Neurexine fihrt zu einer reduzierten Ausbildung prasynaptischer
Terminale, wohingegen die Expression von rekombinantem Neurexin-1 zu einer
prasynaptischen Differenzierung von hippocampalen Neuronen fuhrt (Scheiffele et al. 2000,
Chubykin et al. 2005). Beide, Neurexine und Neuroligine, interagieren und signalisieren als
eine beidseitige Formation der Synapse und sorgen dafiir, dass synaptische Interaktionen
auch in Zellkulturen stabil bleiben (Dean und Dresbach 2006). Neurexine sind ebenso
wichtig fiir die Lokalisation und Funktion der Ca*? Kanile sowie der NMDA-Rezeptoren
(Missler et al. 2003, Kattenstroth 2004).

Zwei pathophysiologische Modelle bieten sich als Erklarung der im Schéadigungsmodell
beobachteten Veradnderungen des [-Neurexin-1 an. 1. Die in unserem Experiment
beobachtete Runterregulierung von Neurexin-1 nach der 6-OHDA-Behandlung kdnnte im
Rahmen des programmierten Zelltodes auftreten. In der Apoptose werden die Zellkontakte
zu benachbarten Zellen aufgeldst, dies kdnnte ein Grund fir die Runterregulierung der
Expression von B-Neurexin-1 sein. 2. Da Neurexine in der Substantia nigra hoch exprimiert
sind und fir den normalen Erhalt der pra- und auch postsynaptischen Integritat notwendig
sind, konnte durch eine Absenkung der B-Neurexin-1 mRNA eine Kaskade eingeleitet
werden, die schlie3lich zum Zelltod in den Neuronen fuhrt. Im ersten Modell flihrt der priméare
Zelluntergang und Reduktion der synaptischen Vielfalt zur Abnahme der mRNA, im zweiten
Modell ist die Abnahme Ursache fir die Reduktion der Synapsen und den Zelluntergang.
Unterstiitzend dazu konnte eine Studie zeigen, dass [-Neurexin-1 ebenso im
experimentellen Modell von Schadel-Hirn-Traumata runterreguliert wird und somit auch am
neuronalen Zelltod bzw. neuronaler Dysfunktion in diesem Schadigungsmodell involviert zu
sein scheint (Rao et al. 2003). Somit ist zu vermuten, dass R-Neurexin-1 eine Ubergreifende
Funktion bei verschiedenen Schadigungsmodellen im ZNS und daraus resultierenden

neuronalen Zellverlusten austibt.

Ebenso wie Parkin, dessen Mutation eine familidre Parkinsonvariante verursacht (siehe
oben), ist auch 3-Neurexin-1 ein CASK-Protein. CASK (Calcium/ Calmodulin-Depended
Serine Protein Kinase), gehdren zur Gruppe der membran-assoziierten Guanylatkinasen

(MAGUK-Proteine). Diese sind multi-Domane Scaffold-Proteine und sind im ZNS von

Seite: 58 /78



Diskussion

Saugern hoch exprimiert nachweisbar. CASK sind allerdings nicht spezifisch fur die
synaptische Ausbildung, sondern sind auch fir die neuronale Entwicklung und
Genexpression wichtig (Hsueh 2006). Eine Mutation im CASK-Gen bzw. die Deletion des

Gens in der Knock-out-Maus ist bereits 1-2 Tage postnatal letal (Laverty et al.1998).

Da eine Mutation im Parkin-Gen (auch CASK-Protein) eine Parkinson Erkrankung auslésen
kann, ist zu vermuten, dass eine Mutation bzw. ein Funktionsverlust in einem Gen, welches
zur selben Gruppe gehort, auch in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung involviert
sein konnte. Derzeit werden immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von [3-
Neurexin-1 an post-mortem Material von Parkinson-Patienten durchgefiihrt. Ein besonderer
Schwerpunkt liegt hierbei in der Untersuchung von Neuronen, die nahe an Lewy-Kérpern
liegen. Hier soll ein Vergleich der Expression von (-Neurexin-1 bei Neuronen analysiert
werden, die histomorphologisch noch keine Zeichen eines neuronalen Unterganges im
Vergleich zu Neuronen, die bereits einen apoptotischen Zelluntergang zeigen. Endgultige

Ergebnisse liegen gegenwartig noch nicht vor.

Das CRMP-1 gehort zu einer Familie von funf verschiedenen, im Zytosol gelésten Eiweil3en,
die erstmalig 1995 als intrazellulare Komponente des Transduktionspathways von
Semaphorin 3A identifiziert wurden (Goshima et al. 1995). Die CRMPs regulieren die
Dynamik der Neurite und Wachstumszapfen (Cole et al. 2006), die Reifung der Zellen und
die Migration der Nervenzellen in der embryonalen Phase (Yamashita et al. 2006). Sie
werden entwicklungs- und altersabhangig ubiquitar im ZNS exprimiert (Bretin et al. 2005,
Wang et al. 1996). Bei Mausen konnte postnatal eine hohe Expression im Corpus striatum
nachgewiesen werden (weitere Basalganglienkerne wurden in der Arbeit von Wang et al.
(1996) nicht beschrieben. Im adulten Gehirn wird CRMP-1 vor allem im Kortex,
Hippokampus und Kleinhirn exprimiert und CRMP-1 Knockout-Mause weisen Lern- und

Gedachtnisschwierigkeiten (Su et al. 2007) auf.

In anderen Geweben kann CRMP-1 die Invasion und Metastasierung maligner Tumoren
hemmen. Eine reduzierte Expression dieses Proteins ist mit fortgeschrittenem Stadium Il

des Lungenkrebses assoziiert (Shih et al. 2001).

Eine Runterregulierung von CRMP konnte in Toxizitdtsassays auch von Zhang et al. (2007)
nachgewiesen werden. Zhang untersuchte den Effekt von mit Maitotoxin und NMDA
behandelten primaren kortikalen Neuronen auf CRMP-1, CRMP-2 und CRMP-4. Ahnlich wie
bei unseren Ergebnissen konnte eine deutliche Reduktion von diesen Proteinen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten in-vivo in einem traumatischen

Hirnschadigungsmodell reproduziert werden. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von
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Barzilai et al. (2000), die die toxische Wirkung auf regulierte Gene im Dopamin-induzierten
Toxizitatsmodell an sympathischen Neuronen untersuchten. Sie fanden im differential display
approach eine Hochregulierung von CRMP-1 nach Gabe von toxischen Dopaminkonzentra-
tionen. Antikorper, die gegen Collapsin-1 gerichtet waren, waren in der Lage eine
ausgepragte Protektion gegen die Dopamin-induzierte Toxizitdt zu induzieren. Aufgrund
dieser Ergebnisse nehmen die Autoren eine funktionelle Rolle von CRMP-1 im Dopamin-
induzierten Zelltod und somit auch bei der Parkinson-Krankheit an. In einer weiteren Arbeit
von Stauber et al. (2008) konnte im 6-OHDA behandelten Tiermodell eine Hochregulierung
von CRMP-2 gefunden werden. Uber weitere CRMPs, insbesondere CRMP-1, wurde in
dieser Arbeit nicht berichtet. Weshalb ein gegenlaufiger Effekt in unseren und den
Experimenten von Zhang et al. auftrat, kann aufgrund der Angaben in dem Artikel von
Barzilai et al. nur vermutet werden. Einschrankend muss zu den Ergebnissen von Barzilai et
al. erwahnt werden, dass auf Proteinebene kein Nachweis gefuhrt wurde. In unseren
Experimenten konnten wir auch eine Regulierung auf Proteinebene nachweisen. Weitere
Versuche sind aber notwendig, um den genauen Mechanismus von CRMP-1 im Ablauf des
apoptotischen Zelltodes zu klaren. In welchen pathophysiologischen Mechanismus CRMP-1
beim apoptotischen Zelltod direkt eingreift, bleibt in der Arbeit von Barzilai et al.

unbeantwortet.

Die zitierten Arbeiten sowie unsere Ergebnisse zeigen, dass CRMP-1 eine Rolle in
Toxizitdtsmodellen der Parkinson-Krankheit einnimmt, inwiefern jedoch CRMPs auch eine
Rolle in der Pathogenese der Parkinson-Krankheit spielen, ist bisher noch nicht

weitergehend erforscht worden.

GART: Purine sind wichtige Elemente fir den Energiehaushalt (Adenin in ATP und Guanin
in GPT) sowie fur die Signallbermittlung und stellen Bausteine des Erbguts (Adenin und
Guanin in DNA und RNA) dar. Die ,de novo" Biosynthese der Purine wird durch die
enzymatische Aktivitdt mit Glyzinamidribonukleotidsynthase (GARS), Aminoimidazolribo-
nukleotidsynthase (AIRS) und Glyzinamidribonukleotid-formyltransferse (GART) katalysiert
(Brodsky et al. 1997). Das Gen fur dieses Protein ist auf Chromosom 21 lokalisiert
(Chadefaux et al. 1984). Obwohl die Purinbiosynthese einen sehr wichtiger Stoffwechselweg
darstellt, ist bisher nur sehr wenig tUber die Gewebe-spezifische oder wachstumsbedingte

Regulation dieses Weges bekannt.

Eine Abnahme der RNA Menge in Substantia nigra Neuronen wurde berichtet und wie bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen als ein moglicher basaler Defekt bei der
Parkinson-Krankheit postuliert (Ohye et al. 1995, Tandan und Bradley 1985). Verschiedene

Mechanismen kénnen u.a. zu einer reduzierten RNA-Menge fuhren: 1. Heterochromati-
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sierung der DNA, 2. Pathologische Transkription durch eine Akkumulation von inadaquat
reparierter DNA; 3. Mangel an RNA-Polymerasen oder Vorlaufer-Nukleotiden. Diese
Mechanismen kdnnen zu einer reduzierten Proteinsynthese flhren, mit einem konsekutivem
vorzeitigen Zelltod. Eine Runterregulierung von GART, wie wir sie in unseren Versuchen
beobachten konnten, und eine dadurch bedingte Stérung der GARS-AIRS-GART-Aktivitat,
kann zu einer defekten Produktion von Purin-Nucleotiden fiihren mit einer reduzierten RNA-
Synthese. Dies wére ein potentiell letales Ereignis in metabolisch aktiven Neuronen, wie den
Neuronen der Substantia nigra. In-vivo Versuche am 6-OHDA- oder MPTP-Modell unter
besonderer Bertcksichtigung der GARS-AIRS-GART-Aktivitdt sollten hierzu eine
weitergehende Klarung des Einflusses von GART ermdglichen. Ob diese Mechanismen
letztendlich in der Substantia nigra vornehmlich flr den vorzeitigen pathologischen

Untergang verantwortlich sind, ist bisher nicht bekannt.

Weitere Studien sind notwendig, um die physiologischen Funktionen dieser Proteine und
ihren Einfluss auf die Signalbahnen zur Neurodegeneration im M. Parkinson aufzuklaren.
Wenn wir davon ausgehen, dass die von uns aufgedeckten Gene eine wichtige Rolle im
Uberleben der Zellen darstellen, z.B. GART fiir den Energiehaushalt der Zellen, kdnnte eine
Genexpressionsveranderung, die zu einer Runterregulierung oder Dysfunktion eines dieser
Gene fuhrt, auch den Untergang der Zellen verursachen. Studien in vitro, und hier vor allem
an priméren mesencephalen Neuronenkulturen, sowie in vivo Experimente sind geplant bzw.
werden gegenwartig im Labor durchgefihrt. Insbesondere die Hemmung bzw.
Runterregulierung der obengenannten Proteine ist zu untersuchen, um die einzelnen
Funktionen im oxidativen Schadigungsmodell aufzudecken. Zur Bestatigung der Ergebnisse
sind Untersuchungen an post mortem Gewebe von M. Parkinson Patienten sinnvoll. Diese
sollen sich an die oben erwahnten weiterfihrenden in vitro und in vivo Experimente

anschliel3en und werden gegenwartig im Labor durchgeftihrt.

In den von uns durchgefiihrten Experimenten missen einige Einschrdnkungen im Detail
erwahnt werden. Die Experimente wurden erstens in vitro an Zellen und nicht in vivo bzw. im
Zellverbund durchgefiihrt. Insbesondere der Einfluss von nicht neuronalen Zellen kann in
diesem System nicht einwirken. Weiter wurden die Versuche an einer Zellinie, den
Neuroblastom-Zellen, also einer Tumorzell-Linie durchgefihrt. Es ist anzunehmen, dass die
Regulierung der Zellvermehrung/Apoptose nicht wie in physiologisch aktiven dopaminergen
Zellen der Substantia nigra im zentralen Nervensystem verlauft und auch andere Pathways
angesteuert werden als in Substantia nigra Neuronen. Allerdings kann nur eine geringe
Menge von Substantia nigra Neuronen gewonnen werden, die eine Untersuchung, wie sie
hier durchgefuhrt wurden, anndhernd unmobglich macht. Nichtsdestotrotz liefert dieses

System mit den im Versuch eingesetzten Zellinien zunachst valide Einblicke in das
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funktionelle Verstéandnis des oxidativen Zellstresses und die Ergebnisse kdnnen dazu

dienen, diese an priméren Zellkulturen oder in vivo zu Uberprufen.
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Zusammenfassung

Morbus Parkinson ist eine chronische neurodegenerative Erkrankung, die durch einen
Verlust der dopaminergen (DA) Neurone in der Substantia nigra pars compacta,
gekennzeichnet ist. Die Atiologie ist bisher weitgehend unbekannt. Die Behandlung von
Nervenzellen mit 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist ein etabliertes in vivo und in vitro Modell,
um die Auswirkungen des oxidativen Stresses in M. Parkinson Gehirnen nhachzuahmen. Um
die nachgeschalteten Ereignisse in Zellen nach Exposition mit 6-OHDA zu charakterisieren,
haben wir die dopaminerge humane Neuroblastomzell-Linie (SH-SY5Y Zellen) mit 6-OHDA
behandelt und anschlieRend das Profil der Genexpression mittels der reversen arbitraren
geprimten Polymerasen-Kettenreaktion (RAP-PCR) ermittelt. Mit der RAP-PCR kénnen die
Unterschiede in der Genexpression zwischen zwei oder mehreren Proben ermittelt werden.
Reproduzierbare Unterschiede in der Genexpression der mit 6-OHDA behandelten Zellen
(die Behandlung erfolgte mit 50uM bzw. 100pM 6-OHDA Uber 24h) zeigten sich im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollen. Von diesen wiesen 23 Sequenzen eine hochsignifikante
Homologie zu bekannten humanen Kodierungssequenzen auf. Die Ergebnisse wurden
mittels RT-PCR, Real-time PCR und Western-Blot Analyse bestatigt. In vier Fallen
[Tumoregulin-1 (TMEFF-1), Collapsin response mediator protein 1 (CRMP-1), Neurexin-1
und Phosphoribosylaminoimidazolsynthetase (GART)] wurde eine suppressive Regulation
auf mMRNA- sowie auf Proteinebene festgestellt. Dies bestatigte, dass die Regulierung, die
sich in der RAP-PCR zeigte, nicht nur auf die Transkriptionsebene beschrankt ist, sondern
sich auch auf die entsprechende Proteinebene erstreckt. Es bestétigt sich somit, dass die
von uns angewandte RAP-PCR als Methode zur Analyse der differentiellen Genexpression

von SH-SY5Y im 6-OHDA-Schéadigungsmodell in vitro geeignet ist.

Diese vier Proteine, die z.T. erstmalig in Bezug in dem Toxizitatsmodell identifiziert wurden,
konnten als Proteine charakterisiert werden, die auch physiologisch eine Rolle im
Zelluntergang Substantia nigra Neuronen spielen konnten. Weitere Studien fur die
physiologische Rolle der identifizierten Gene und ihren Einfluss auf die Neurodegeneration

im M. Parkinson sind allerdings nétig.
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