Funktion von Synphilin-1 bei der Pathogenese

des Morbus Parkinson

Charakterisierung im Mausmodell
und
Auffinden neuer Interaktionspartner

mittels Yeast 2-Hybrid Technologie

der Fakultit fiir Biologie der
EBERHARD KARLS UNIVERSITAT TUBINGEN
zur Erlangung des Grades eines Doktors
der Naturwissenschaften
von
Thomas Franck
aus Freiburg i. Brsg.

vorgelegte

Dissertation

2007






Tag der miindlichen Priifung: 2. Oktober 2007

Dekan: Prof. Dr. F. Schoffl

1. Berichterstatter: Prof. Dr. O. RieB
2. Berichterstatter: Prof. Dr. M. Schwarz



Die vorliegende Arbeit wurde von Dezember 2001 bis April 2006 im Instiut fiir Medizinische
Genetik des Universitédtsklinikums Tiibingen unter der Leitung von Prof. Dr. O. RieB3 durchge-

fiihrt.



to those, who left & can’t come back
to those, who stayed & supervened

to my family






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis i
Danksagung v
Abkiirzungsverzeichnis vii
1. EINLEITUNG ... . rrrnmss s s s s s s s s s s s s s s s mmms s s s s s s s e e nnmmanssssssssnnnnnnnnnn 1
1.1. Allgemeines zur Parkinson’schen Krankheit 1
LT T RIENIK ettt ettt b e et e e et e e s et et e bt ehees e emeene e b e b e ebeebeeneeaeeneeneensebeseaneeaea 1
L.1.2. NEUIOPAtNOIOZIC ... .eovieiieiiieiie ettt ettt et et e et e e e e teeete e beesseesbessseseaesseesseensesseessaenseessenssenssenseans 2
1.2. Umwelteinfliisse 4
1.3. Oxidativer Stress 6
1.4. Genetische Faktoren 7
1.4.1. PARK1 und PARK4 — 0-SYNUKICIN ......eoiiieiieiieieeic ettt sttt senessaenseenneen 8
1.4.2. PARKZ — PATKIN .c..eveiieiiieititetesest ettt sttt ettt sttt st be st eaeene 10
e T N 2 S T O[O = B 5 SO 12
144, PARKG — PINK ...ttt ettt ettt ettt et et et e se st et e ese e st essansansesseeseeseensensensensenseasenns 13
T N 2 S B X USSP 14
1.4.6. PARKS — LRREK -2 ...ttt sttt ettt e s et e e b et e e b e eaeebe e st ene et e beaseneeane e 15
1.4.7. PARK9 — ATP13A2 (lysosomale Typ 5 P-Typ ATPaSe).....ccccerueruerieriiieieeieeiieiieie e 15
1.4.8. PARKI3 — HETAZ/OM ..ttt ettt ettt et h et nt e e e e beebeebe e st ene et et ensenaesseeneeneeneans 16
1.5. Suszeptibilititsgene 17
1.5, 1. NEUIOTIIAIMENL. ...ttt ettt b bt es et e e bt b e bt e bt eb e et et enbesbesbesaeeneene 17
LS. 20 NNUIT=T ettt ettt b e e bt e b et e s et et bt e bt e bt ea e e st e e e b e s bt ebe e bt e bt ebtemtensenbenbeabeebeeneens 18
LT T 7 11 ] 111 0 SRR PRRURTRPRR 18
1.6. Tiermodelle 20
1.6.1. Allgemeine Tiermodelle in der Parkinson-Forschung.............ccoccoeviieiieiiniinieiceeceeee e 20
1.6.2. Transgene TiermOdEIle. .......cc.ooiuiiiiiiiieiieetee ettt ettt ettt et es e s se e beeae e e eneesneenae 21
1.6.2.1. Mausmodelle flr o-SyNUKICIN ........ooouiiiiiiieiiee e s 21
1.6.2.2. Mausmodelle flr Parkin ..........cocooioiiiii et 23
1.6.2.3. Mausmodelle 0NNe DJ-1 .......ccoiiiiiii ettt ae et aeeneenean 23
1.6.2.4. Weitere MausmOdelle ............ooiiiiiiiiiiit ettt b ettt st ene s 24
1.7. Zusammenfassung 25
1.8. Zielsetzung der Dissertation 27
2. MATERIAL UND METHODEN........ccooss s sssssas 28
2.1. Material 28
0 O B € v 1 /O OO OO PSPSRR 28
2 L2 PUTTRT .ottt h ettt ettt he e h e bt a e e n e et ke be bt eheeneen s et e beneeeeere e 29
2.1.2.4. Proteinextraktion aus MEAUSEZEWEDE ........c.ooiiuiiiriiieieee et 29
2.1.2.6. PAGE und WesSternbIOttING .........c.cccveriiiriieiieiieiesieeieeieevestestee st eaeessesseesseesseesseessesssesssensaessenssens 29
2.1.2.5, AATOSC-GELu....oocuiiiiieiieieeie ettt ettt ettt ettt b et e e b e et e eaeesae e beebeereeeteeseenreenseensens 30
2.1.2.4, Al1ZEMEINE PUTTET......c.eiitiiiiieiicicce ettt saeesbe s e e b e esbeseesseesseessessnens 30
2130 IMIBAIEIL. ..ttt bbb h bbbt a ettt bbbt ettt besheebeeae s 31
213010 ZEILKUITUL .ottt sttt ettt b et eb e bbbttt nae et 31




Inhaltsverzeichnis

2.1.3.2. BaKtEIICNKUITUL ..ottt ettt et s e et e ee et eneesaeenaeeneeeneeeneeas 31
21330 HE OKUILUT ...ttt sttt h st e et e e e b e ete e bt ebeebeeneente s e nbenaeneeas 32
2.1.4. VErwendete ANTKOIPET ......c.icoviiiieiiectieeteete et ettt e bt e e e e et e e te e beesbeesbeeesesssessseseesseeseesseesseenseessessnenns 34
2.1.4.1. polyKlonale ANtIKOTPEL: ......cuiiiiiiieeeiet ettt ettt sttt et s e e et e st e tesbeeaeeaeenean 34
2.1.4.2. MONOKIONAIE ANTIKOTPET: .....eeiuiiiieiieiieiieeeteeteeete ettt et e et et e e e beeaessaesseesaeesseesseesseesseseesseensenssens 34
2.1.4.3. sekundére Antikorper (PeroXidasemarkiert) ..........cceevververiieriiiiieiieiiesieeee et sre e eve e seneene s 34
2.1.4.4. sekundére AntikOrper (BIOtINYIIEIT).......c.eccvieiieieriieiieieeie ettt eie e see e reeae s e eeeeesaeseenseenseas 34
2.1.5. VEIWENAELE KL ...cueiuiiiiiiititiitereet ettt sttt ettt et sa e bbbt bt et ettt besaeebe b s 34
2.2. Methoden 35
2.2.1. Allg. molekularbiologischen MethOden: ...........c.cccuerieiiieiieiieieceeeee et 35
2.2.1.1. Polymerasekettenreaktion (PCR).........cccooiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 35
2.2.1.2. SEQUENZICTIN. ... eeeueetietieteete et eeteeetesttestt e et et esteesee st e et e eneeentesmsesseeeseesaeeseanseensenseenseanseenseeneenneans 36
2.2.1.3. DNA-KoNZentrationbDEeSTIMIMUIE: ........ccvertieriertietieteetteeteenteeteeteetesseesseeseeesseenseeneeeneesseesseenseensens 36
2.2.1.4. AgaroSe-GeleKtrOPNOTESE ........ceueieriiriieieii ettt ettt ettt see bt eseene et e tesbeeeeeneenean 36
2.2.1.5. KIOMIGIEM ...ttt ettt st b ettt et e a e s bt et et et e e et e saeesbe e bt emaeemeeseeesaeenseenee 37
2.2.1.6. Priparation und Vermehrung von Plasmiden ............ccocooiiiiiriiiiiiiii e 38
2.2.3. WEStEIN-BIOHNG .....veoiiiiieiiicieeieeteee ettt ettt e et e te et e esbeesbeesbesseesseesseesseessesssesseeseenseensenssens 40
2.2.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) .......ccoooviiieiiiiiiiesieiee et 40
2.2.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford.............ccccoooieiiiiiiiieee e 40
B G T 21 1<) o o) (o3 514U 40
2.2.3.3. Immunodetektion VON PTOtEINEN. ........ccueririiriririiieieieenesee ettt st 41
2.2.3.4. Strippen der NitrozelluloSemembDIan ............ccueeiiiierieiiee ettt 42
B B B - 115 o LY 10 TSP 42
2.2.4.1. Herstellen der transgenen MEAUSE..........ccueeuieiiruierieete et ce sttt et e eee st et eteeneeenteeeeneeeneeas 42
2.2.4.2. Expressionsverhalten in murinen Neuroblastomzellen...........ccccveevieiiiiiiienieciecieceeceeieee s 43
2.2.4.3. Haltung und Versorgung der MAUSE .........cc.ereruiriririiieeieieie ettt et et ee e see e sbe e sbeeneeneeseeneas 44
2.2.4.4. DNA-Isolierung und MauStyPISIEIUNG ........c.eeeeierierieriereeeteeieenietesteneestesteeaeeteeneeneesessessessesaeeseeneas 45
2.2.4.5. Durchfithrung der quantitativen PCR (QPCR) .........coiviiiiiiiiiieice et 45
2.2.4.6. HistologiSChe FAIDUNG..........ccciiiiiiiiiiiciecece ettt st ae e eb e esteseeeseeseensaessens 46
2.2.4.7. MICTOAITAY-ANALYSC......ccuviiiieitieiieiiete e st e st ete et e ettestsesteesseesbeessesssesseesseesseansesseesseesseeseenseessenssens 48
2.2.4.8. Expressionsverhalten der transgenen MEUSE ...........ccuevierieriieiieeienieseesieenie e eee e seee e eeeense e 49
2.2.4.9. ROA-ROM. ...ttt sttt sttt 50
2.2.4.10. beam-WalKing TESt ......cceeiieriieiieieiie ettt ettt ettt et e eetestesseesseenseeseenseessesseenseenseensennsens 50
2.2.4.11. Bestimmung der Dopamin-Konzentration in verschiedenen Gehirnarealen...............ccccceceenennen. 51
2.2.5. Hefe ZWEI-HYDIIA .....coeiiiieeeeeeeeee ettt ettt b ettt e sae et et enteeneean 51
B T R s 41V 1 TSRO 51
2.2.5.2. Hefe 2-Hybrid SCIEENMING........c..oiiiieieietieiteeeeeteee ettt ettt st ettt ee et et e stesbeebesaeeneenean 52
2.2.5.3. Klonierung der bait- Und prey-VEeKLOTEN ........c.ciiiiiiiiiiieieeie ettt 54
2.2.5.4. Hefe TranSformMation........c.ooueriririiieieieesie ettt ettt ettt ettt ettt ae e ebe e ene 54
2.2.5.5. B-Galactosidase-Filter-FArDEtEST........cceiiiieiiieie ettt 56
2.2.5.6. B-Galactosidase-Férbetest in FIUSSIGKUITUT. ........cooiiiiiiiiieeie e 56
2.2.6. MULAtIONSSCIEEIIILE .....eeuvteutieuteeuientieteenteeateeeteateesteeteenteeatesaeesueenseenteemteeaeeebeenseenbeenbeemsebeebeenseeneesaeesaeenne 57
2.2.6.1. AMPLfIKAtioN dEr EXOMNS ..c.viiviiiiiiiiiiiieiiesieeie ettt ae e e ssaesteesseessaesseesseseesseenseessens 57
2.2.6.2. Testen auf erfolgreiche AMPLfIKAtION..........cceevieriieciieiiciecieeee e 57
2.2.6.3. AHPLC ..ottt bbbt ettt b ettt a et e 57
2.2.0.4. SCQUENZICTEN.........eeuveetiestieteeteetestestesstessteseenseassesssensaanseenseassesssesssesseesseenseanseessenseensesseessesssenseens 59
3. ERGEBNISSE .........cooiiiiiiiiis s s s s e nr s s e s e e nnm s 60
3.1. Transgenes Mausmodell mit WT621R- und mut621C-Synphilin-1 60
3.1.1. Generieren der MaUSIIMIET ........co.eiiiiiiiiieit ettt st b et ebe et ettt e e sbe st sbesbeeneene 60
3.1.1.1. Wahl der beiden zu untersuchenden Mauslinien ...........cc.ceceeveeierineninineneeeeeeeee e 60
3.1.1.2. Untersuchung des Expressionsverhalten der beiden Mauslinien mittels Western-Blot (WB)........ 61
3.1.1.3. Untersuchung des Expressionsverhaltens der beiden Mauslinien TO1 und T09 mittels
IMmMmunhistochemie (THC)........coiieiieie ettt et e s e st e e b e enseensesnnesnnesneenns 62
3.1.2. Charakterisierung der beiden MauSInIeN ...........cccveriiriieiiieie ettt ee e eeee e 67
3.1.2.1. Verhaltensstudien mittels Rota-Rod und beam-walking Test.........ccccvevievinoiiiiiiieeceeeee, 67
3.1.2.2. Auswertung des Expressionsverhalten der beiden transgenen Mauslinien.............ccoccovevereenreeene 69

-1 -



Inhaltsverzeichnis

3.1.2.3. Verifizierung der gewonnen Microarray-DNA-Chip Daten.........ccccocceeiieiinienienieneeceeee 76
3.1.2.4. Quantifizierung von Neurotransmittern und ihren Stoffwechselprodukten...........cc.cocecneninnne. 78
3.2. Auffinden von neuen Interaktionspartner von Synphilin-1 79
3.2, 1. ALLGEIMEINES.....c.eitieieuieieeteie ettt ettt s ekttt et e st e st e st et et e s eeebeebeeseeseeneemseeseebeeseeseebeeneeneeneenseneseeerene 79
3.2.2. Hefe zZWei-HyDridSCIEENING. ... ....ccveriierieiieieciecieeie e ste ettt eteeve et e st e steesbeesseessesssesseesseessesssesssessnenns 80
3.2.2.1. Synphilin-1-Konstrukt A (Aminoséure 1-348 und 557-920).......c.ccccevierierircieiiereee e 80
3.2.2.2. Synphilin-1-Konstrukt B (Aminosaure 177-348 und 557-920) ......cccccvevierierieecieiiereeneeie e 81
3.2.3. Charakterisierung der Interaktion zwischen Duo und Synphilin-1............ccoeoeiiiniiiinieienieeecee 81
3.2.3.1. Eingrenzung des Interaktionsbereiches von Synphilin-1:.......c..ccccoceeviiiiiiiininininnineincncnenee 81
3.2.3.2. Quantifizierung der INtEraktion ...........cccereueriierierieeiee e eiese ettt e e e etesaesreesneesseensesnnesneenns 82
3.2.3.3. Eingrenzung des Interaktionsbereiches von Duo/HAPIP bzw. Kalirin-7:.........cccoccevveniiniennnnnne 83
3.2.4. Untersuchung der Interaktion von Synphilin-1 mit Interaktionspartnern von Duo...........cccoceveerieen. 85
3.2.4.1. Allgemeines zur Pathogenese des Morbus HUntin@ton .............cccoeceeenienieniniene e 85
3.2.4.2. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit PSDO95 ..o 86
3.2.4.3. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit NMDARIA/2B .....cccccooiiiiiiiiiiiceieeee 87
3.2.4.4. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit IP3R ... 88

3.3. Mutationsscreening des Gens von Seven in absentia homolog-1 (SIAH-1) bei Parkinsonpatienten .... 89

3301, ALLZOIMCINES. ... eeuveeerieeieeiieiteeste et et etteettesteeteesseessesseesseesseesseesseasseassesssasseessaessaessesssessaensesnsesssesssesseensennns 89
3.3.2. Untersuchtes PatientenkollEKtIV ......cc.coiririiiiiiiiiiienesen ettt s &9
3.3.3. AHPLC-IMESSUNG.....ccuvieieeiieeiieriieit et et eeteettesteeseessesssessaesseesseenseansesneesseesseanseenseassesssesseeseenseensesnsesnnenn 90
3.3.4. Bestimmung des BasenaustauSCRES. ........ccuevuieriieiiieieiie ittt et e sttt ssaeseaesseenseenseeeesnnesnnenes 90
4. DISKUSSION ...... .o s s s mma s s e e e nmmm s 92
4.1. Diskussion der Ergebnisse der transgenen Mause 92
4.1.1. VerhaltenSSTUAIETI ..ottt ettt ettt e e bbbt se et e e et e sbesbeebeenean 92
4.1.2. EXPIESSIONSSTUGICI ....cuvieuvieeiieiieeiieitieiteesteeteetesetesteesteesseesseessaessesseesseessaessesssesssesseesseessesssesssesseensessenssens 94
4.1.3. Stoffwechselprodukte von Dopamin bZw. SErOtONIN ..........ccuevvuerieriierieeiieiie et eie e eee e e e eneeas 96
4.2. Diskussion der Hefe 2-Hybrid Ergebnisse 97
4.2.1. Interaktion mit DUO bzw. HAPIP ......ccooiiiiiiiiiieeee ettt 97
4.2.2. Interaktion mit dem Inositol-3-PhosphatreZeptor............ccoeiiiierieiieieee et 98
4.3. Diskussion des Mutations-Screening von SIAH-1 99
5. ZUSAMMENFASSUNG ... s s s s s e s nnmnnas 100
6. LITERATURLISTE ... s 101
7. LEBENSLAUF ... s nmm s e e e nnmmnnas 121

- 1il -



-iv -



Danksagung

Danksagung

,»Humor und Geduld sind Kamele, mit denen wir durch jede Wiiste kommen.*

(Phil Bosmans, belgischer Theologe u. Schriftsteller)

... ich bedanke mich be all den Menschen, ...

# die mir halfen sowohl meine Geduld als auch meinen Humor nicht zu verlieren

und die Geduld mit mir hatten und diese nie verloren;

» die zum Gelingen der Dissertation beigetragen haben, sei es mit Threm Wissen, sei
es durch durch interessante Denkanstof3e, sei es mit Threr Hilfsbereitschaft, sei es
bei der Durchfiihrung von Experimenten, sei es durch Tipps und Tricks, sei es
durch Thre ermutigende Worte und auch Taten, sei es auch durch finanzielle Unter-

stlitzung;

» die mich wihrend der Zeit der Promotion begleitet haben und die fiir mich da wa-

ren, wann immer ich sie brauchte;

» die neue Freunde wurden oder alte blieben — auch wenn ich den Kontakt nicht so

regelméBig belebte wie es notigt wire bzw. wie ich es wollte;
» die mir Auswege aus schier ausweglosen Situationen aufzeigten.
Ein herzliches Dankeschon an Euch allen!

jetzt Euer

dr. rer. nat. thomas franck




- Vi -



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

(v/v) volume per volume

(W/v) weight per volume

v mikro- (Faktor: 10°)

AADC L-Aminosduredecarboxylase

Abb. Abbildung

AD Aktivierungsdomine

ad autosomal dominant

ADP Adenosindiphosphat

AK Alzheimer’sche Krankheit

Amp. Ampicillin

ar autosomal rezessiv

AR-JP autosomal rezessives juveniles Parkinsonsyndrom
AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

cDNA kodierende bzw. komplementire DNA
CEPH Centre d’Etudes Polymorphisme Humain
CH Schweiz

Cp crossingpoint

Cyt-c Cytochrom ¢

Da Dalton

DA Dopamin

DAT Dopamintransporter

DBD DNA-Bindungsdoméne

dHPLC denaturierende High Pressure Liquid Chromatography
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DK Déanemark

DOPAC Dihydroxyphenylsédure

dt. deutsch

DUB De-Ubiqutinierungsenzyme

EDTA Ethylendiamintetraacetat

- Vil -



ELISA

g
GE

gr.
HEK
IAP

IBR Domaéne

IHC
IPS

Jhdt. n. Chr.
Jhdt. v. Chr.

k
Kan.

LB
L-DOPA
LK

LRR

MAO-B
Min.
MP
MPDP"
MPP"
MPTP
mRNA
MS

NL
OD
OoT
PCR
PET

enzyme-linked immunosorbent assay
Gramm

Gelelektrophorese

griechisch

human embryonic kidneycells
inhibitor of apoptosis
In-between-RING-finger Doméne
Immunohistochemie
Idiopatisches Parkinson-Syndrom
Jahrhundert nach Christus
Jahrhundert vor Christus

kilo- (Faktor: 10°)

Kanamycin

Liter

luria bertani
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
Lewy Korperchen

leucine-rich repeat

Meter

Molar [™Y1]

Monoaminooxidase B

Minute

Morbus Parkinson
I-methyl-4-phenyl-1,2-dihydropyriniumion
1-methyl-4-phenyl-pyriniumion
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyrin
messenger bzw. Boten-RNA
Massenspektroskopie

nano- (Faktor: 10™)

Niederlande

optische Dichte

Objekttrager

polymerase chain reaction (Polymerasenketten Reaktion)

Positionenemmissionstomographie

- viil -



Abkiirzungsverzeichnis

PFA
PK

para-Formaldehyd
Parkinson’sche Krankheit

RING finger Doméne Really Interesting New Gene finger Domine

RING
ROS
RT

RT

S

SC
SDS-PAGE
Sek.
SELDI
SNpc
Ta
TEAA
telong.
TF

TH

u. a.
UAS
Ub
Ubl Doméne
UCH
UpM
UPS
USA
uv

v

v
VMAT-2
WB
Y2H

z. B.
ZNS

really interesting new gene

reaktive Sauerstoffspezies

Raumtemperatur

reverse Transkriptase

Schweden

synthetic complete

Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
Sekunde

surface enhanced laser desorption iniosation
Substantia Nigra pars compacta
Anlagerungstemperatur
Triethylammionium-Anion

Elongationszeit

Transkriptionsfaktor

Tyrosinhydroxylase

unter anderem

upstream activating sequence

Ubiquitin

Ubiquitin like Doméne

Ubiquitin Carboxy-Terminalen Hydroxylase
Umdrehungen pro Minute
Ubiquitin-Proteasom-System

Vereinigte Staaten von Amerika

ultraviolett

Volt

Volumen

Monoamin-Transporter-2

Western-Blot

Hefe 2-Hybrid oder Yeast 2-hybrid

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

-iX -



Abkiirzungen fiir Nukleoside bzw. Nukleotide

A Adenin bzw. Adenosin
C Cytosin bzw. Cytidin

G Guanin bzw. Guanosin
T Thymin bzw. Thymidin

Fiir Aminosduren wurde der Ein- oder Dreibuchstaben-Code entsprechend den Vorschligen

der [UPAC-IUB-Kommission fiir biologische Nomenklatur (1984) verwendet.




1. Einleitung

1. Einleitung
1.1. Allgemeines zur Parkinson’schen Krankheit

1.1.1. Klinik

Die schon in der Antike beispielsweise von Erasistros im 3. Jhdt. v. Chr. oder von Galen von
Pergamon im 2. Jhdt. n. Chr. erwéhnte Krankheit wurde erstmals 1817 vom englischem Arzt
und Apotheker James Parkinson (1755-1824) in der Monographie ,,An Essay on the Shaking
Palsy“ ausfiihrlich beschrieben. Die anschlieBend nach ihm benannte Parkinson’sche Krank-
heit (PK), die auch als Morbus Parkinson oder idiopatisches Parkinson-Syndrom (IPS) be-
zeichnet wird, ist nach der Alzheimer Krankheit (AK) die zweithdufigste neurodegenerative
Krankheit. Die Privalenz der PK ist altersabhidngig und steigt von 1,4% bei 55-Jdhrigen bis
auf 3,4% bei den liber 75-Jdhrigen. Frauen sind von dieser Krankheit etwas hiufiger betroffen
als Méanner. Dies wird darauf zurlickgefiihrt, dass unter anderem der Einfluss von Sexualhor-
monen bei élteren Frauen fehlt und damit deren neuroprotektive Wirkung und deren giinstige
Einfliisse auf die kognitive Funktion (Sherwin, 2003).

Drei Kardinalsymptome charakterisieren die PK klinisch: ein fakultativer (Ruhe-)Tremor
(Abb. 1.1.B), eine akinetisch-rigide Bewegungsstorung, sowie ein reduzierter Stellreflexe
(posturale Instabilitdt) (Abb. 1.1.A). Das bekannteste Symptom der PK ist das Ruhezittern,
welches jedoch nicht jeden Krankheitsverlauf begleitet. Es betrifft meistens eine Seite stirker

als die andere und die Arme starker als die Beine.

Gesichisstarre

/! Kopt und Rurngpt

Winkealsialiung e
worniiber gebeugl

des Arme

Abb. 1.1.: A: Typische Haltung und Beschwerden bei Parkinson (aus onmeda.de). B: Stroboskophafte Aufnah-
me des Tremors eines Parkinson-Patienten (Photo aus www.kompetenznetz-parkinson.de).




Aufgrund des Tremors wurde die Krankheit von James Parkinson als Schiittellihmung be-
zeichnet. Der Begriff Lidhmung ist jedoch aus heutiger Sicht irrefiihrend, da es sich um eine
Steitheit der Muskeln (Rigor) handelt; die Kraft bleibt erhalten, nur die Bewegung der Gelen-
ke ist nicht mehr so flexibel und es tritt ein erhdhter Widerstand auf. Die reduzierten Stellre-
flexe filhren dazu, dass je nach Ausprigung Patienten zu Gangunsicherheit und zu erhohter
Sturzanfilligkeit neigen. Auflerdem werden im Krankheitsverlauf typische kognitive, psychi-

sche und autonome Veridnderungen beobachtet.

1.1.2. Neuropathologie

Die Ursache in den Storungen der Motorik liegt im Absterben der dopaminergen Neurone in
der Substantia nigra pars compacta (SNpc) im Mittelhirn. Die Region SNpc erhielt ihren
Namen, da sie dunkel bzw. schwarz geféarbt wird (niger — lat.: dunkel, schwarz). Diese Dun-
kelfarbung ist auf ein durch Autooxidation von Dopamin entstehendes Stoffwechselprodukt

(Neuro-)Melanin (melanos — gr.: schwarz) zuriickzufiihren.

A. Mormal | B. Parkinson’s
' Disease

Caudate

Pl_.llamen

+———  Nigrostriatal ——= +}

pathway

Abb. 1.2.: Schematische Darstellung der Neuropathologie der PK. A zeigt die normale nigrostriatale Verkniip-
fung (rot), der das in der SNpc (dunkel angefarbt) gebildete Dopamin in das Striatum (spezifischer: Caudatem
und Putamen) {iber Basalganglien ausschiittet. (Dargestellt durch die dicken, rote Linien). Das Fehlen dopamin-
erger Neuronen in der SNpc bei Parkinsonpatienten (B) flihrt zu einer verminderten DA-Bildung und Ausschiit-
tung (diinne bzw. gestrichelte rote Linie). Die verminderte DA-Menge im Striatum ist fiir die beschriebenen
Parkinsonsymptome verantwortlich. In den Fotos ist zusétzlich die Depigmentierung der SNpc im Vergleich zu
gesundem Gewebe gut ersichtlich (siehe Pfeile) (Dauer and Przedborski, 2003).

Das Absterben der Zellen fiihrt dazu, dass Dopamin (DA) nicht mehr iiber die Basalganglien
in das Striatum ausgeschiittet werden kann (sieche Abb. 1.2.). Das Gleichgewicht zwischen

den Neurotransmittern Acetylcholin und Glutamat im Striatum und dem freigesetztem DA ist

-2



1. Einleitung

Vorraussetzung fiir eine koordinierte Willkiirmotorik und verhindert die beschriebenen Sym-
ptome. In gesunden Gehirnen sterben von der 5. bis zur 9. Lebensdekade zwischen 4,7% —
6% dieser dopaminergen Zellen je Jahrzehnt (Gibb et al., 1991), was nicht fiir die Entstehung
der PK ausreicht. Das Absterben von mehr als 50% der dopaminergen Neuronen in der SNpc
fiihrt zu einem mehr als 80%igem Verlust des DA-Spiegels im Striatum. Dies wiederum ver-
ursacht die typischen Symptome der PK (Deumens et al., 2002). Nach Braak ist das Abster-
ben der dopaminergen Neuronen nur der Beginn der 4. Stufe eines sechsstufigen Voranschrei-
tens (siche Abb. 1.3.) der Gehirnpathologie des idiopathischen Parkinson Syndroms (Braak et
al., 2003). Er stellt die Hypothese auf, dass die Parkinson’sche Krankheit durch ein neurotro-
pes Pathogen, das von auflen in das ZNS eintritt, verursacht werden konnte.

presymptomatic symptomatic neocortex
phase phase sec:+prim.

neocortex
association

meso-
cortex

r.-!-e_-.!( -

substantia
nigra

locus
coeruleus

dorsal IX/X
nucleus

Abb. 1.3.: Schematische Darstellung der sechs verschiedenen Stadien der Neuropathologie der idiopathischen
Variante der Parkinson’schen Krankheit nach Heiko Braak. Sie beginnt mit ersten Lésionen im Olfaktorischen
Bulbus und breitet sich dann iiber das gesamte Gehirn aus. Je betroffener der entsprechende Bereich ist, desto
dunkelroter ist dieser in der Skizze markiert (Braak et al., 2003).

Der von ihm vorgestellte Mechanismus erklart die sequentielle Art und Weise, in dem unter-
schiedliche Gehirnbereiche von der idiopathischen Parkinsonerkrankung vereinnahmt werden.
Ein weiteres Hauptmerkmal der PK sind die von Frederich H. Lewy 1912 erstmals beschrie-
benen 5-25 pm groBen, hyalinen Proteinaggregate im Zytoplasma von iiberlebenden Neuro-
nen (Lewy,F.H. 1912), die in Parkinsongehirnen hauptsidchlich in der SNpc und im Locus
coeruleus nachgewiesen werden (Gibb and Poewe, 1986;Pollanen et al., 1993). Diese nach

threm Entdecker bezeichneten Lewy Korperchen (LK) sind zusammen mit dem Verlust der
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dopaminergen Neuronen in der SNpc ein typisches, pathologisches Kennzeichen der Krank-

heit, wobei neuere Studien Formen des Parkinson vorstellen, die keine LK aufweisen

(Dawson and Dawson, 2003).

Abb. 1.4.: Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines pigmentierten Neurons
mit drei Lewy Korpern (siehe Pfeile). Die
LK besitzen einen dunklen, eosinophilen
Kern mit einem hellen, strahlenférmigen
Randbereich (genannt: halo)

(Takahashi and Wakabayashi, 2001).

Zur Unterdriickung der Symptome wird der Vorldufer von DA, L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
(L-DOPA), welcher im Gegensatz zu DA die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden kann, verab-
reicht. Aus L-DOPA wird durch Decarboxylierung mittels der unspezifischen aromatischen
L-Aminosduredecarboxylase (AADC) DA hergestellt.

Diese Form der Therapie schiitzt weder vor weiterem Absterben der Neurone noch einer Re-
generation dieses Hirnareals. Aulerdem muss mit anhaltender Therapie die L-DOPA-Dosis
erhoht werden. Die Ursache fiir das Absterben der Zellen und das Fortschreiten der Krankheit
ist bis heute noch nicht geklirt. Jedoch kénnen nur Antworten auf diese Frage zu neuropro-

tektiven Medikamenten fiihren.

1.2. Umwelteinfliisse

In friihen Untersuchungen wurden Umwelteinfliisse auf die Atiologie der PK hin untersucht.
Ein Hinweis auf eine Verbindung der Umgebung mit einer Krankheit kann aus der Erkran-
kungsrate von Immigranten gewonnen werden. So ist zum Beispiel die Priavalenz der PK in
Nigeria um einiges geringer als unter Afroamerikanern in den USA, obwohl beide Gruppen
genetisch betrachtet sehr homolog sind (Schoenberg et al., 1988). Gleichzeitig liegt eine dhn-
liche Privalenz in den Vereinigten Staaten von Amerika zwischen weiflen und Afroamerika-
nern vor (Schoenberg et al., 1985). Des Weiteren hat sich herauskristallisiert, dass Industrie-
nationen die hochsten Privalenzen dieser Krankheit innehaben. Tanner und seine Kollegen

fiihrt dies auf industrielle Umweltgifte zuriick (Tanner, 1989).
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Tyrosine
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hydraxylase
Dihydrobiopierin
+ Hgl
HO
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Abb. 1.5.: Bildung von Dopamin (DA) aus der Aminosdure  meid decarboxylase 00y
Tyrosin. Dabei wird Tyrosin im ersten Schritt durch die HO F
Tyrosinhydroxylase (TH) in L-DOPA verstoffwechselt.

AnschlieBend  decarboxyliert die  L-Aminosiurede-

carboxylase (AADC) L-DOPA zu DA. Da Dopamin die HO CHy— CHy—NHj
Bluthirnschranke nicht iiberwindet, wird Parkinson-Patienten
L-DOPA verabreicht. Dopamine

Die Beobachtung bei Drogenabhingigen, dass das Toxin 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin (MPTP) schwere Parkinson-dhnliche Symptome hervorruft, hat diese The-
se untermauert und einen ersten Einblick in das Absterben der nigralen Neurone erlaubt. Das
lipophile MPTP kann die Blut-Hirn-Schranke passieren (Markey et al., 1984). Im Zentralen
Nervensystem (ZNS) wird MPTP zunichst in Gliazellen und serotonergen Neuronen durch
die Monoaminooxidase B (MAO-B) zum 1-Methyl-4-Phenyl-1,2-Dihydropyridiniumion
(MPDP") oxidiert, welches wahrscheinlich spontan weiter zum toxischen Agens 1-Methyl-4-
Phenyl-Pyridiniumion (MPP") oxidiert. Uber einen derzeit noch unbekannten Mechanismus
wird MPP" in den Extrazelluldrraum freigesetzt und anschlieBend iiber den Dopamin-
Transporter (DAT) in dopaminerge Neurone aufgenommen (Chiba et al., 1985;Javitch et al.,
1985), wo es mit zytosolischen Enzymen interagieren kann (Klaidman et al., 1993). Des Wei-
teren reichert es sich in Mitochondrien an (Ramsay et al., 1986) und wird tiber den vesikulé-
ren Monoamin-Transporter-2 (VMAT2) in synaptische Vesikel aufgenommen (Liu et al.,
1992). Wihrend die Aufnahme in Vesikel protektiv zu sein scheint, hemmt MPP" in den Mi-
tochondrien den Komplex I (NADH-Dehydrogenase) der Atmungskette (Nicklas et al., 1985).
Einerseits fiihrt diese Hemmung zu einem Mangel an Energie in Form von Adeno-

sintriphosphat (ATP) (Chan et al., 1991), andererseits zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-




spezies (ROS), die zu oxidativem Stress fithren (Hasegawa et al., 1990;Hasegawa et al.,
1997). Beide Wege sind Erklirungen fiir die neurotoxische Wirkung von MPP".

Interessanterweise fordert eine landliche Umgebung die Entwicklung der PK, was an in der
Landwirtschaft verwendeten Herbiziden bzw. Insektiziden liegen konnte. So besitzt das Her-
bizid Paraquat eine dhnliche Struktur wie MPP" (sieche Abb. 1.6.). Das Insektizid Rotenon

hemmt analog zu MPP" den Komplex I der Atmungskette in den Mitochondrien.

mpp Paraquat
Abb. 1.6.: Vergleich der Struktur des Herbizids Paraquat mit MPP".

In weiteren empirischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Genuss von Brun-
nenwasser (Nitrate), die Belastung mit Schwermetallen, Zyaniden, organischen Losungsmit-
tel, Kohlenstoffmonoxid und Kohlenstoffdisulfid das Risiko an Parkinson zu erkranken, er-
hoht (Tanner and Langston, 1990).

Auch die Lebensgewohnheiten verdndern die Privalenz. Sowohl der Genuss von Zigaretten
(Morens et al., 1995), als auch der Konsum von Kaffee (Ross et al., 2000) wirkt sich hem-

mend auf die Entwicklung der PK aus.

1.3. Oxidativer Stress

Als weitere Ursache der PK wird oxidativer Stress innerhalb der Neuronen der SNpc disku-
tiert. Carbonylmodifikationen, die Hinweise auf Proteinoxidationen darstellen, sind in der
SNpc im Vergleich zu Basalganglien von gesunden Individuen verdoppelt (Floor and Wetzel,
1998). Die Ursache dieser Oxidation liegt wahrscheinlich im Metabolismus von Dopamin
selbst. DA wird durch die MAO-B zu Dihydroxyphenylsdure (DOPAC) und Wasserstoffper-
oxyd (H»0,) verstoffwechselt (Maker et al., 1981;Gesi et al., 2001). Des Weiteren entstehen
durch zytosolische Autooxidation aus DA Dopamin-Quinone, H,O, und reaktiver Sauerstoff
(0,") (Graham et al., 1978;Sulzer and Zecca, 2000). Die Bildung von Dopamin-Quinone hat
weitreichenden Einfluss auf die Hauptaufgabe der dopaminergen Neuronen. Es inhibiert Glu-
tamat- und Dopamintransporter in den Synaptosomen (Berman and Hastings, 1997) und die
Tyrosin-Hydroxylase (TH) (Kuhn et al., 1999), die Tyrosin in L-DOPA umwandelt. Auf3er-
dem fOrdert es die Abnahme der Protonenmenge innerhalb der Mitochondrien, die sich in
einer Entkoppelung der ATP-Produktion aus der Atmungskette manifestiert (Berman et al.,

1997;Khan et al., 2001). Das bei der (Auto-)Oxidation von DA gebildete H,O, kann bei der
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Fenton-Reaktion in Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen (Fe’") in Hydroxylradikale
(HO") umgewandelt werden. HO® ist eine hdchst reaktive Substanz und kann nahezu mit je-
dem zelluldren Makromolekiil reagieren. Ein Hinweis darauf, dass die eisenvermittelte Fen-

ton-Reaktion eine Rolle bei der Entstehung der PK spielen konnte, ist die Entdeckung, dass

H,0+0, H,O0, + NH,
HD
D S0 — "1
Dopamine DOPALD DOPAC
>
=
e Q/\/
o
X,
a
-
gL ° /
0 COOR
02 7 H 202 2 S I
Dopamine quinone o4 -cystemy d opBrmine
derivatives

Neuromelanin

Abb. 1.7.: Bildung von H,0, durch Autooxidation oder mittels einer Monoaminooxidase (MAO). Dies kann
mittels der Fenton-Reaktion in Anwesenheit von Fe*"-Ionen zu reaktivem Sauerstoff fiihren. AuBerdem kénnen
auch direkt Sauerstoffradikale gebildet werden. Das dabei gebildete Neuromelanin féarbt die SNpc schwarz (Hald
and Lotharius, 2005).

nicht nur der Eisenspiegel in der SNpc hoher ist als im {librigen Gehirn (Gerlach et al., 1994),
sondern auch eine Erhohung um etwa 35% von an Parkinson Erkrankten im Vergleich zu ge-

sunden Kontrollpersonen nachgewiesen wurde (Sofic et al., 1988;Dexter et al., 1989).

1.4. Genetische Faktoren

Erste Studien weisen nur geringe Konkordanzraten bei monozygoten Zwillingen auf, die sich
nur unwesentlich von denen bei dizygoten unterscheiden (Duvoisin, 1977;Ward et al.,
1983;Marttila et al., 1988). Spitere Untersuchungen wihlten einen lingeren Beobachtungs-
zeitraum, um dem spét-manifestierenden Charakter der PK Rechnung zu tragen. Aulerdem
konnte Burn und seine Mitarbeiter 1992 durch Verwendung modernerer Methoden
(1SFluorodopa—Positionenemmissionstomographie (PET)) eine wesentliche hohere Konkor-
danzrate (45 % bei monozygoten Zwillingen) ermitteln (Burn et al., 1992). Dies bestérkte eine

genetische Komponente in der Pathogenese dieser Krankheit.




Tabelle 1.1.: Gene und Loci bei familidrem Parkinson

Lokus Gen Genloci | Erbgang | Referenz

PARKI o-Synuklein 421 AD (Polymeropoulos et al., 1997;Kriiger et al.,
1998)

PARK?2 Parkin 6qz:57'2- AR (Kitada et al., 1998)
PARK3 Unbekannt 2pl3 AD (Gasser et al., 1998)
PARK4 wsynukle:;;mp fikad- 4q21-23 | AD | (Singleton et al., 2003)
PARKS UCH-L1 4pl4 AD (Leroy et al., 1998a)
PARKG6 PINK1 1p35-36 AR (Valente et al., 2004)
PARK7 DJ-1 1p36 AR (Bonifati et al., 2003)
PARKS LRRK2 12q12 AD (Funayama et al., 2002)
PARK9 ATP13A2 1p36 AR (Ramirez et al., 2006)
PARKI10 unbekannt 1p32 AD (Hicks et al., 2002)
PARKI11 unbekannt 2q36-37 AD (Pankratz et al., 2003b)
PARKI12 unbekannt Xqg21-g25 AR (Pankratz et al., 2003a)
PARK13 HtrA2/Omi 2pl2 AD (Strauss et al., 2005)

AD — autosomal dominant; AR — autosomal rezessiv

In genetischen Untersuchungen innerhalb Familien, in denen die PK autosomal dominant
bzw. rezessiv vererbt wird, konnten bis jetzt 11 Genloci (siehe Tabelle 1.1.) identifiziert wer-
den, die eine kausale Rolle in der Pathogenese spielen. Die dabei gefundenen Gene bzw.
translatierte Proteine ermdglichen es, Stoffwechselwege aufzuzeigen, die unter bestimmten
Bedingungen (z.B. Verlust der Aktivitdt eines Enzyms) zur Pathogenese von Parkinson fiih-
ren.

Mit Hilfe der auf diese Weise gefundenen Gene ist es moglich, ein Verstidndnis der molekula-
ren Vorgénge fiir die Pathogenese der PK zu entwickeln. So fiihren Mutationen in den Genen
einerseits direkt zum Absterben der dopaminergen Neuronen, andererseits kann die protektive

Funktion der entsprechenden Genprodukte nicht mehr wahrgenommen werden.

1.4.1. PARK1 und PARK4 - a-Synuklein

Alpha-Synuklein ist das erste Protein, welches als Ausloser fiir eine vererbbare Form von PK
entdeckt wurde (Polymeropoulos et al., 1997;Kriiger et al., 1998). Das Protein gehort einer
Proteinfamilie an, von der bisher drei Mitglieder bekannt sind: a-, B- und y-Synuklein (Kahle

et al., 2002). Humanes a-Synuklein wurde erstmals als Vorlduferpeptid (NACP) in amyloiden
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Plaques bei der Alzheimer’scher Krankheit identifiziert (Ueda et al., 1993). Das Protein ist
durch unvollstindige Wiederholungen der Aminosduren KTKEGV am N-Terminus, einem
hydrophoben mittleren Teil (NAC) und einem sauren Carboxy-Terminus charakterisiert
(Eliezer et al., 2001). Alle bisher gefundenen Mutationen befinden sich in dem carboxy-
terminalem Bereich des Proteins, welches die kurzen Repeats enthilt. Alpha-Synuklein weist
eine hohe Plastizitédt der Tertidrstruktur auf, so dass je nach Umfeld verschiedene Konforma-
tionen eingegangen werden konnen (Uversky, 2003). Es wurden u. a. sowohl alpha-helikale
als auch beta-Faltblatt-Strukturen, die als Monomer oder als Oligomer vorliegen, nachgewie-
sen. Auch die Form der gebildeten Aggregate ist sehr unterschiedlich (Uversky, 2003). Inte-
ressanterweise konnen verschiedene Pestizide wie z. B. Rotenon und Paraquat eine Konfor-
mationsédnderung induzieren und so die Bildung von Fibrillen — ldngliche Proteinaggregate —
beschleunigen (Uversky et al., 2001). Das Protein wird in hohen Konzentrationen innerhalb
des Gehirns exprimiert, und kann innerhalb der SNpc, in den Somata und in den Nervenendi-
gungen nachgewiesen werden (Li et al., 2002; Andringa et al., 2003). Die Funktion von nicht-
mutiertem o-Synuklein ist bisher noch nicht vollstindig verstanden. Aus unterschiedlichen
Untersuchungen wird geschlossen, dass a-Synuklein eine Rolle in der Regulierung von sy-
naptischen Vesikeln spielt. Dafiir spricht die Lokalisation des Proteins an synaptischen Vesi-
keln (Li et al., 2002). AuBBerdem reduziert a-Synuklein in Zellkultur die Aktivitét einer extra-
zelluldren Proteinkinase (ERK) (Hashimoto et al., 2003). ERK ist zustindig fiir das Uberleben
(Subramaniam et al., 2003) und das Wachstum von Neuronen, sowie fiir die Ausbildung und
die Plastizitdt von Synapsen (Impey et al., 1999). Einen weiteren Hinweis dafiir liefert die
Beteiligung von a-Synuklein am axonalen Transport (Mizuno et al., 2001). Alpha-Synuklein
knock-out Mause weisen synaptische Defizite auf: im Striatum wird in diesen Mausen kein
Dopamin mehr freigesetzt (Abeliovich et al., 2000). Dies steht mit der Beobachtung in Zell-
kulturexperiment im Einklang, dass Uberexpression von a-Synuklein die TH-Aktivitit redu-
ziert und demzufolge die DA-synthese verringert (Perez et al., 2002). Diese Forschungser-
gebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass a-Synuklein ein aktivitdtsabhingiger Negativregu-
lator der DA Neurotransmission ist.

Interessanterweise konnte nicht nur bei Mutationstrégern, sondern auch bei sporadischen Par-
kinson-Patienten a-Synuklein als Bestandteil von LK nachgewiesen werden (Takahashi et al.,
2001). Eine Hypothese zur Entstehung der LK aus monomerem a-Synuklein ist in Abb. 1.8.B.
dargestellt. Ein weiterer Beweis fiir die Beteiligung an der PK gelang in drei Mutationsstudien
an unterschiedlichen Familien. Dabei wurden drei verschiedene Mutationen gefunden (siche

Abb. 1.8.A): Ala53Thr (Polymeropoulos et al., 1997), Ala30Pro (Kriiger et al., 1998) und
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Glu46Lys (Zarranz et al., 2004). AuBBerdem konnte in einer weiteren Familie eine Triplikation
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Abb. 1.8.: A: Schematische Darstellung von a-Synuklein. Die sechs Aminosdurewiederholungen KTKEGV
(Repeat 1-6) sind eingezeichnet, in denen sich die bisher drei nachgewiesenen Mutationen aufgefunden wurden.
B: vermutete Entstehung der LK aus monomerem o-Synuklein, die durch Uberexpression oder Mutationen zur
Protofibrillen aggregieren, die sich zu gréBeren Fibrillen zusammenfiigen und die fiir Parkinson typischen LK
bilden (modifiziert nach (Giasson and Lee, 2001).

des o-Synukleingens nachgewiesen werden (Singleton et al., 2003), die zu einer erhéhten

Expressionsrate flihrt (Farrer et al., 2004;Miller et al., 2004).

1.4.2. PARK2 - Parkin

Bei den ersten aufgefundenen Parkin-Mutationen handelte es sich um grofle homozygote De-
letionen (Kitada et al., 1998). In weiteren Studien konnten auch Multiplikationen, kleinere
Deletionen bzw. Insertionen und Missense-Mutationen aufgefunden werden (West and
Maidment, 2004). Mutationen im Parkin-Gen sind mit autosomal rezessiver PK assoziiert,
deren Krankheitssymptome im Allgemeinen vor dem 45. Lebensjahr auftreten; sie wird des-
halb als autosomal rezessives juveniles Parkinsonsyndrom (AR-JP) bezeichnet. Mutationen in
Parkin konnen sogar als Hauptursache fiir das Entstehen von AR-JP verantwortlich gemacht
werden, da in fast 50% der familidren und 20% der sporadischen frithen Form von Parkinson
Mutationen aufgefunden werden konnten (Liicking et al., 2000). Die Neuropathologie, die
durch die unterschiedlichen Mutationen hervorgerufen werden, unterscheidet sich von einan-
der. So wird nur von zwei Fillen berichtet, in denen ein Mutationstrdger LK besitzt (Farrer et

al., 2001;Klein et al., 2005). Dies wirft die Frage auf, ob AR-JP eine andere Pathogenese
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Abb. 1.9.: Das Ubiqutin-Proteasom-System (UPS): Ub wird mittels E1-Enzymen aktiviert und auf E2-Enzyme
ibertragen. Das aktivierte Ub kann so auf die zwei unterschiedlichen E3-Ligasefamilien iibertragen. Parkin ge-
hort zur RING-finger E3 Enzymen (linker pathway), das Substrate polyubiquitiniert und sie so fiir die Degenera-
tion liber das Proteasom markiert. Weitere Enzyme (z. B. UCH-L1) spalten PolyUb-Ketten, so dass diese wieder
fiir den ersten Schritt zur Verfligung stehen (Ciechanover, 2001).
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innehat als die idiopathische PK oder ob die Expression von nicht-mutiertem Parkin Vorraus-
setzung fiir die Bildung von LK darstellt (Chung et al., 2001).

Das Parkin-Gen wurde auf Chromosom 6q25.2-q27 kartiert und iiberspannt mit seinen 12
Exonen insgesamt 1,5 Millionen Basenpaare (Kitada et al., 1998). Das translatierte Protein
besitzt eine Ubiquitin-like (Ubl) Doméne am Amino-Terminus. Am Carboxy-Terminus befin-
den sich zwei Really Interesting New Gene (RING) finger Doménen vom Typ CsHCy4, die von
einer In-between-RING-finger Doméne (IBR) getrennt wird.

Wie viele weitere RING finger Proteine gehdrt auch Parkin zu den E3 Ligasen (Shimura et al.,
2000;Zhang et al., 2000). E3 Ligasen sind Teil des Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), wel-
ches mit Ubiquitin (Ub) markierte Proteine iiber das Proteasom abbaut. Fiir die Markierungen
werden aufler den E3-Ligasen auch Ub-aktivierende E1- und Ub-konjugierende E2-Enzyme
benotigt (Pickart, 2001). Die zwei RING-finger Doménen fiihren zu einer sterischen Annihe-
rung eines E2-Enzyms (UbcH7 oder UbcH8) und des abzubauenden Zielproteins. Die ver-
schiedenen Mutationen im Parkin-Gen storen einerseits die Interaktion der E3-Ligase mit den
Ub-konjugierenden E2-Enzymen, aber vor allem die Erkennung von Zielproteinen. Es wurden
bisher einige Interaktionspartner wie z. B. cell division control related protein 1 (CDCrel-1)
(Zhang et al., 2000), Synphilin-1 (Chung et al., 2001), Parkin-assoziiertes endothelien recep-
tor-like Rezeptor (PaelR) (Imai et al., 2001), Synaptotagmin XI (Huynh et al., 2003), die
durch Mutationen in Parkin verhindert oder zumindest abgeschwicht werden, nachgewiesen.
Ein erhohter Spiegel des an synaptischen Vesikeln assoziierten Proteins CDCrel-1 kann die
Freigabe von Dopamin verhindern (Zhang et al., 2000). Auch Synphilin-1 ist mit synapti-
schen Vesikeln assoziiert (Ribeiro et al., 2002). Die gesamte Synaptotagmin-Familie ist wich-
tig fir die Bildung und auch das Andocken von Vesikeln. AuBerdem wurde Synaptotagmin
XI im Kern von LK nachgewiesen (Huynh et al., 2003). Ein weiteres Substrat von Parkin ist
der PaelR-Rezeptor, der bei Uberexpression eine unlosliche und ungefaltete Form bildet, die
den Zelltod induziert (Imai et al., 2001).

Neben dem indirekten Einfluss von mutiertem Parkin, indem es missgefaltete Proteine nicht
mehr erkennt und deshalb nicht dem UPS zufiihren kann, scheint die S-Nitrosylierung von
Parkin wichtig zu sein. Dies wurde in der sporadischen, hdufiger auftretenden Form der PK

nachgewiesen (Chung et al., 2004;Yao et al., 2004).

1.4.3. PARKS — UCH-L1

In der Ubiquitin Carboxy-Terminalen Hydroxylase L1 (UCH-L1) konnte von Leroy und Kol-
legen 1998 die Punktmutation Ile93Met identifiziert werden (Leroy et al., 1998b). Die Fami-
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lie der UCH gehort zur Gruppe der De-Ubiquitinierungsenzyme (DUB) und zerschneidet po-
lymere Ub-Ketten zu monomerem Ub und hydrolysiert zusétzlich Verbindungen zwischen Ub
und kleinen Anhéngseln wie z. B. Glutathione oder Amine (Larsen et al., 1996). Auller der
Thiol-Protease-Aktivitdt konnte gezeigt werden, dass UCH-L1 monomeres Ub stabilisiert
(Osaka et al., 2003). So werden Ub-Molekiile dem Kreislauf des UPS wieder zugefiihrt. Die
Isoform UCH-L1 wird nur im Gehirn und den Hoden bzw. den Ovarien exprimiert. Dabei
stellt das Protein bis zu 2% der Gesamtproteinmenge im Gehirn dar, wobei sich ein betrdcht-
licher Teil davon in synaptischen Vesikeln befindet (Liu et al., 2003). Neben dem Auffinden
der Mutation stellt die Detektion von UCH-LI in LK einen weiteren Hinweis an einer Beteili-
gung an der PK dar (Ardley et al., 2004).

Die [le93Met-Mutation fiihrt in-vitro zu einer etwa 50% verringerten Enzymaktivitét, ohne
aber dabei das bisher unbekannte spezifische Substrat zu verwenden (Leroy et al., 1998a).
AuBerdem kann diese Mutation die Aggregatbildung erhohen, so dass beide Moglichkeiten
die Krankheit beschleunigen. Andererseits wurde in einer Metaanalyse ein protektiver Effekt
eines Serl18Tyr-Polymorphismus in UCH-L1 nachgewiesen (Maraganore et al., 2004). Triger
eines Tyr18-Allels waren im Patientenkollektiv im Vergleich zur Kontrollgruppe unterrepri-
sentiert. AuBBer der Hydrolyse von Ub, wurde gezeigt, dass UCH-L1 zusitzlich eine Ligase-
Funktion fiir die Lys63-Aminoséure besitzt (Liu et al., 2002). Wéhrend die Konjugation an
Lys48 das Zielprotein fiir den Abbau iiber das Proteasom markiert, fiihrt die andere zu einem
intrazelluldirem Signal (Hofmann and Pickart, 2001). Die Ser18Tyr Mutation verschiebt die
Aktivitdt von UCH-L1 zur Hydrolase, wéihrend die Ile93Met Mutation die Ligase-Féahigkeit
bestérkt (Liu et al., 2002). Dies fiihrt zu einem Mangel an freiem, monomerem Ub und daraus

folgend eine erniedrigte Proteasom-Aktivitit.

1.4.4. PARKG6 — PINK1

Mutationen im PARKG6-Gen verursachen die autosomal rezessive Variante der Parkin-
son’schen Krankheit. PARK6 konnte auf Chromosom 1p35-1p36 kartiert werden. Das als
PTEN-induced kinase 1 (PINK1) bezeichnete Transkript besitzt ein amino-terminales mito-
chondriales Lokalisationssignal und eine hochst konservierte Proteinkinase-Domine, die eine
betrichtliche Homologie zu Serin-Threonin-Kinasen der Ca”**/Calmodulin-Familie aufweist
(Unoki and Nakamura, 2001). Dennoch konnte das fertig prozessierte Protein auch im Zytosol
nachgewiesen werden (Beilina et al., 2005).

Die ersten nachgewiesenen Mutationen waren Gly309Asp und Trp437STOP (Valente ef al.,

2004). Valente und ihre Kollegen vermuten nach vergleichenden Versuchen mit der
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Gly309Asp-Mutante und der Wildtypvariante, dass PINK1 Neuronen vor stressinduzierten
mitochondrialen Funktionsstdrungen und Apoptose schiitzt und dass diese Eigenschaft durch
die Gly309Asp-Mutation verloren geht (Valente et al., 2004). Dies wird wahrscheinlich durch
Phosphorylierung von mitochondrialen Proteinen gewihrleistet. Sicher ist, dass PINK1 Apop-
tose durch Reduktion der Cytochrom-C-Freigabe (Cyt-C) aus Mitochondrien verhindert.
Vermindertes zytosolisches Cyt-C beschrinkt die Aktivitdt der nachfolgenden Caspasen-9, -7,
-3 und der poly(ADP-ribose)polymerase (PARP). Auch dieser schiitzende Effekt wird durch
die Mutation aufgehoben (Petit et al., 2005). Eine weitere Mutation (Leu347Pro) destabilisiert
das Protein und vermindert seine Kinaseaktivitit stark im Vergleich zur davor gefundenen

Gly309Asp-Mutation.

1.4.5. PARKY7 - DJ-1

Mutationen in DJ-1 wurden ebenfalls mit autosomal rezessivem Parkinsonismus in Verbin-
dung gebracht, nachdem bei einer holldndischen und italienischen Familie Mutationen nach-
gewiesen werden konnten (Bonifati ef al., 2003). Dabei wurde sowohl eine grof3e Deletion der
ersten fiinf Exone, als auch eine Punktmutation an Position Leul 66Pro gefunden. In Rontgen-
kristallstrukturuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass DJ-1 als Homo-Dimer vorliegt
(Honbou et al., 2003;Tao and Tong, 2003;Wilson et al., 2003). Die Mutation Leul 66Pro ver-
hindert die Dimerisierung, indem Prolin als ,,a-Helixbrecher* wirkt. Das Monomer ist sehr
instabil und wird durch das Proteasom abgebaut, so dass die Funktion des Proteins verloren
geht. Es wurden auch weitere Mutationen detektiert (Abou-Sleiman et al., 2004), deren Aus-
wirkungen nicht eindeutig charakterisiert sind, aber sehr wahrscheinlich genauso zu einem
Funktionsverlust fiihren wie die erstbeschriebene.

Die genaue Funktion ist bisher unbekannt, aber es wird besonders im Zusammenhang mit der
PK eine neuroprotektive diskutiert. In Zellkultur ohne exprimierendes DJ-1 konnte eine er-
hohte Sensitivitit gegeniiber H,O,-induziertem oxidativem Stress gezeigt werden. Uberex-
pression des natiirlichen DJ-1 rettet diese Zellen, wohingegen die Leul 66Pro-Mutation keine
Verdnderung aufzeigt (Yokota et al., 2003). So wird vermutet, dass funktionelles DJ-1 als
Antioxidationsmittel Nervenzellen vor den als Nebenprodukt der DA-Synthese auftretenden
Radikalen dient.

Dagegen spricht, dass in erst kiirzlich publizierten DJ-1 Knock-out-Miusen weder Verhal-

tensauffilligkeiten, noch Neurodegeneration der dopaminergen Zellen oder erhohte Suszepti-
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bilitdt fiir Neurotoxine nachgewiesen werden konnte (Goldberg et al., 2005). Bisher konnte

DJ-1 nicht in LK nachgewiesen werden.

1.4.6. PARKS — LRRK-2

Als PARKS wurde die Leucinreiche Repeatkinase 2 (LRRK-2) identifiziert (Zimprich et al.,
2004) und das translatierte Protein Dardarin kloniert (Paisan-Ruiz et al., 2004). Dardarin
stammt von dem baskischen Wort dardara ab, das Zittern bzw. Tremor bedeutet. Die Funkti-
on dieser Kinase ist bis heute unbekannt, sie stellt aber nach PINK-1 die zweite Kinase dar,
die in Zusammenhang mit der PK steht. Diese Kinase ist mit einer Vielzahl von Membranen,
vesikuldren Strukturen, membrangebundenen Organellen und Mikrotubuli assoziiert. Dies
weist auf eine Affinitdt von LRRK-2 zu Lipiden oder lipid-assoziierten Proteine hin und da-
mit 1dsst sich vermuten, dass es eine Rolle in der Biogenese und/oder Regulation von vesiku-
liren und intrazelluldiren Membranstrukturen innerhalb des Gehirns spielt (Biskup et al.,
2006). Die bisher beschriebenen Mutationen fiihren aber zu einer fortschreitenden Reduktion
der Liange und Verzweigung der Neurite sowohl in Zellkultur, als auch im Nagergehirn. Dies
gilt auch fiir dopaminerge Neurone (MacLeod et al., 2006). Im Gegenzug dazu steht, dass ein
Mangel an LRRK-2 zu gesteigerter Linge und Verzweigung der Neurite fiihrt (MacLeod et
al., 2006). Sieben der zehn bisher aufgefundenen Mutationen fiihren zu einer Steigerung der
Kinaseaktivitidt (West et al., 2007). Die Gruppe um Andrew West diskutiert, dass eine Ver-
bindung zwischen der Aktivitit und dem pathologischen Mechanismus, welcher zur Neuro-
degeneration fiihrt, besteht (gain-of-function).

Dardarin wird zur Familie der ROCO-Proteine gerechnet (Bosgraaf and van Haastert, 2003),
da eine charakteristische Roc- (Ras in complex proteins) und eine COR-Domine (C-Terminal
of Roc) vorhergesagt wurde. Des weiteren besitzt Dardarin eine leucine-rich repeat Doméane
(LRR), eine katalytische Tyrosinkinase-Doméne (TyrKc) und eine WD40-Doméne, die so-
wohl bei der pra-messengerRNA (mRNA) Prozessierung, als auch bei der Zusammenfiigung
des Zytoskeletts eine Rolle spielt (Paisan-Ruiz et al., 2004). Die Grof3e des Proteins und die
vielen verschiedenen Doménen deuten auf eine Vielzahl an Funktionen dieses Proteins hin.
Die bisher nachgewiesenen Mutationen lassen sich nicht auf eine Domédne fokussieren

(Paisan-Ruiz et al., 2005).

1.4.7. PARK9 - ATP13A2 (lysosomale Typ 5 P-Typ ATPase)

In einer nicht-blutsverwandten chilenischen Familie konnte in allen betroffenen Personen mit

friithem Ausbruch des Parkinson-Syndroms zwei Mutationen im Gen ATP13A2 identifiziert
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werden (Ramirez et al., 2006). Zum einen konnte die Deletion eines Cysteins an Position
3057 in Exon 26 aufgezeigt werden, die zu einer Rasterverschiebung und damit zu einem ver-
frithten Stop-Codon fiihrt. Die zweite Mutation ist ein intronischer Basenaustausch von Gua-
nin zu Adenin an Position +5 der donor splice site von Exon 13. Diese Mutation fiihrt in die-
ser hochkonservierten Splei3stelle zu einer vorausberechneten Verringerung der Effizienz von
0,98 auf 0,11.

Das translatierte Protein ist 1.180 Aminosduren lang und wird ubiquitér, aber am stdrksten im
Gehirn exprimiert. Wahrend das nicht mutierte Protein im Lysosom lokalisiert wird, wird die
verkiirzte, instabile und mutierte Variante im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten
und anschlieend vom Proteasom abgebaut (Rao and Bredesen, 2004;Ramirez et al., 2006).
Die Gruppe um Christian Kubisch diskutiert zwei Arten des Einflusses dieser Mutation auf
die Pathogenese von Morbus Parkinson. Zum einen fehlt die ATPase innerhalb des Lysosoms,
was zu einer Dysfunktion der lysosomalen Proteindegenration fithren kann. Ein direkter Ein-
fluss kann nicht beurteilt werden, da bisher keine Substratspezifititen bzw. Funktionen der
verschiedenen Typ 5 P-Typ ATPasen bekannt sind (Axelsen and Palmgren, 1998). Zum ande-
ren verursacht eine verminderte Effizienz dieser ATPase durch Mutation eine Uberbeanspru-

chung des Proteasoms, die wiederum zu toxischen Proteinaggregaten fiihren kann.

1.4.8. PARK13 — HtrA2/Omi

Eine erste Verbindung von HtrA2/Omi mit neurodegenerativen Erkrankungen war in der In-
teraktion zwischen diesem Protein und Presenilin-1 begriindet (Gray et al., 2000). Mutationen
in Presenilin-1 sind fiir eine erbliche Form der Alzheimer’schen Krankheit verantwortlich.
AuBerdem interagiert HtrA2/Omi mit den Amyloid -Plaques. Anfangs wurde diskutiert, ob
es sich bei HtrA2/Omi wirklich nur um ein Suszeptiblititsgen handelt. Aus diesem Grund
wurde eine Mutationsanalyse durchgefiihrt und in vier Parkinsonpatienten eine neue, hetero-
zygote Gly399Ser Mutation identifiziert. In der gleichen Studie wurde zusédtzlich ein neuer
Alal41Ser Polymorphismus aufgefunden, der mit der Parkinson’schen Krankheit assoziiert ist
(Strauss et al., 2005). Die Ergebnisse dieser Studie fithrten dazu, dass dieses Gen nun als
PARKI13 bezeichnet wird.

HtrA2/Omi besitzt eine PDZ-Doméne, eine Serinprotease-Doméne und ein mitochondriales
Lokalisationssignal. Dieses fiihrt zu einer Lokalisation des Proteins zwischen den Mitochond-
rienmembranen. Zusétzlich besitzt es eine amino-terminale Sequenz, die mit den Drosphila
melanogaster pro-apoptotischen Proteinen Repear, Grim und Hid verwandt ist. Bei apoptoti-

schen Stimuli wird HtrA2/Omi aus Mitochondrien ins Zytosol freigesetzt und diese N-
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terminale Domédne bindet an ,inhibitor of apoptosis proteins“ (IAPs) (Suzuki et al.,
2001;Hedge and Williams, 2002). Durch weitere Studien wurde gefolgert, dass HtrA2/Omi
analog zu Reaper den protektiven Effekt der IAPs (inhibitor of apoptosis) authebt und den
Effekt des parallel aus Mitochondrien freigesetzten Cytochrom C zur Ausldsung der Aktivitit
von Caspasen potenziert (Martins et al., 2002;Wolf and Green, 2002;Van Gurp et al., 2003).
Zusitzlich wird auch die eigene Serin-Protease-Aktivitidt von HtrA2/Omi in Verbindung mit
Caspasen-unabhéngigem Zelltod gebracht (Suzuki et al., 2001;Hedge et al., 2002). Interes-
santerweise wurde in dieser Doméne die oben beschriebene Mutation gefunden, die sich in
verstarkter Anfélligkeit auf stressinduzierten Zelltod auswirkt (Strauss et al., 2005). Des Wei-
teren bilden HtrA2/Omi-knock out Méuse parkinsondhnlichen Phanotype aus (Martins et al.,
2004).

1.5. Suszeptibilitatsgene

Im Unterschied zu den PARK-Genen, die iiber Kopplungsstudien bei familidren Parkinsoner-
krankungen gefunden wurden, werden die Suszeptibilititsgene anhand Threr Funktion bzw.
Interaktionen mit bekannten, Parkinson assoziierten Proteinen in einem Patientenkollektiv

gescreent.

1.5.1. Neurofilament

Das Neurofilament wurde verdachtigt, an der PK beteiligt zu sein, da es sich auf einem Sus-
zeptiblitdtslocus auf Chromosom 8p befindet (Scott et al., 2001). Es besteht aus den unter-
schiedlich schweren Untereinheiten L (low), M (mid) und H (heavy). Zusétzliches Interesse
weckte das Auffinden aller Neurofilamentuntereinheiten in LK (Hill et al., 1991). Bisher
konnte nur in der M-Untereinheit eine Gly336Ser-Mutation bei einem 22-jdhrigem AR-JP
Patienten aufgefunden werden (Lavedan et al., 2002). Die Funktion der mutierten Neurofila-
mentuntereinheit wird dadurch aber nicht beeintriachtigt (Perez-Olle et al., 2004). In weiteren
Mutationsanalysen konnten zwei weitere Mutationen in dieser Untereinheit aufgefunden wer-
den; die Deletion von Valin an Position 829 und der Aminosiureposition Pro725GIn. Beide
Mutationen liegen in einem Bereich, der stark konserviert innerhalb verschiedener Spezie ist

(Kriiger et al., 2003). Dennoch stehen hier weitere physiologische Untersuchungen noch aus.
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1.5.2. Nurr-1

Nuclear receptor related 1 (Nurr-1), auch als NR4A2-Gen bezeichnet, gehort zur Superfamilie
der Kernrezeptoren und ist stark in dopaminergen Zellen der SNpc exprimiert. Knock-out
Maiuse zeigen einen Verlust von dopaminergen Neuronen, wéhrend heterozygote knock-out
Maiuse verstirkt auf MPTP reagieren (Zetterstrom et al., 1997). Diese Erkenntnisse fiihrten
dazu, dass Nurr-1 als Kandidatengen fiir PK in Frage kommt. Bisher konnten zwei Mutatio-
nen (del291Tyr und Tyr24Gly) in diesem Gen in Patienten mit familidrem Parkinson nachge-

wiesen werden (Le et al., 2003).

1.5.3. Synphilin-1

Synphilin-1 wurde als Interaktor der zwei wichtigen PARK-Gene a-Synuklein und Parkin
identifiziert (siche Abb. 1.10.). Seinen Namen erhielt das Protein durch die Interaktion mit a-
Synuklein (Engelender et al., 1999) im Aminosdurebereich von 349 — 555 (Neystat et al.,
2002). Durch Phosphorylierung von Synphilin-1 durch die Casein-Kinase II wird diese Inter-
aktion abgeschwicht (Lee et al., 2004). In Zellexperimenten konnte gezeigt werden, dass Co-
Expression der beiden Proteine die Aggregatbildung von a-Synuklein fordert (Engelender et
al., 1999). In spiteren Versuchen konnte jedoch gezeigt werden, dass alleinige Uberexpressi-
on von Synphilin-1 fiir die Bildung von Proteineinschliissen in HEK-Zellen ausreicht
(O'Farrell et al., 2001). Dies wird noch erleichtert, wenn das Proteasom gehemmt wird (Lee et
al., 2002a). Des Weiteren wird es von der E3-Ligase Parkin poly-ubiquitiniert (Chung et al.,
2001). Hier wird spekuliert, ob die Phosphorylierung von Synphilin-1 die Ubiquitinierung
bzw. die Degeneration des Proteins einleitet (Chung et al., 2001;Lee ef al., 2002a). Synphilin-
1 ist auBerdem Substrat von drei weiteren RING-finger E3-Ligasen (siche Abb. 1.10. — Be-
reich der Interaktion mit SIAH-2 ist noch nicht bekannt): Dorfin (Ito et al., 2003), SIAH-1
und SIAH-2 (Liani et al., 2004). Die funktionelle Ahnlichkeit dieser E3-Ligasen suggeriert
physiologische Redundanz und mehrere Stoffwechselwege, welche den Synphilin-1 Abbau
betreffen (Lim et al., 2005). Eine direkte Verbindung zwischen dem Proteasom und Synphi-
lin-1 zeigt die Interaktion zwischen der S6 ATPase, eine regulierende Untereinheit des 19S
Proteasoms, auf (Kriiger et al., 2003).

Interessanterweise sind neben Synphilin-1 (Wakabayashi et al., 2002) auch SIAH-1 (Liani et
al., 2004) und Dorfin (Ito et al., 2003) in LK nachweisbar. NUBI, ein Herabregulator des
Ubiquitin-dhnlichen Proteins NEDDS, interagiert iiber diese Bindungsstelle mit Synphilin-1
und fiihrt es zum Proteasom. Die Uberexpression beider Proteine unterdriickt die Bildung von

Synphilin-1 positiven Proteinaggregaten in Zellkultur (Tanji et al., 2006).

-18 -



1. Einleitung

Bisher konnte die Mutation Arg621Cys in Synphilin-1 (sieche Abb. 1.10.) bei zwei sporadi-
schen Parkinsonpatienten nachgewiesen werden (Marx et al., 2003). Diese fiihrt einerseits zu
einer erhohten Sensitivitdt gegeniiber Stress, andererseits zu einer verminderten LK-Bildung,
so dass vermutet wird, dass die Proteinaggregate eine protektive Wirkung auf die Zelle haben
konnte (Marx et al., 2003;Tanaka et al., 2004).

Das 919 aminosédurelange Protein Synphilin-1 enthélt sechs Ankyrin-like Doménen, eine coi-
led-coil Doméne und ein ATP/GTP-Bindungsmotiv. Synphilin-1 wird vorwiegend neuronal
exprimiert und reichert sich wihrend der Entwicklung in priasynaptischen Nervenendigungen

an (Ribeiro et al., 2002). Wahrend dieser Umverteilung scheint eine posttranslationale

Dorfin interaction

Parkin interaction

SIAH-1 interaction alpha-Synuclein interaction

1 348380 419448 515552 603632 919

384413

HUMAN PKAKDEDSKKI
MOUSE TKGKDEDSKKI

DLLGKEISENVCTQEKL
DLLGKEISENVCTQEKL

Abb. 1.10.: Schematische Darstellung von Synphilin-1. Die fiir die Interaktion mit a-Synuklein und den unter-
schiedlichen E3-Ligasen bendtigten Bereiche sind mit roten Balken markiert. Auflerdem ist die konservierte
homologe Sequenz zwischen Maus und Mensch aufgezeigt, in der der Aminosdureaustausch nachgewiesen wur-
de (Kriiger, 2004).

Modifikation aufzutreten, da sich die molekulare Masse von 115-140 kDa auf 80-90 kDa re-
duziert (Ribeiro et al., 2002). Trotz aller bisherigen Untersuchungen ist die physiologische
Funktion von Synphilin-1 nach wie vor kaum bekannt. Als eine Funktion wird vermutet, dass
es die synaptischen Aufgaben von a-Synuklein reguliert, in dem es a-Synuklein mit Memb-
ranen von Vesikeln verbindet. Synphilin-1 kénnte auch eine schiitzende, anti-apoptotische
Funktion innehaben, die durch ein C-terminales Fragment reguliert wird, welches mittels Pro-
teolyse der Caspase-3 reguliert wird (Giaime et al., 2006). Neben der Casein-Kinase II wird
Synphilin-1 auch durch die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3p) hauptsidchlich an der A-
minosdure Ser556 phosphoryliert (Avraham et al., 2005). Kann die Phosphorylierung an die-
ser Stelle durch Punktmutation (Ser556Ala) nicht mehr stattfinden, werden mehr Proteinag-
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gregate in der Zelle gebildet. AuBBerdem ist diese Mutation effizienter bei der Inhibition des
Proteasoms. Dies wirft die Frage auf, ob der Grad der Phosphorylierung von Synphilin-1 die
Funktion des Proteasom reguliert (Avraham et al., 2005).

Erst kiirzlich wurde eine Isoform von Synphilin-1 gefunden: Synphilin-1A (Eyal et al., 2006).
Synphilin-1A ist eine alternative Splei3variante von Synphilin-1 dem die Exone 3 und 4 feh-
len, dafiir besitzt es ein bisher nichtidentifiziertes Exon 9A des SNCAIP-Gens (a-Synuclein
interacting protein). Zusitzlich unterscheiden sie sich durch unterschiedliche Start-Codons
und dem Anfangsleseraster. Beide Proteine interagieren mit a-Synuklein. Synphilin-1A fiihrt
im Gegensatz zu Synphilin-1 in verschiedenen Zellkulturen auch ohne Proteasomhemmung
zur Aggregatbildung. Die Forschergruppe um Simone Engelender erklért dies, dass die Anky-
rin-like Doménen von Synphilin-1 durch die 350 Aminosduren des N-Terminus maskiert
werden konnten. Auflerdem interagieren die beiden Isoformen iiber die Ankyrin-like Domi-
nen miteinander und konnen so co-aggregieren, was zur Vermutung veranlasst, dass die Frei-
legung der Ankyrin-like Doménen von Synphilin-1 entscheidend fiir die Aggregatbildung ist.
Die wichtigste Entdeckung von Synphilin-1A ist jedoch dessen Neurotoxizitét, die auf einen

direkten Einfluss auf den Zelltod schlieflen 14sst.

1.6. Tiermodelle

1.6.1. Allgemeine Tiermodelle in der Parkinson-Forschung

Tiermodelle sind eine sehr wichtige Vorgehensweisen, um die Mechanismen menschlicher
Erkrankungen zu studieren. Viele dieser Krankheiten entstehen nicht spontan in Tieren. Des-
halb werden Modelle generiert, die die charakteristischen funktionellen Verdnderungen nach-
ahmen. Dazu dienen toxische Reagenzien, Uberexpression von transgenen, humanen Protei-
nen oder das Abschalten von endogenen Proteinen in z. B. knock-out Miausen. Solche Tier-
modelle dienen nicht nur dem Verstidndnis von Krankheiten, sondern werden auch in der Er-
forschung neuer Therapieansétze verwendet. Mausmodelle sind dafiir besonders geeignet, da
sie nur eine kurze Lebensspanne von bis zu 30 Monaten besitzen (Harman, 2001), leicht zu
handhaben sind und dem Menschen genomisch sehr nahe stehen.

Die ersten zwei Parkinson-Modelle bestanden in der Injektion von 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) in bestimmte Areale von Rattengehirnen (Ungerstedt, 1971). Die Injektion von 6-
OHDA in die SNpc fiihrte zu einem Verlust an dopaminergen Neuronen, der das langsame
Voranschreiten der PK nachahmte.

In weiteren Tiermodellen wurde das Toxin MPTP verwendet. Wie schon unter 1.2. beschrie-

ben verursacht die Gabe von MPTP bei Menschen irreversible und schwere Symptome der
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PK. Die Wirkung bei Affen ist dieselbe wie bei Menschen und deshalb kann die Injektion von
MPTP in Gehirne von Primaten als sehr exaktes Modell fiir die Entstehung der PK verwendet
werden (Burns et al., 1983). AuBlerdem wurde MPTP in vielen weiteren, unterschiedlichen
Tiermodellen verwendet, um die biochemischen Mechanismen der PK aufzuklédren
(Przedborski and Jackson-Lewis, 1998). Wéhrend Ratten durch die Injektion von MPTP keine
Parkinson-dhnlichen Symptome aufzeigen (Boyce et al., 1984), ist dies bei Mdusen der Fall.
Maiuse reagieren im Allgemeinen aber weniger stark auf die Gabe von MPTP als Primaten,
wobei sich herauskristallisiert hat, dass die Mauslinie C57/Bl6 am empfindlichsten auf das
Toxin reagiert (Sedelis et al., 2000).

1.6.2. Transgene Tiermodelle

Transgene Mausmodelle helfen bei der Charakterisierung der entsprechenden Proteine. Dazu
wird die kodierende Sequenz des zu untersuchenden Proteins und ein entsprechender Promo-
tor in das Genom eingefiigt, so wird eine permanente Expression garantiert. Bei transgenen
Tieren muss jedoch bedacht werden, dass Komplikationen zwischen dem transgenen und dem
endogenem Protein auftauchen kénnen. So konnte in-vitro gezeigt werden, dass dquimolare
Mengen an murinem und humanem o-Synuklein die Fibrillenbildung verlangsamen (Rochet
et al., 2000). Es konnte zusitzlich gezeigt werden, dass endogenes o-Synuklein eine
protektive Funktion auf transgenes mutiertes Ala53Thr innehat, wenn man dies mit transge-
nen Méusen vergleicht, deren endogenes o-Synuklein ausgeschaltet wurde (Cabin et al.,

2005).

1.6.2.1. Mausmodelle fiir a-Synuklein

Die ersten Mausmodelle, die die Funktion von a-Synuklein kldren sollen, wurden nach der
Erkenntnis der Beteilung von a-Synuklein an der Pathogenese von MP (Polymeropoulos et
al., 1997;Kriiger et al., 1998) generiert. Abeliovich und Kollegen generierten ein a-Synuklein
knock-out Mausmodell, in dem sie Exon 1 und 2 deletierten (Abeliovich et al., 2000). Da-
durch sollte die Auswirkungen des Funktionsverlusts von a-Synuklein untersucht werden.
Dabei konnte eine reduzierte DA-Konzentration im Striatum werden. Bei einem weiteren
knock-out Modell, dem Exon 4 und 5 entfernt wurde, wurde der Vorrat an synaptischen Vesi-
keln im Hippocampus verringert, wiahrend kein signifikanter Einfluss auf den Dopaminspie-
gel im Striatum feststellbar war (Cabin et al., 2002). Dieses Modell bestitigt in-vivo die Funk-
tion von a-Synuklein als Feinregulator in der Verformbarkeit von Synapsen und fiir die Auf-

rechterhaltung von Vesikeln. In einer Subpopulation der Mauslinie C57Bl/6J wurde der Ge-
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nomabschnitt auf dem sich das SNCA-Gen befindet spontan deletiert. Analog zu den knock-
out Méusen waren diese phdnomenologisch unauffillig und es konnte auch keine kompensa-
torische Hochregulierung von B- oder y-Synuklein identifiziert werden (Specht and
Schoepfer, 2001).

Neben den knock-out Mausmodellen wurden auch transgene a-Synuklein Méuse generiert.
Bei Uberexpression von WT-a-Synuklein wurde nicht mehr die normale Verteilung des Pro-
teins in Axonen bzw. an Synapsen von Neuronen nachgewiesen, sondern im Zellkdrper
(Kahle et al., 2000). Des Weiteren wurden in iiberexprimierenden Mausmodellen nicht-
faserige a-Synuklein-Aggregate gefunden (van der Putten et al., 2000;Kahle et al., 2001), eine
Verringerung der Anzahl von dopaminerger Nervenenden im Striatum und motorische Auf-
falligkeiten (van der Putten ef al., 2000;Fleming et al., 2004).

In transgenen Maiusen, die mutiertes Ala30Pro-a-Synuklein exprimieren, konnte das Protein
auch im Zellkorper nachgewiesen werden, wihrend diesmal keine faserige Aggregate vorhan-
den waren (Kahle et al., 2000). Dennoch konnte gezeigt werden, dass dieses mutierte a-
Synuklein im Mausmodell auch zu den Synapsen transportiert wird (Kahle et al., 2001). Dies
steht im Gegensatz zu davor erhaltenen in-vitro Ergebnissen (Jensen et al., 1998). Die Mutati-
on Ala53Thr hat im Mausmodell den groBten toxischen Effekt (Kahle et al., 2000;Lee et al.,
2002b). Auch hier konnte das mutierte a-Synuklein im Zellkorper der Neuronen und schwere,
fortschreitende motorische Auffélligkeiten nachgewiesen werden (van der Putten et al.,
2000;Lee et al., 2002b). Zusitzlich fiihrt dieses Transgen sowohl zu nicht- als auch zu faseri-
gen Proteinaggregaten, die o-Synuklein und Ubiquitin enthalten (van der Putten et al.,
2000;Giasson et al., 2002). Des Weiteren wurden mitochondriale DNA Beschddigungen und
eine Verringerung der Aktivitdt des Komplex IV der Atmungskette beobachtet (Martin et al.,
2006).

Interessant ist, dass Mausmodelle, die beide Mutationen enthalten, nicht den pathologischen
oder motorischen Phianotyp im Vergleich zu den Miusen mit nur einer Mutation verschlim-
mern (Richfield et al., 2002).

Die Triplikation bzw. Duplikation von a-Synuklein fiihrt zu Morbus Parkinson (Singleton et
al., 2003;Chartier-Harlin et al., 2004;Ibanez et al., 2004) und aus diesem Grund geht man
davon aus, dass der Expressionslevel Einfluss auf die Pathogenese von Morbus Parkinson hat
(Eriksen et al., 2005). Dies stimmt damit {iberein, dass die Mausmodelle mit den hochsten
Expressionsraten auch die stirksten Phénotypen aufweisen. Zusétzlich schranken die Mutati-
onen Ala53Thr und Ala30Pro den lysosomalen Abbau von a-Synuklein ein (Cuervo et al.,

2004). Dies fiihrt auch zu einer erh6hten Proteinkonzentration im Zytosol.
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1. Einleitung

Auch der Einfluss von unterschiedlichen Promotoren auf die Pathogenese von MP wurde un-
tersucht (Maskri et al., 2004). Die Gruppe verglich das Expressionsschema von drei verschie-
denen Promotoren: B-Actin- aus Huhn, muriner Tyrosinhydroxylase- und muriner Prionenpro-
tein-Promotor. Dabei flihrten alle drei Promotoren zu einer Expression von a-Synuklein im
Gehirn. Bei Verwendung des murinen Prionenprotein-Promotors konnte die hochste Expres-

sion im Gehirn nachgewiesen werden (Maskri ef al., 2004).

1.6.2.2. Mausmodelle fiir Parkin

AuBer den vielen a-Synuklein Mausmodellen wurden auch mit weiteren Parkinson-relevanten
Proteinen Mausmodelle generiert. Da nicht funktionsfdhiges Parkin fiir fast 50 % der familii-
ren und 20 % der sporadischen frithen Form von Parkinson verantwortlich ist (Liicking et al.,
2000), wurden zum Verstidndnis der Funktion auch Parkin knock-out Miuse generiert. Dazu
wurde entweder Exon 3 (Goldberg et al., 2003;Itier et al., 2003), Exon 7 (von Coelln et al.,
2004) oder Exon 2 (Perez and Palmiter, 2005) des Parkin-Gens deletiert.

Goldberg und seine Kollegen konnten bei Ihrem Mausmodell keine Verédnderung der dopami-
nergen Neuronen in der SNpc oder der gesamten Gehirnmorphologie festgestellt werden.
Dennoch weisen diese Miuse Defizite beim Uberqueren eines Stabes (siche beam-walking
Experiment — 2.2.4.10.) auf, die sie auf Dysfunktionen in der Verbindung zwischen der SNpc
und dem Striatum (siehe Abb. 1.2. — nigrostrial pathway) zuriickfiilhren (Goldberg et al.,
2003). Deletion von Exon 7 fiihrt zu einem Verlust von Tyrosinhydroxylase-haltigen Neuro-
nen im Locus Coeruleus und Degeneration in dieser Gehirnregion stellt ein Merkmal von MP
dar (von Coelln et al., 2004). Dieser entsteht wahrscheinlich wahrend der Entwicklung. Ge-
nauso wie im Modell von Goldberg und Kollegen konnte aber kein Verlust von dopaminergen
Neuronen in der Substantia nigra nachgewiesen werden. Auch die sonstigen Phénotypen
stimmen recht gut miteinander iiber ein.

Ein weiteres Parkin knock-out Modell, in dem Exon 2 deletiert wurde, um so dessen Enzym-
funktion auszuschalten, zeigt hingegen in grof3 angelegten Verhaltensstudien keinerlei Unter-
schiede zu nicht behandelten Mausen (Perez et al., 2005). Es ist deshalb schwer zu beurteilen,
ob Parkin knock-out Miuse ein hilfreiches Mausmodell zum Verstindnis zur Entstehung der

PK darstellen.

1.6.2.3. Mausmodelle ohne DJ-1

Zur Charakterisierung von DJ-1 wurden bis jetzt drei publizierte knock-out Modelle generiert.

Dazu wurde Exon 2 (Goldberg et al., 2005) bzw. Exon 1 — 5 (Chen et al., 2005) deletiert oder
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ein vorzeitiges Stop-Codon in Exon 1 eingefiihrt (Kim et al., 2005b). Auch diese Mauslinien
weisen keinen Verlust von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra auf. Die deletier-
ten DJ-1 Miuse weisen schwache Verhaltensdefizite auf, erhohte Wiederaufnahme von Do-
pamin im Striatum und einen gesteigerten Dopaminlevel (Goldberg et al., 2005;Chen et al.,
2005). Primédre kortikale Neuronen aus mutierten DJ-1 Miusen reagierten in-vitro sensitiver

auf oxidativen Stress (Kim et al., 2005b).

1.6.2.4. Weitere Mausmodelle

Maiuse, denen das Gen fiir Nurrl (Zetterstrom et al., 1996) bzw. die Tyrosinhydroxylase
(Zhou et al., 1995) fehlt oder ein Defizit in der Produktion von Dopamin besitzen (Zhou and
Palmiter, 1995) sterben im spéiten embryonalen Entwicklungsstadium oder kurz nach der Ge-
burt. Diese Mausmodelle zeigen auf, dass Dopamin fiir eine erfolgreiche embryonale Ent-

wicklung essentiell ist.
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1. Einleitung

1.7. Zusammenfassung

Wenn man die bisher durch Mutationsstudien bekannten Proteine zusammenfasst, so ldsst
sich erkennen, dass es zwei Moglichkeiten gibt, die zum Absterben der Neuronen in der Sub-
stantia Nigra fiihren. Mitochondrien konnen als Organellen beschrieben werden, die als Auf-
bewahrungsbecken fiir eine Vielzahl von pro-apoptotischen Proteinen dienen (Gulbins et al.,
2003). Eine Dysfunktion der Mitochondrien kann zu deren Freisetzung fiihren. Ein weiterer
Ansatzpunkt innerhalb der Mitochondrien stellt der oxidative Stress, ausgeldst u. a. von der
Atmungskette, dar. Besonders der Komplex I (NADH-ubiquinone oxidoreductase) und Kom-
plex III (ubiquinol-cytochrome ¢ oxidoreductase) sind verantwortlich fiir die Bildung von
Superoxiden oder freien Radikalen (Raha and Robinson, 2001). Nicht nur reaktive Sauerstoft-
spezies beeinflussen die Entstehung der PK, sondern auch Inhibitoren des Komplexes I wie z.
B. das Pestizid Rotenon oder das Toxin MPP". Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung der
Mitochondrien kann durch das Auffinden des Mitochondrien-assoziierten Proteins
HtrA2/Omi und deren Mutationen gezeigt werden (Gray ef al., 2000).

Proteindegeneration scheint ein wichtiger Schutzmechanismus gegen toxische Proteine zu
sein, deren Anhdufung normale Zellfunktionen und -iiberlebensféhigkeit beeintrachtigen kon-
nen. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist eine Mdglichkeit der Zelle, beschiadigte Pro-
teine zu markieren und anschlieBend abzubauen. Ein partieller oder kompletter Verlust der
Funktion des UPS kann verantwortlich fiir die Bildung von Proteinaggregaten sein (siche
Abb. 1.11.). Aber auch Proteinaggregate, in der PK Lewy Kd&rperchen genannt, an sich kon-
nen das UPS beeintrachtigen. Direkte Beteiligung an diesem Stoffwechsel haben zwei PARK-
Gene: Parkin und UCH-L1. Mutiertes Parkin kann seine Substrate nicht mehr erkennen und
folglich werden diese nicht mehr dem Proteasom zugefiihrt. Eine Mutation in UCH-L1 fiihrt
dazu, dass weniger freies Ub zur Verfiigung steht. Viele Proteine der PARK-Gene konnten in
LK nachgewiesen werden. Nachdem der UPS in der Pathogenese in der erblichen Form von
Parkinson impliziert zu sein scheint, sollte vermutet werden, dass dieser Einfluss auch in der
sporadischen Form auftritt. Tatséchlich konnte in post-mortem Gewebe von Patienten Beein-
trichtigung der proteasomalen Aktivitdt und reduzierte Expression von Untereinheiten des
Proteasoms in der SNpc nachgewiesen werden (McNaught et al., 2003). Es ist aber bis jetzt
nicht eindeutig, ob Beeintrachtigungen im UPS primire oder sekundére Ursache des Abster-

bens der Neuronen ist.
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Abb. 1.11.: Zusammenfassung der moglichen Wege zur Neurodegeneration. Sowohl das UPS als auch mito-
chondriale Dysfunktionen sind mit ihren Auswirkungen und ihrem gegenseitigem Einfluss dargestellt. Durch die
Verwendung der vielen Fragezeichen wird ersichtlich, dass noch viele Fragen bisher unbeantwortet sind (Dauer
etal.,2003).
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1. Einleitung

1.8. Zielsetzung der Dissertation

Eines der Schliisselproteine in der aktuellen Parkinsonforschung ist Synphilin-1. So wurde es
in Lewy Korpern nachgewiesen (Wakabayashi et al., 2002). Ein Interaktionspartner von
Synphilin-1 ist a-Synuklein, in dem die erste Mutation nachgewiesen werden konnte und so-
mit der Beweis gelang, dass Parkinson in einer vererbbaren Form vorliegen kann
((Polymeropoulos et al., 1997;Krliger et al., 1998). Synphilin-1 fordert in Zellkultur die Ag-
gregatbildung von a-Synuklein. Ein weiterer Interaktionspartner ist die E3-Ligase Parkin.
Mutationen in Parkin sind fiir einen Grofteil der familifiren und sporadischen Form der PK
verantwortlich (Liicking et al., 2000). Im Synphilin-1 Gen selbst konnte in zwei sporadischen
Parkinsonpatienten eine Mutation nachgewiesen werden (Marx et al., 2003). Dennoch ist die
Aufgabe dieses Proteins weitgehend unbekannt. Auch die Mutation Arg621Cys ist bisher
noch wenig charakterisiert.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Generierung eines Tiermodells, welches sowohl die Wildtyp, als
auch die mutierte Form von humanem Synphilin-1 exprimiert. Diese Modelle sollen dazu
beitragen, die Aufgabe des Proteins in vivo zu charakterisieren. Zusitzlich kann durch Kreu-
zung mit weiteren transgenen Méusen, die andere in der Pathogenese von Parkinson invol-
vierte Proteine exprimieren, das Zusammenspiel dieser verstanden werden.

Ein weiterer Weg im Verstidndnis von Synphilin-1 besteht im Auffinden neuer Interaktions-
partner durch ein Hefe Zwei-Hybrid-Screening. Das Auffinden neuer Interaktionspartner hilft
die Funktion des Proteins Synphilin-1 {iber interagierende Proteine zu beschreiben und da-

durch in den molekularen Mechanismus der Pathogenese einordnen zu kdnnen.

-27 -



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate
AgaroseGE: kleine Kammer: Model 40-0708 Peqlab Biotechnologie, Erlangen
grofle Kammer: Model 40-1214 Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Consort Electrophoresis Power Supply E385

Sigma-Aldrich, Miinchen
Mikrowelle LG, Willich
Biostep Systems fiir Dokumentation Biostep, Jahnsdorf

Argus X1-Software, um die Digitalkamera Olympus Camedia zu steuern

Autoklav: 5075 ELV Tutthauer Systec, Wettenburg
Brutschrank: Artikelnr.: 9010-0089 BD240 Binder, Tuttlingen
dHPLC: WAVE Transgenomic, Crewe; UK
Eismaschine: Ziegra Eismaschine, Isernhagen
ELISA-Reader: Synergy HAT Bio-TEK, Bad Friedrichshall
Magnetriihrer: MR3000 Herdolph — neoLab, Heidelberg
MR3002 (mit Heizplatte) Herdolph — neoLab, Heidelberg
Mikroskop:  Axioplan 2 imaging Zeiss

Objektive: Plan-Neofluar (2,5x; 10x; 20x) Zeiss
Plan-Apochromat Oil (100 x)  Zeiss

Immersionsdl: Immersol® 518N Zeiss

Digitalkamera: AxioCam MRc Zeiss
PCR-Cycler: PTC-200 Peltier Thermal Cycler MJ Research — BioRad, Miinchen

GeneAmp” PCR System 9700 Applied Biosystems; Darmstadt
pH-Meter: ~ MP230 Mettler Toledo, Giessen
Photometer: BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

Ultrospec® 3100 pro — (UV/Vis) Amersham Bioscience, Freiburg
Pipetten: Eppendorf Research 1000, 100, 10 Eppendorf, Hamburg

Mehrkanalpipette Research pro 5-100 uL  Eppendorf, Hamburg
Multipette® plus Eppendorf, Hamburg
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2. Material und Methoden

accu-jet”
5mL, 10 mL, 25 mL (steril)
Schiittler: Multitron HAT
Thermomixer Compact
SDS-PAGE: Mini-PROTEAN® 3 Cell
PowerPac Basic'" (Spannungsgerit)
Waagen: XT 6200C-FR
XB 620 M
404A
Wasseraufbereitung: Quantum'™ EX 06196
Q-Guard O3 (Reinigungs-Kartusche)
Wasserbad:  GFL® 1083
Western-Blot: Model BB100
Zentrifugen: Centrifuge 5471c
Centrifuge 5415R (Kiihlzentrifuge)
Centrifuge 5804 und 5804R
Concentrator 5301 (Vakuumzentrifuge)

2.1.2. Puffer

2.1.2.4. Proteinextraktion aus Miausegewebe

Brand, Wertheim

Costar,

Infors AG, Bottmingen; CH
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Precisa, Dictikon; CH
Precisa, Dietikon; CH
Precisa, Dietikon; CH
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach
GFL, GroB3burgwedel
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

TES: 50 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen)

2 mM EDTA

100 mM NaCl (Merck, Darmstatt)
TES-complete®™ TES + Zugabe von 40 uL complete®-Losung/1 mL TES

complete®-Losung  eine protease inhibitor cocktail tablets (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) in 2 mL H;Opjgest. 10sen
TNES-complete®™ TES-complete® + Zugabe von 100 uL. IGEPAL (NP-40) (Sig-

ma-Aldrich, Miinchen) je mL TES-complete®

2.1.2.6. PAGE und Westernblotting

PAGE-Laufpuffer: 1% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe)
192 mM Glycin (Merck, Darmstatt)
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2. Material und Methoden

Laemmli-Puffer:

(Ladepufter)

Transferpuffer:

TBS:

TBST:
stripping-Puffer

2.1.2.5. Agarose-Gel

2.1.2.4. Allgemeine Puffer

TBE:

Ladepuffer:

Z-Puffer

(Y2H)

Z-Puffer complete
(Y2H)

25 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen)

2 % (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe)

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Miinchen)

1 % (v/v) Glycerin

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

in 62,5 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen) pH 6,8
192 mM Glycin (Merck, Darmstatt)

25 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen)

10 % (w/v) Methanol (Merck, Darmstadt)

0,005 % (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe)

10 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen) pH 7,5

150 mM NaCl (Merck, Darmstatt)

TBS + Zugabe von 0,1 % (v/v) Tween20™ (Merck, Darmstatt)
25 mM Glycin (Merck, Darmstadt)

1 % (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe)

pH-Wert mit Salzsdure (VWR, Darmstatt) auf 2,0 einstellen

100 mM Trizma® base (Sigma-Aldrich, Miinchen)
100 mM Borsédure

20 mM EDTA; pH 8,0

8 % (v/v) Ficoll Typ 400 (Sigma-Aldrich, Miinchen)
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

in TBE

60 mM Na,HPO, - 7 H,O

40 mM NaH,PO, - H,O

10 mM KCI

1 mM MgSO, - 7 H,O

3 mL Z-Puffer

30 uL 100 ™¥/,,; X-Gal (Roth, Karlsruhe)
8,1 uL B-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe)
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2. Material und Methoden

Elutionspuffer 9 Teile 75 mM Naz;POq,
(HPLC) 1 Teil Methanol

275 mg/L. Oktan-Sulfonsdure

2.1.3. Medien

2.1.3.1. Zellkultur

D-MEM-Medium + 4.500 /.. Glucose
GlutaMAX™ 1
@Pyrovate

Fotales Kédlberserum (FCS)
(Hitzeinaktiviert: 1h bei 56°C)

Penicilin/Streptamycin

Geneticin

Medium fiir SHSY-Zellen (15 % FCS):

Medium fiir HEK-Zellen (10 % FCS):

2.1.3.2. Bakterienkultur

2.1.3.2.1. LB-Medium
10 g NaCl

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
500 mL D-MEM-Medium

90 mL FCS

6 mL Penicilin/Streptamycin
7,9 mL Geneticin

500 mL D-MEM-Medium
56,5 mL FCS

5,5 mL Penicilin/Streptamycin
7,9 mL Geneticin

5 g Bacto-Yeast Extract (BD Bioscience, Clonetech, Heidelberg)

10 g Bacto-Penton (BD Bioscience, Clonetech, Heidelberg)

e in 1 L HyOpigest. 16sen und mit Natronlauge (NaOH) den pH-Wert auf 7,4 einstellen,

danach autoklavieren

2.1.3.2.2. LB-Agarplatten
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zu fertigem LB-Medium vor dem Autoklavieren 15 g Bacto-Agar (BD Bioscience,
Clonetech, Heidelberg) hinzugeben
2.1.3.2.3. Selektionsmarker
Nach dem Autoklavieren der Medien bzw. der Agarplatten (bei 121°C und 2 bar fiir 20 Min.)
wurden Selektionsmarker steril bei einer Temperatur unter 60 °C zugegeben. Konzentration
der Stammlosung von Ampicillin: 100 mg/mL. Der Verdiinnungsfaktor fiir LB-Agarplatten
betrug 1:500 und in Flissigkultur wurde diese 1:1.000 verdiinnt.
Konzentration der Stammlosung von Kanamycin: 100 mg/mL. Der Verdiinnungsfaktor fiir

LB-Agarplatten betrug 1:1.000 und in Fliissigkultur wurde diese 1:4.000 verdiinnt.

2.1.3.3. Hefekultur

2.1.3.3.1. YPD-Medium
10 g Bacto-Yeast Extract (BD Bioscience, Clonetech, Heidelberg)
20 g Bacto-penton (BD Bioscience, Clonetech, Heidelberg)
20 g D-Glucose (Roth, Karlsruhe)
e in | L HyOpjigest. 16sen und mit Natronlauge (NaOH) den pH-Wert auf 5,8 einstellen,

danach autoklavieren

2.1.3.3.2. YPD-Agarplatte

zu fertigem YPD-Medium vor dem Autoklavieren 20 g Bacto-Agar hinzugeben
2.1.3.3.3. Synthetic Complete (SC)(—Leu, —His)-Agarplatte
Aminosédure-Mix:

0,6 g Adeninsulfat (Roth, Karlsruhe)

0,6 g Argenin (Arg — R) (Roth, Karlsruhe)

0,9 g Isoleucin (Ile — I) (Roth, Karlsruhe)

0,9 g Lysin (Lys — K) (Roth, Karlsruhe)

1,5 g Phenylalanin (Phe — F) (Roth, Karlsruhe)

3,0 g Glutamin (Glu — E) (Roth, Karlsruhe)

3,0 g Asparaginsdure (Asp — D) (Roth, Karlsruhe)

4,5 g Valin (Val — V) (Roth, Karlsruhe)

6,0 g Threonin (Thr — T) (Roth, Karlsruhe)

11,25 g Serin (Ser — S) (Roth, Karlsruhe)

e in 800 mL H;Op;gest. 16sen und Zugabe von steriler Tyrosin-(Tyr — Y)-Losung (Roth,
Karlsruhe) (0,9 g in 200 mL)
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10x Yeast Nitrogen Base (YNB)

16,6 g Yeast nitrogen base (ohne Aminosdure und Ammoniumsulfat) (Becton Dickin-
son GmbH, Heidelberg)
50,0 g Ammoniumsulfat (Roth, Karlsruhe)

in 1 L HyOpigest, 10sen und steril filtrieren; Aufbewahrung bei 4 °C und im Dunkeln

SC(-Leu, —His)-Agarplatte:

20 g D-Glucose (Roth, Karlsruhe)

20 g bacto-agar (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)

0,03 g Tyrosin (Roth, Karlsruhe)

in 842,1 mL H>Opjgest. 10sen und autoklavieren

33 mL Aminosdure-Mix

100 mL 10x yeast nitrogene base

8,3 mL von folgenden Aminosduren-Losungen: 2,4 mg/mL Methionin (Met — M)
(Roth, Karlsruhe)
2,4 mg/mL Histidin (His — H)
(Roth, Karlsruhe)
2,4 mg/mL Uracil (Roth, Karlsru-
he)

2.1.3.3.4. Synthetic Complete (SC) Fliissig-Medium

10 g Galaktose

11,5 mL 87 %iges Glycerin

10 mL 100 %iger Ethanol

50 mL 10x Yeast Nitrogene Base

16,5 mL Aminosdure-Mix

4,2 mL 2,4 mg/ mL Methionin-Losung
4,2 mL 2,4 mg/mL Histidin-Losung
4,2 mL 2,4 mg/mL Uracil-Losung

in 400,9 mL H;Opjgest. 10sen und steril filtrieren
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2.1.4. verwendete Antikorper

2.1.4.1. polyklonale Antikorper:
gegen Synphilin-1  oSynphilin-1 1007 — Epitop: 83-99; freundliche Uberlassung
von Dr. Simone Engelender, The B. Rappapport Faculty of Me-

dicine, Haifa, Israel

S6071 — Sigma-Aldrich, Miinchen

2.1.4.2. monoklonale Antikorper:

gegen SP1 Delta Biolabs, Vandell Way Campbell, USA
gegen PTEN Delta Biolabs, Vandell Way Campbell, USA
gegen XIAP R&D Systems GmbH, Wiesbaden

gegen ROCK 1 Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, USA
gegen Neurofilament (phosphoryliert) Dako, DK

gegen PB-Actin Sigma-Aldrich, Miinchen

gegen o-Tubulin Chemicon International Inc., USA

2.1.4.3. sekundire Antikorper (Peroxidasemarkiert)

gegen Kaninchen Amersham, GE Healthcare Life Science, Freiburg
gegen Maus Amersham, GE Healthcare Life Science, Freiburg
gegen Ziege Amersham, GE Healthcare Life Science, Freiburg

2.1.4.4. sekundire Antikorper (Biotinyliert)

gegen Kaninchen Vector Laboratories, UK

gegen Maus Vector Laboratories, UK

2.1.5. verwendete Kits

Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach PCR oder Endonukleasenverdau:
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAgen, Hilden)

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen:
QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAgen, Hilden)

Gewinnung von DNA aus Ohrstanzgewebe zur Mausgenotypsierung:

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
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Prédparation von Plasmiden aus Bakterienkulturen:
QIAFilter® Plasmid Maxi Kit (QIAgen, Hilden)
Wizard“Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Mannheim)

2.2. Methoden

2.2.1. Allg. molekularbiologischen Methoden:

2.2.1.1. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen wurde die PCR benutzt. Fiir analytische Zwecke
diente die GeneCraft Tag-Polymerase (GeneCraft GmbH, Liidinghausen), wohingegen zur

Klonierung die proofreading Polymerase Pwo von PeqLab verwendet wurde.

Reaktionsansatz:
Primer 10 pmol/puL je LOpuL  je 1,0 uL
10x PCR-Puffer 2,5l 2,5 uL
Taqg-Polymerase 0,3 uL
Pwo-Polymerase 0,5 uL
dNTPs 10 mM 0,5 uL 0,5 uL
H>Opigest. (Ampuwa injection water) 18,7 uL 18,5 uLL
cDNA, Vektor, ... 1,0 uL 1,0 uL
¥ 250uL X25,0puL
Temperaturprofil:
94°C | 94°C |
2300 307\ 72C TR
i Ta °C telong. E 5
| 30” |
5 ! 4°C
! 35 Zyklen ! o

Die Anlagerungstemperatur (T °C) der Primer ist von deren Sequenz wihrend die Elongati-

onszeit (teong.) von der Amplikonlénge und der verwendete Polymerase abhéngig ist.
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2.2.1.2. Sequenzieren

Die Sequenzierung erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Sanger (Sanger et al.,
1980). Aufgereinigte PCR-Produkte wurden nach dem beigelegtem Protokoll des CEQ DTCS
Quick Start Kit (Beckman Coulter, Krefeld) mit einem CEQ™8000 Genetic Analysis System
(Beckman Coulter, Krefeld) sequenziert. Vektoren wurden vor Zugabe des Start Kits fiir 3
Min. bei 95 °C denaturiert. Zusétzlich wurden 4uL 5x Q-Solution (QIAgen, Hilden) zugege-
ben. Die verwendeten Primer sind komplementir zu den sequenzierten Fragmentabschnitten.
Die gebildeten DNA-Fragmente denaturierten vor der Auftrennung in der 50 °C warmen Ka-
pillare fiir 2 Min. bei 90 °C. Die Injektion fand bei 2 kV fiir 15 Sekunden statt und die Tren-
nung betrug bei PCR-Produkten 85 Min. und bei Plasmiden 105 Min. Die Analyse der Rohda-
ten erfolgte mittels der CEQ8000 Analysesoftware (Beckman Coulter, Krefeld).

2.2.1.3. DNA-Konzentrationbestimmung:

Die Konzentration von DNA-L&sungen wurde an einem Eppendorf BioPhotometer (Eppen-
dorf, Hamburg) bestimmt. Das Gerit berechnet anhand der OD bei 260 nm und dem Verdiin-
nungsfaktor die Konzentration der urspriinglichen Losung. Dabei wird beachtet, dass eine

OD20nm von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml DNA entspricht (Sambrook and Gething, 1989)

2.2.1.4. Agarose-Gelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1%igen Agarose-Gelen (Agarose
MEEO-Ultra Qualitéit, Roth; gelost in 1x TBE; 0.75 pg Ethidiumbromid/10 mL Gel) (Lauf-
bedingungen: 30 Min. und 80 V und maximaler Stromstérke bei kleinen Gelen bzw. 30 Min.
und 120 V bei groflen Gelen). Bei analytischen Gelen wurden zu den Amplifikaten jeweils 8
uL 10x GLB-Puffer zum 25 pL-Ansatz zugegeben und davon 10 pL aufgetragen. Bei prépa-
rativen Gelen (Restriktionsverdaue, Aufreinigung, ...) wurde der gesamte Ansatz auf das Gel
aufgetragen. Die Proben wurden auf einem UV-Tisch (Bachofer, Reutlingen) sichtbar ge-
macht und mit einem Skalpell (Feather Safety Razor Co., Kita-Ku, JP) ausgeschnitten. Zur
GroBenbestimmung der DNA-Banden im Bereich bis zu 2 kb fanden 5 uL 100 bp (Invitrogen,
Karlsruhe) oder bei groBBeren Fragmenten 5 uLL 1 kb Marker (Invitrogen, Karlsruhe) Verwen-

dung.
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2.2.1.5. Klonieren

Fiir das Klonieren wurde nach den von Maniatis und Kollegen entwickelten Methoden vorge-

gangen (Maniatis et al., 1989).

2.2.1.5.1. Einfiithren von Schnittstellen:

Fiir das Einfiigen von DNA-Sequenzen in Vektoren mussten oft neue Erkennungssequenzen
von Restriktionsenzymen mittels PCR an die Anfangs- bzw. Endsequenz angehéingt werden.
Dazu verldngerte man die Sequenzen der Primer um die entsprechende Erkennungssequenz.

Zusitzliche Basen an den Enden der Primer erhdhten die Effizienz der Restriktionsenzyme.

2.2.1.5.2. Aufreinigung iiber Agarose-Gelelektrophorese

Die mit den Restriktionserkennungssequenzen versetzte Amplifikate wurden iiber Agarose-
Gele aufgetrennt. Die ausgeschnittenen Gelfragmente wurden mit dem QIAgen Gel Extracti-
on Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben in Losung gebracht. Eine Einengung des Elu-
tionsvolumen auf etwa 10 pL fand in der Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 (Eppendorf,

Hamburg) statt.

2.2.1.5.3. Préparativer Restriktionsverdau
Die Nutzung eines priparativen Restriktionsverdaus sollte dazu dienen, Vektoren zu lineari-

sieren und aufgereinigte, amplifizierte Genabschnitte flir die Ligation vorzubereiten.

Restriktionsansatz:
Restriktionsendonuklease 1 1,0 uL
Restriktionsendonuklease 2 1,0 uL
10x Restriktions-Puffer 2,0 uL
( 20x BSA 1,0 uL )

DNA x uL
H,Opigest. (Ampuwa injection water) ad 20,0 uL

 2200pL

Einige Restriktionsendonukleasen benotigen bovine serum albumin (BSA) als Co-Faktor. Die
Reaktionsansitze inkubierten fiir 20 Stunden bei 37 °C. Anschliefend wurden die Reaktions-
ansitze der verdauten PCR-Produkte mittels des QIAquick” PCR Purification Kits (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt. Die Aufreinigung der linearisierten Vektoren fand mittels priparativer

Agarose-Gelelektrophorese statt.
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2.2.1.5.4. Ligation
Fiir eine Ligation wurde eine drei- bis fiinffache molekulare Menge an Insert-DNA im Ver-
héltnis zur Vektor-DNA eingesetzt. Die Bestimmung der Konzentrationen der DNA-

Losungen erfolgte wie unter 2.2.1.3. beschrieben.

Ligationsansatz:
Vektor DNA (~100 ng) x uL
Insert-DNA y uL
10x Ligations-Puffer 1,5 uL
T4-DNA-Ligase 1,0 uL

HOpidest. (Ampuwa injection water) ad 15,0 uL
¥ 15,0 uL
Der Ligationsansatz inkubierte bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden und fand anschlie8end

fiir eine Transformation in elektrokompetente Bakterien Verwendung.

2.2.1.5.5. Kontrolle der Plasmidkonstrukte
Die Sequenzen der neu erzeugten Plasmidkonstrukte mussten anschlieBend kontrolliert wer-

den. Dazu wurden sie wie beschrieben sequenziert.

2.2.1.6. Priaparation und Vermehrung von Plasmiden

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden sowohl elektro- als auch chemisch kompetente

DH5a" -Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

2.2.1.6.1. Transformation in kompetente Bakterien

Die Transformation von ligierten Plasmiden in elektrokompetente ElektroMAX DH50
Bakterien erfolgte nach dem beiliegenden Protokoll. Dazu wurden 1,0 puL - 1,5 pL des Ligati-
onsansatzes mit 25 pL auf Eis aufgetauter Bakteriensuspension vermengt. Diese Losung wur-
de in eine gekiihlte Elektroporationskiivette (Eppendorf, Hamburg) {iberfiihrt. Die Transfor-
mation fand in einem Multiporator (Eppendorf, Hamburg) bei einer Spannung von 1,7 kV und
T von 5 ms statt, anschlieBend wurde ziigig 450 puL das mitgelieferte, auf 37 °C vorgewérmte
SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben und bei 37 °C und 225 UpM fiir mindestens
45 Min. unter Schiitteln inkubiert.

Fertige Plasmide wurden in chemisch kompetente DH50. " -Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe)

nach einer modifizierten Methode von Hanahan (Hanahan, 1983) mittels Hitzeschock re-
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transformiert. 100 uL der Bakteriensuspension tauten auf Eis auf und man vermischte diese
mit etwa 100 ng des gereinigten Plasmids. Dann inkubierte die Suspension fiir 30 Min. auf
Eis. Anschlieend erfolgte fiir 45 Sekunden der Hitzeschock in einem 42 °C warmen Wasser-
bad. Nach einer weiteren zweiminiitigen Inkubation auf Eis wurde 450 pL auf 37 °C vorge-
wirmtes SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben und bei 37 °C und 225 UpM fiir
mindestens 45 Min. unter Schiitteln inkubiert.

Die Zellsuspension der beiden unterschiedlichen Transformationsmethoden wurde nach der
Inkubation in unterschiedlichen Mengen auf zwei vorgewarmten LB-Amp. bzw. LB-Kan.-
Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten inkubierten bei 37 °C fiir 16 Stunden in einem Brut-
schrank. Danach wurden sie bis zur weiteren Verwendung mit Parafilm (Pechiney Plastic Pa-

ckaging Inc., Neenah, USA) versiegelt und bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.1.6.2. Minipréparation von Plasmiden

Zur Minipriparation wurden 10 mL LB-Amp.- bzw. LB-Kan.-Fliissigmedium in einem steri-
len 50 mL Falcon®-Réhrchen mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft. Die Kultivie-
rung fand bei 37 °C und 225 UpM fiir 16 Stunden unter Schiitteln statt. Die Isolierung der
Plasmide erfolgte mittels des Wizard“Plus SV Minipreps (Promega, Mannheim) nach den
Angaben des Herstellers.

2.2.1.6.3. Maxipréparation von Plasmiden

Um groflere Mengen an Plasmiden zu erhalten, wurde eine Maxiprdparation durchgefiihrt.
Dazu wurden 400 mL LB-Amp.- bzw. LB-Kan.-Fliissigmedium in einem gro3en Erlenmey-
erkolben mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft. Diese wurde bei 37 °C und 225
UpM fiir 16 Stunden unter Schiitteln kultiviert. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte mit-
tels des QIAfilter” Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.6.4. Anlegen von Glycerinstocks

Es wurden 3 mL LB-Amp.- bzw. LB-Kan.-Fliissigmedium in einem 15 mL Falcon®-
Rohrchen mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft. Nach der Kultivierung der Bakte-
rien bei 37 °C und 225 UpM fiir 16 Stunden unter Schiitteln, wurde von dieser Bakteriensus-
pension zweimal 800 uL in Einfrierréhrchen iiberfiihrt und jeweils mit 200 uL 87%iger (v/v)
Glycerinlosung versetzt und vorsichtig vermengt. AnschlieBend erfolgte eine dauerhafte La-

gerung bei —80 °C.
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2.2.3. Western-Blotting

2.2.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Es wurden 7,5 %ige und 10 %ige Trenngele mit 4 %igen Sammelgelen (siehe Tabelle 2.1.)
fiir die diskontinuierliche PAGE (ORNSTEIN, 1964;DAVIS, 1964) unter denaturierenden
Bedingungen (Laemmli, 1970) verwendet.

Jeweils 50 pg Proteinlysat vermengte man mit einem Volumen 5x Laemmli-Puffer und dena-
turierte es bei 95 °C fiir 5 Min. Nach kurzem Zentrifugieren wurden die Proben in die Gelt-
aschen pipetiert. Zusitzlich wurde in eine Geltasche der Proteinmarker MultiMark®™ Multi-
Colored Standard (Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen, um die Proteingréfle abschitzen zu
konnen. Die Auftrennung erfolgte bei maximaler Stromstdrke und einer Spannung von 80 V,

bis die Proben das Trenngel erreichten. Dann erhohte man die Spannung auf 120 V.

Tabelle 2.1.: Pipetierschema jeweils fiir zwei SDS-Gele:

10 %iges Trenngel | 7,5 %iges Trenngel | 4 %iges Sammelgel
HOpidest. 3,86 mL 4,69 mL 3,14 mL
1,5 M Tris pH 8,8 2,60 mL 2,60 mL —
0,5 M Tris pH 6,8 — — 1,25 mL
30 % Acrylamid 3,32 mL 2,49 mL 1,00 mL
10 % SDS 100 uLL 100 uLL 50 uL
10 % APS 100 pL 100 uL 50 uL
TEMED 4 uL 4 uL 8 uL

2.2.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung erfolgte nach der Methode von Brad-
ford (1976). Das Probevolumen wurde mit Wasser im Verhéltnis 1:10 bis 1:100 verdiinnt, um
so die Absorption des Farbreagenz in den linearen Bereich zu legen. Zu der verdiinnten L&-
sung wurde das gleiche Volumen einer 2:3 verdiinnte Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(Biorad, Miinchen) Férbelosung hinzugegeben. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur
von 10 Min. wurden die Absorptionen bei 595 nm in einem ELISA-Reader Synergy HT (Bio-
TEK, Bad Friedrichshall) bestimmt. Aus der Absorption konnte mittels einer Eichkurve (0,25
ng/200 uL — 5,0 pg/200 pL) die Proteinmenge berechnet werden.

2.2.3.3. Elektroblotting

Die Proteine wurden nach dem Nasszellen-Blotting-Verfahren von Polyacrylamid-Gelen auf
PVDF-Membran (Immobilon —P Transfer Membrane von Millipore, Schwalbach) transferiert

(Twobin et al., 1979). Die PVDF-Membran musste vor dem Transfer in Methanol fiir 30 Se-
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kunden und anschlieBend fiir 2 Min. in bidestilliertem Wasser aktiviert werden. Danach inku-
bierte die Membran zusammen mit den Whatman-Filterpapieren (Dassel, Hamburg) fiir min-
destens 15 Min. in Transferpuffer. Der Proteintransfer erfolgte mittels folgender Versuchsan-

ordnung:

@-Elektrode

Schwamm
2 Whatman-Filterpapiere
PVDF-Membran
Protein-Gel
2 Whatman-Filterpapiere
Schwamm

©-Elektrode
Die zusammengebaute Versuchsanordnung tiberfiihrte man in die mit Transferpuffer gefiillte
Transferkammer. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 4 °C und entweder bei einer Span-
nung von 85 V fiir 2 Stunden oder bei 35 V iiber Nacht. Dabei wurde der Transferpuffer stén-
dig geriihrt.

Die Giite des Transfers konnte mittels Ponceaus S-Féarbung tiberpriift werden.

2.2.3.3. Immunodetektion von Proteinen

Nach dem Transfer wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulose mit einer
4%igen (w/v) SlimFast-Blockier-Losung in TBST bei Raumtemperatur (RT) fiir 2 Stunden
oder bei 4 °C iiber Nacht abgeblockt. AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran mit
dem Primérantikdper (entsprechend verdiinnt in TBS mit 4 % (w/v) SlimFast und 0,02 %
(w/v) Natriumazid) bei RT fiir 2 Stunden oder bei 4 °C iiber Nacht unter Schiitteln inkubiert.
Danach folgten drei 10-miniitige Waschschritte mit TBST bei RT unter Schiitteln. Der ent-
sprechende Zweitantikdrper (anti-Hase in einer Verdiinnung 1:3000, anti-Maus in einer Ver-
diinnung von 1:2500, anti-Ziege in einer Verdiinnung von 1:2000 in TBST mit 4 % (w/v)
SlimFast) wurde bei RT fiir 75 Min. unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran zweimal fiir 10 Min. mit TBST und einmal fiir 10 Min. mit TBS bei RT unter
Schiitteln gewaschen. Die Detektion mittels ECL™ Western-Blotting-Detektions-Reagenz
(Amersham Bioscience, Little Chatfont, UK) erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die
Chemilumineszens wurde durch Exposition von high performance chemiluminescence-

Filmen (Amersham Bioscience, Little Chatfont, UK) sichtbar gemacht.
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2.2.3.4. Strippen der Nitrozellulosemembran

Um den Primér- und den Sekundérantikorper von einer Nitrozellulose-Membran zu entfernen,
wurde dieser einmal fiir 10 Min. in TBST unter Schiitteln gewaschen. AnschlieBend wurde
die Membran fiir 5 Min. bei Raumtemperatur in stripping-Puffer inkubiert. Nach Einstellen
des pH-Wertes mit Natronlauge von 2,2 auf 7,4 und intensivem Waschen mit TBS fand die

Membran fiir weitere Immunodetektionen Verwendung.
2.2.4. Transgene Mause

2.2.4.1. Herstellen der transgenen Miuse

Um die Expression des humanen Synphilin-1 in der Maus zu gewihrleisten, wurde ein 3,4 kb
grofles Fragment des Promotors des humanen Prionenproteingens verwendet. Dieses besteht
aus 1140 bp Strangaufwirts von Exon 1, dem vollstindigen Exon 1 und dem ersten 52 bp von
Exon 2. Der Promotor wurde von Ulrike Bichelmeier (Medizinische Genetik Tiibingen -
2005) zusammen mit einem SV40 Polyadenylierungssignal in den pBluescript 11 KS Vektor
(Strategene, Amsterdam, NL) kloniert. WT621R und mut621C Synphilin-1 wurden iiber die
Schnittstellen Xba [ und Bam HI in diesen modifizierten Vektor kloniert. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle 2.2. dargestellt. Als Matrize diente die Sequenz von beiden Synphilin-
1-Varianten im Plasmid pEGFP-N1 (Kriiger, Hertie-Institut fiir Hirnforschung Tiibingen). Die
Anlagerungstempeatur T betrug 54 °C und die Elongationszeit dauerte 2 Min. Zusitzlich zu
den Restriktionsschnittstellen wurde N-terminal ein myc-Tag (EQKLISEEDL), um das Prote-

in mit monoklonalen Antikdrper zu detektieren, eingefiigt.

Tabelle 2.2.: Verwendete Primer fiir die Klonierung von Synphilin-1 in den pBluescript II KS Vektor

Gen Sequenz (5°—3’) Schnittstelle | Ta telong.

Synphllln—l CGCGGATCCGCCACCATGGAACAAAAGCTCATAT Bam HI

full length CTGAAGAAGACTTGGAAGCCCCTGAATACCTTGA 54°C |2’
CCGCTCGAGTTATGCTGCCTTATTCTTTCCTT Xho I

fett — Endonukleaseerkennungssequenz; unterstrichen — Uberhang fiir effizienteren Verdau; kursiv — eingefiigter
N-terminaler myc-Tag

Das Plasmid wurde mittels elektrokompetenten ElektroMAX — DHS5a  -Bakterien in groBem
MafBstab amplifiziert, prapariert und sequenziert. AnschlieBend schnitt man den Promotor, die
Gensequenz und die Adenylierungssequenz aus dem Vektor mit den Endonukleasen Not 7 und
Bgl I aus dem Vektor aus und reinigte das DNA-Fragment {iber ein ethidiumbromidfreies A-

garosegel auf. Die linearisierte DNA-Sequenz wurde von Dr. Johannes Wilbertz und seinen
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Mitarbeitern (Karolinska Institut, Stockholm, S) in befruchtete Méauseeizellen der C57/Bl16-

Linie injiziert.

2.2.4.2. Expressionsverhalten in murinen Neuroblastomzellen

Der Promotor wurde vor der Injektion in murine Miuseeizellen in der murinen Neuroblastom-
zelllinie SH-SY5Y getestet. Die Transfektion des Plasmid in die Zellen erfolgte mit Hilfe von

FuGene.

2.2.4.2.1. Zellkultivierung

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter einer Sterilbank HER Asafe (Kendro, Langensel-
bold) unter Verwendung steriler Materialien. SH-SY5Y-Zellen wurden in DMEM-Medium
mit 15 % (v/v) FCS, 100 units/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin bei 37 °C in
feuchter Atmosphire mit einem 5 %igem CO,-Gehalt kultiviert. Das Medium wurde alle drei

Tage gewechselt, bis die Zellen konfluent gewachsen waren.

2.2.4.2.2. Passagieren von Zellen

Fiir das Passagieren der konfluent gewachsenen Zellen wurde das Medium steril abgesaugt
und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 mL Trypsin/EDTA-
Losung bei 37 °C inkubiert und der Verdau nach 5 Min. durch Zugabe von 10 mL serumbhal-
tigen Kulturmedium abgestoppt. Die Zellen wurden in diesem Medium resuspendiert und die
Zelldichte bestimmt. Das Volumen, das der gewiinschten Zellzahl entsprach, wurde auf neue
ZellkulturgefaBie verteilt oder in einem Verhéltnis von 1:10 geteilt. Nach 4-6 Tagen erreichten

die Zellen wieder einen konfluenten Zustand.

2.2.4.2.3. Bestimmung der Zelldichte
Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Assistent, Sondheim) wurde die Zelldichte bestimmt.
Die Fliche eines groBen Quadrates (bestehend aus 16 kleineren) betrigt 1 mm?, die Tiefe 0,1

mm. Die Zelldichte einer Zellsuspension ldsst sich mit folgender Formel berechnen:
Zellzahl pro mL = Anz. der Zellen pro GroBquadrat x 10.000 x F,

Bei F, handelt es sich um einen etwaigen Verdiinnungsfaktor. Es wurden jeweils mindestens

drei GroBquadrate ausgezéhlt und der Mittelwert berechnet.
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2.2.4.2.3. Transfektion mittels FUGENE 6-Transfektionsreagenz

Einen Tag vor der Transfektion wurden 70.000 Zellen pro Vertiefung einer 6-well-Platte in 2
mL Medium ausgesdt und fiir 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Die Transfektion erfolgte
entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Erzeugung des DNA-Liposomen-Komplexes
erfolgte in serumfreien OPTIMEM 1 Medium (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe). Es wurden dafiir
2 ng Vektor verwendet.

2.2.4.2.4. Herstellung von Zellextrakten

Nachdem das Medium der transient transfizierten Zellen aus den Vertiefungen einer 6-well-
Platte abgesaugt wurde, wurden diese zweimal mit PBS gewaschen. Zur Lyse wurden 300 pL
Trypsin/0,5% EDTA (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben und gleichmiBig verteilt. An-
schlieBend wurden die Zellen mit einem Gummischaber vom Boden abgeldst und in ein eis-
gekiihltes 1,5 mL-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Die Losung wurde bei 4 °C fiir 30 Min. inkubiert
und dann bei 13.000 UpM und 4 °C fiir weitere 30 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und bei —20 °C aufbewahrt.

2.2.4.2.5. Nachweis der Expression
Der Proteingehalt der Zellextrakte wurde mittels Bradford-Reagenz bestimmt. AnschlieSend

wurde ein Western-Blot wie in 2.2.3. beschrieben durchgefiihrt.

2.2.4.3. Haltung und Versorgung der Miuse
Die Miuse wurden in Kunststoffkédfigen mit Edelstahlgitter (E. Becker & Co GmbH, Castrop

Rauxel) in Gruppen von maximal 6 Tieren gehalten, wobei die Mindestfliche von 200 cm®
pro erwachsenes Tier eingehalten wurde. Die Innenausstattung bestand aus staubfreiem
Weichholzgranulat. Das in Flaschen angebotene Wasser sowie das Weichholzgranulat wurde
ein Mal pro Woche erneuert. Die Haltung erfolgte bei einer Temperatur von ca. 20 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 50 %. Die Méuse lebten in einer natiirlichen 12-
stiindigen Photoperiode. Nachkommen wurden in einem Alter von ca. 21 Tagen von dem
Mutter-Tier abgesetzt und nach Geschlecht in getrennten Kéifigen untergebracht. Mit Erlangen
der Zuchtreife (8 bis 10 Wochen) wurden die Miuse verpaart, wobei die Dauer der Tréachtig-
keit ca. 20 Tage betrug und die durchschnittliche Wurfgro3e bei etwa 8 Tieren lag. Die Ver-
paarung wurde in der Regel im Verhéltnis 1:1 durchgefiihrt, d. h. ein Weibchen wurde mit

einem Ménnchen verpaart.
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2.2.4.4. DNA-Isolierung und Maustypisierung

Zur Genotypisierung der transgenen Mause wurde DNA aus Ohrstanzgewebe isoliert. Um
Gewebe zu erhalten, wurden die ca. 4 Wochen alten Méuse mit Diethylether (Roth, Karlsruhe) be-
tdubt und mit Hilfe einer Tatowierzange (E. Becker & Co GmbH, Castrop Rauxel) markiert. Die

DNA-Gewinnung erfolgte mittels des high pure PCR template preparation kit (Roche Di-

Tabelle: 2.3.: Sequenzen der Primer fiir die Typisierung der transgenen Mause via PCR

Gen Name Sequenz (5°—3") Ta telong

| tgSphl-Pr-F TTTGGAATATGTTTGCGCTG . .
teSynphilin-1 | /g hi-R GTGCCATGTTGGATGATGAG | >o» © | 4

| teSNCA_LC For | CCAGTTGGGCAAGAATGAAG ] .
tgo-Synuklein 1gSNCA_LC Rev | cccrrcereacaageearrr | S%0°C | 20

agnostics GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben. Der Nachweis des Transgens fand mit-
tels PCR (verwendete Primer sind in Tabelle 2.3. dargestellt) und Agarose-Gelelektrophorese
statt.

2.2.4.5. Durchfiihrung der quantitativen PCR (qPCR)

Mittels quantitativer PCR konnten heterozygote von homozygoten transgenen Tieren von

einander unterscheiden werden.

2.2.4.4.1. Prinzip der qPCR

Der Fluoreszenzfarbstoff CYBRgreen lagert sich in die kleine Furche von doppelstringiger
DNA an. In einem LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wird nach jedem
Amplifizierungszyklus die Fluoreszenz bestimmt. So kann die Menge an gebildetem Produkt
einer laufenden PCR wihrend dem Lauf verfolgt werden. Im Idealfall wird eine sigmoidale
Kurve erreicht. Der Crossingpoint (Cp) gibt den Punkt an, an dem eine Grundfluoreszenz ii-
berschritten wird. Mit Hilfe der Cps der Amplifikate des transgenen Konstrukts und eines
house-keeping genes (murines o-Synuklein) kann nach folgender Formel auf die Allelanzahl

des Transgens geschlossen werden.

AC,=C, —C,_
AACP = ACPMaux - ACPKomrolle
ratio = 27

Dabei werden zusitzlich als Bezugspunkt die Cp-Werte einer bekannten, transgenen hetero-
zygoten Maus benotigt (ACpkontroie). Werte der ratio um 1 bedeuten, dass die untersuchte
Maus heterozygot transgen ist. Die Berechnung von homozygoten transgenen Méusen liefert

eine ratio von etwa 2 oder hoher.
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2.2.4.5.2. Durchfiihrung
Die Unterscheidung der Allelanzahl erfolgte mittels des CYBRgreen Kit von Roche (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben. Es wurde folgendes PCR-Programm

unter Verwendung der in Tabelle 2.4. beschrieben Primer fiir alle Reaktionsansitze verwen-

det:
96°C | 96°C L 96 °C 96 °C
100 207 68°C &,
! 58 °C 20" |
i 20,’ >k)

40 Zyklen i

") — bei jedem Zyklus wird nach der Elongation die Fluoreszenz mittels Laser bestimmt
) — die Schmelzkurve dient zur Bestimmung der Reinheit des qPCR-Produktes

Tabelle 2.4.: Sequenzen der Primer fiir die Unterscheidung zwischen Homo- und Heterozygoten Méusen

Gen Name Sequenz (5’—>37)

. Sphl LC_For CAGAACTGAACCATTTCAACC
tgSynphilin-1 Sphl LC Rev GGGCTTCCAAGTCTTCTTC
two-Sviukled tgSNCA LC For CCAGTTGGGCAAGAATGAAG
BO-SYNUKICIN | 4SNCA_LC Rev CCCTTCCTCAGAAGGCATTT

murSNCA_LC For CAGCAGTCGCTCAGAAGACA
murSNCA LC Rev AGCATAAAACAGGCAGCCATA

mura-Synuklein

2.2.4.6. Histologische Farbung

2.2.4.6.1. Herstellen von Paraffinschnitten

Den betidubten Mdusen wurde der Brustkorb gedffnet und der Blutkreislauf mit 50 mL vor-
gewirmten PBS durch Injektion in die linke Herzkammer unter gleichzeitigem Offnen des
rechten Vorhofes gespiilt. AnschlieBend wurde zur Fixierung des Gewebes 4% (w/v) para-
Formaldehyd (PFA; Merck, Darmstadt) in PBS benutzt.

Das Gehirn wurde vorsichtig aus dem Kopf préapariert und fiir mindestens 24 Stunden in 4%
(w/v) PFA in PBS bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend schnitt man das Gehirn sagital in zwei
Halften. Das Wasser wurde dem Gehirn durch verschiedene Ethanol-Konzentrationen (70 %ig
(v/v), zweimal 96 %ig (v/v), dreimal 100 %ig (v/v) fiir je zwei Stunden) und drei weitere
Schritte in Xylol fiir je 2 Stunden entzogen. Anschliefend inkubierten die Gehirne dreimal fiir
je zwei Stunden in 60 °C warmes Paraffin (Leica TP1020, Leica, Bensheim). Danach wurden
die Gehirnhilften mittels der Leica EG1160 (Leica, Bensheim) in Paraffin eingebettet und bei
—20 °C gelagert.
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Mittels des Mikrotoms Leica RCI2155 (Leica, Bensheim) wurden die eingebetteten Gehirne
in 7um diinne Scheiben geschnitten. Diese tiberfiihrte man in ein erwirmtes (zwischen 42 °C
und 46 °C) Wasserbad (Leica HI1210) und legte sie von dort auf Objekttrager (OT) (Super-
Frost® Plus, R. Langenbrinck, Teningen). Das warme Wasser 13ste das Gewebe vom Paraffin
und gléttete dieses. Die Fixierung der Gehirnschnitte auf den OT fand bei 54 °C fiir 12 Stun-
den statt.

2.2.4.6.2. Farbung der Paraffinschnitte
Das Paraffin um die Gewebeschnitte wurde mittels Xylol entfernt und eine Ethanolreihe {iber-
fiihrte diese wieder in wéssrige Losung. Dabei wurde folgendes Programm in einem Leica
Auto Stainer XL (Leica, Bensheim) verwendet:
Xylol (I-IIT) 8 Min. bei Raumtemperatur (RT)
Ethanol 100% (I-IT) 5 Min. bei RT
Ethanol 96% (I-I1) 5 Min. bei RT
Ethanol 80% 5 Min. bei RT
Ethanol 70% 5 Min. bei RT
Ethanol 50% 5 Min. bei RT
Ethanol 30% 5 Min. bei RT
PBS
Anschlieend fanden zwei weitere Waschschritte in PBS fiir 2,5 Min. bei RT statt. Die OT
wurde in 250 mL Citratpuffer (9 mL 0,1 M Citronensdure + 41 mL 0,1 M Natriumcitrat) tiber-
fithrt und dreimal fiir jeweils 5 Min. denaturiert. Es folgten drei weitere Waschschritte. Dann
wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation in 0,3 %iger Wasserstoffperoxidldsung
(H20,) fiir 20 Min. gehemmt. Diesmal wurde nur zweimal mit PBS gewaschen; beim dritten
Schritt wurde PBS + 0,015% (v/v) Brij® eingesetzt. Um unspezifische Bindungsstellen abzu-
blockieren, wurde 5 %iges (v/v) Normales Kaninchenserum (NGS) in 0,3 % (v/v) Triton-
X100 und PBS verwendet. Der Gehirnschnitt inkubierte fiir 16 Stunden und 4 °C in feuchter
Atmosphdre mit dem Primérantikorper bei 50 UpM unter Schiitteln. Der Antikorper wurde
mit drei Waschschritten mit PBS-Brij® fiir je 2,5 Min. bei RT unter Schiitteln entfernt. Der
entsprechende Sekundirantikorper wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in feuchter
Atmosphire unter Schiitteln inkubiert und es wurde wieder dreimal mit PBS-Brij® gewa-
schen. Eine Verstirkung des Signals erfolgte mittels des Vextastain® ABC-Kit (Linaris
GmbH, Wertheim) nach Herstellerangaben. Er wurde im Verhiltnis 1:1 in PBS geldst und fiir

eine Stunde bei RT in feuchter Atmosphére geschiittelt. Nach wiederholtem Waschen mit
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PBS-Brij” wurde die Primérantikorperbindung mit DAB-Sigma-fast-Tablets (Sigma-Aldrich,
Miinchen) nach Herstellerangaben sichtbar gemacht.
Manche Gehirnschnitte wurden mit Mayer’s Hamalaun (Merck, Darmstatt) gegengefarbt.
Dazu wurde der Farbstoff fiir 20 Sekunden auf den geférbten Schnitt gegeben. Die Farbereak-
tion wurde in einer Salzsdure-Ethanol-Losung (Verhiltnis 1:50) abgestoppt und unter flieBen-
dem Leitungswasser fiir 10 Min. gebliut.
Die geférbten Schnitte wurden in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe entwissert und in Xylol
tiberfiihrt:
Ethanol 70% 5 Min. bei Raumtemperatur (RT)
Ethanol 80%: 5 Min. bei RT
Ethanol 96% I-II 5 Min. bei RT
Ethanol 100% I-II 5 Min. bei RT
Xylol I-II 5 Min. bzw. o bei RT
Anschlieffend wurden Deckgldser mit Hilfe des Einschlussmittels Leica CV Ultra (Leica,
Bensheim) auf die Schnitte fixiert und nach 24-stiindigem Trocknen konnten sie fiir die Mik-

roskopie verwendet werden.

2.2.4.6.3. Mikroskopieren
Die gefirbten Schnitte wurden mit einem Zeiss Mikroskop mit verschiedenen Objektiven und
daraus resultierenden VergroBBerungen aufgenommen. Dabei wurde die Software AxioVision

sowohl zur Steuerung der Digitalkamera, als auch zur Bearbeitung der Bilder verwendet.

2.2.4.7. Microarray-Analyse

2.2.4.7.1. Genexpressionsanalysen mittels Affymetrix-Microarray-Technologie

Fir die Untersuchung der differentiellen Genexpression in WT621R- oder mut621C-
Synphilin-1 transgenen Maiusen wurden Genexpressionsanalysen mittels Affymetrix-
Microarray-Technologie durchgefiihrt. Der verwendete MOE430 2.0 DNA-Array enthilt
mehr als 45.000 Transkripte. Fiir jedes Transkript stehen je elf verschiedene missmatches Oli-

gos und elf verschiedene perfect matches Oligos auf dem Chip zur Verfligung.

2.2.4.7.2. Durchfiihrung der Microarray-Analyse

Jeweils drei heterozygote transgene WT621R- und mut621C-Synphilin-1Tiere wurden geop-
fert. Das préparierte Gehirn wurde sofort in eisgekiihlte 15mL Falcon®-Rohrchen iiberfiihrt.
Die IZKF Microarray-Facility Tiibingen (MFT) isolierte daraus die Gesamt-RNA {iberpriifte
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und deren Qualitit. AnschlieBend wurde die RNA mittels RT-PCR (reverse transkriptase)
unter Verwendung von T7-Oligo-Primern in cDNA umgeschrieben. Unter Verwendung einer
RNA-Polymerase bildete die Faciltity aus cDNA cRNA, wobei biotinylierte Primer Verwen-
dung fanden. Diese so entstandene cRNA ist komplementér zur urspriinglich isolierten RNA.
Die biotinylierte cRNA wurde fragmentiert und hybridisiert. Dabei wurde von jeder Probe ein
eigener Array verwendet. Gefarbt wurde mit Phycoerythrin-gekoppeltem Streptavidin. Die
Detektion erfolgte mit dem GeneChip®“Scanner 3000 (Affymetrix, Santa Clara, USA) und die
Analyse mittels der Affymetrix Suite Software (Version 2.0).

2.2.4.8. Expressionsverhalten der transgenen Miuse

Mit Hilfe der Microarray Analyse ist es nur moglich auf Boten-RNA-Ebene (messengerRNA,;
mRNA) Expressionsunterschiede festzustellen. Die Menge an Protein hiangt nicht nur von der
Anzahl der Vorlagen in Form von mRNA ab, sondern unter anderem auch vom Proteinabbau.
Aus diesem Grund wurden zusdtzlich WesternBlot-Analysen durchgefiihrt. Die Moglichkeit,
die vorhandenen Proteinmengen zu vergleichen, wird durch auftragen der gleichen Gesamt-
proteinmenge und die Detektion mit einem konstant exprimierenden house-keeping gene (-

Actin) gewihrleistet.

2.2.4.8.1. Gewinnung der Organe
Die zu untersuchende Maus wurde mit Hilfe von CO, getotet. AnschlieBend priparierte man
folgende Organe: Gehirn, Herz, Leber, Niere, Lunge, Milz, Testis und Muskel. Die Organe

konnten anschlieBend bei —80 °C fiir eine Weiterverwertung gelagert werden.

2.2.4.8.2. Extraktion der Proteine

Die Organe wurden auf Eis aufgetaut. Vor der Lyse wurde Gehirn, Herz, Leber und Lunge je
1 mL TES-complete® und den iibrigen Organen jeweils ¥ mL TES-complete” zugegeben.
Zur Lyse der Organe wurde ein Ultra-Thorax (VWR International GmbH, Darmstadt) ver-
wendet. Dies geschah bei maximaler Geschwindigkeit und eisgekiihlt fiir 30 Sekunden. Dem
Lysat wurde TNES-complete® zugegeben und fiir mindestens 1 Stunde bei 4 °C inkubiert.
Anschliefend zentrifugierte man die Proteinlésungen bei 4 °C und Maximalgeschwindigkeit.
Der Uberstand ohne die darauf schwimmende Lipidschicht wurde vorsichtig entnommen.

War der Uberstand nicht klar, so wurde der letzte Schritt wiederholt.
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2.2.4.9. Rota-Rod
Rota-Rod (Accel. Rota-Rod for Rats 7750, technical & scientific equipment GmbH, Bad

Homburg) ist eine Methode, um das Koordinationsverhalten von Méausen beurteilen zu kon-

nen (Rozas et al., 1998). Da die Willkiirmotorik in der Parkinson’schen Krankheit beeintrach-

tigt ist (siehe Einleitung), sollte diese Me-

thode helfen, die Auswirkung der transgenen

Synphilin-1-Konstrukte auf den Bewegungs-

apparat zu quantifizieren und damit zu

vergleichen. Im Rota-Rod-Versuch wurden

die zu testenden Tiere auf einen sich um seine

Langsachse drehenden Stab (@ = 3 cm) ge-
e

setzt und die Zeit gemessen, wie lange sie sich

W

— e —

auf diesem halten konnten (siche Abb. 2.1.).
Jede Maus wurde zwei Mal am Tag mit einer

Pause von einer Stunde getestet. Der Test fand

bei Dunkelheit, zwei Stunden nachdem das  Abb. 2.1.: Photographie des verwendeten Rota-Rods
. . . (freundliche Uberlassung von J. Boy, Medizinische

Licht im Tierhaltungsraum ausgeschaltet  Genetik, Tiibingen)

wurde, statt.

In den ersten fiinf Tagen wurden die Miuse trainiert. Dazu musste jede Maus bei einer kon-

stanten Geschwindigkeit 2 Min. auf dem Rota-Rod laufen (siehe Tabelle 2.5.).

Tabelle 2.5.: Trainingsgeschwindigkeiten des Rota-Rod-Versuches in der ersten Woche
‘Tagl Tag 2 ’ Tag3 | Tag4 ‘ Tag 5
Messung 1: |4 UpM | 8§ UpM |12 UpM |16 UpM |20 UpM
Messung 2: |8 UpM |12 UpM | 16 UpM | 20 UpM | 20 UpM

In der zweiten Woche fand dann der Test statt. Dazu stieg die Geschwindigkeit von einer
Grundgeschwindigkeit von 4 UpM linear mit einer Beschleunigung von 8 UpM/Minute an.
Die Laufzeit von jeder Maus auf dem Rota-Rod wurde gestoppt und der jeweilige Tages-
durchschnitt berechnet. AuBerdem wurden der Tagesdurchschnitt einer jeder Gruppe

(WT621R- bzw. mut621C-Synphilin-1) gebildet und grafisch dargestellt.

2.2.4.10. beam-walking Test

Ein weiteres Experiment zur Analyse des Koordinationsverhalten ist der sog. beam-walking

test (Carter et al., 1999). Dabei werden die Méuse an den Anfang von verschiedenen Stiben
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in einem abgedunkelten Raum gesetzt. Die Stibe unterscheiden sich sowohl in der Grundfla-
che (quadratisch und kreisférmig) als auch in der Kantenldnge (28 mm, 12 mm und 5 mm)
bzw. im Durchmesser (28 mm, 17 mm und 11 mm). Der Startpunkt ist von einer Lampe be-
leuchtet und die Maus erreicht nach {iberqueren des Stabes einen abgedunkelten Kifig. Die
Zeit fiir das Uberqueren wird doppelt bestimmt. Falls eine Maus vom Stab abrutscht wird eine

volle Minute berechnet.

2.2.4.11. Bestimmung der Dopamin-Konzentration in verschiedenen Gehirnarealen

Die Bestimmung der Dopamin-Konzentration in der Substantia nigra und im Striatum wurde
in enger Kooperation mit Dr. Teismann (University of Aberdeen, UK) durchgefiihrt. Von je-
der Linie wurden mindestens vier Tiere geopfert, die Gehirne prapariert und anschlieend
daraus Substantia nigra und Striatum gewonnen. Jeweils 20 pL 0,1 M Perchlorsdure pro mg
Gewebe wurden hinzu gegeben und mittels Ultraschall lysiert. Nach 30-miniitigem Zentrifu-
gieren wurden 20 uL des Uberstandes in eine HPLC-Anlage mit einer C18-reverse-phase HR-
80 Catecholamin Sdule (ESA, Bedford, USA) injiziert. Als mobile Phase diente der unter
2.1.2.4. beschriebene Elutionspuffer und die Flussgeschwindigkeit betrug 0,8 ML in. Die
Aufnahme der Chromatogramm-Peaks erfolgte mittels einem ESA Coulchem II mit einem
Modell 5010 Detektor (E1 = 20 mV, E2 = 320 mV). Die Daten wurden aufgenommen und
analysiert mit dem Chromeleon Computersystem (Dionex, Idstein). Die statistische Auswer-
tung der gewonnen Daten erfolgte unter einer Varianzanalyse mit anschlieBender Tukey post-

hoc Test. Diese fand unter zur Hilfenahme der Software JMP IN 5.1 statt.
2.2.5. Hefe zwei-Hybrid

2.2.5.1. Prinzip
Mit der Methode Hefe zwei-Hybrid (Yeast 2-hybrid — Y2H) kann man Proteininteraktionen

in-vitro nachweisen (Fields and Song, 1989). Bei einem Y2H-screening wird nicht die Inter-
aktion einzelner Proteine getestet, sondern es wird in einer cDNA-Bank (cDNA-library) nach
neuen Interaktionspartnern durchsucht.

Das Prinzip des Y2H, grafisch in Abb. 2.2. dargestellt, basiert auf die Erkenntnis, dass
Transkriptionsfaktoren (TF) aus zwei Doménen bestehen: aus einer DNA-Bindungsdomine
(DBD) und einer Aktivierungsdomine (AD). Diese miissen sich nur in sterischer Ndhe befin-
den und nicht als ein Molekiil vorliegen. Man kann auch zwei Doménen aus unterschiedlichen

TF verwenden, dabei muss nur die Promotorsequenz und das Reportergen entsprechend modi-
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fiziert werden. Fiir einen Y2H werden an die DBD das interessierende Protein X fusioniert
(bait — dt.: Koder), wihrend an die AD ein weiteres Protein Y fusioniert wird oder eine
cDNA-Bank Verwendung findet (prey — dt.: Beute).

Eine cDNA-Bank besteht aus einer Vielzahl verschiedener cDNA-Plasmide, die an die AD-
Sequenz angehidngt wurde. Beide Konstrukte werden in Hefe transformiert. Findet eine physi-
sche Interaktion zwischen den Proteinen X und Y statt, so folgt daraus eine enge Nachbar-
schaft der AD und der DBD. Dies fiihrt zu einem funktionierenden Transkriptionsfaktor, der
ein Reportergen anschaltet. Das Produkt des Reportergens wird auf unterschiedliche Weise
sichtbar gemacht. So kann die Transkription von [-Galactosidase erfolgen, die bei Zugabe
von -Galactose einen blauen Farbstoff bildet. Auch sind Enzyme moglich, die bei Interakti-
on ein Wachstum auf Aminosdure defizitdren Selektionsplatten ermoglichen. Da falschpositi-
ve Klone nicht zu vermeiden sind, muss die Interaktion in einem weiteren Test mit vertausch-

ten Plasmiden wiederholt werden.

2.2.5.2. Hefe 2-Hybrid Screening

2.2.5.2.1. Konstruktion des Kdders

Fiir das Y2H-screening fand als Kdder nicht das vollstdndige Synphilin-1 Verwendung. Um
nicht unspezifische Interaktionspartner aufzufinden, wurden die ersten vier Ankyrin-like re-
peats, die coiled-coil Doméne und die ATP/GTP-Bindungsdoméne (Aminosdure 348-557)
entfernt. Dazu wurden der N- und der C-terminale Bereich aus dem Vektor mit einer Anlage
rungstemperatur von 54 °C und einer Elongationszeit von 45 Sekunden amplifiziert und Re-
striktionsschnittstellen eingefiigt. Die Restriktionsschnittstellen waren so konstruiert, dass die
duBeren Restriktionsschnittstellen mit dem linearisierten Vektor pEGFP-N1 (BD Bioscience,
Clonetech, Heidelberg) iibereinstimmten, wihrend die inneren miteinander ligieren konnten
(siehe Tabelle 2.6.).

Die Ligation der zwei inserts in den Vektor erfolgte mittels einer 3-Punkt-Ligation. Das ge-
klonte Plasmid wurde mittels elektrokompetenten ElektroMAX  DH5a" -Bakterien amplifi-
ziert und prapariert. Die Sequenzierung fand mit zwei Primern statt, die komplementér an der
Vektor-DNA banden und so von beiden Richtungen das insert abdeckten. Aullerdem wurden
zusitzlich Primer verwendet, die komplementér zur Synphilin-1-Sequenz binden.

und testete auf seine Selbstaktivierung. Bei Selbstaktivierung findet eine positive Reaktion
statt, obwohl nur ein leerer prey-Vektor (pACT2) verwendet wird. Eine mogliche Erklarung

fiir dieses Phianomen besteht im Vorhandensein von sauren Doménen. Saure Aminosaurereste
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Abb. 2.2.: Schematische Darstellung des Prinzips des Y2H. Der Transkriptionsfaktor ist in zwei Molekiile auf-
geteilt, so dass die DBD zwar an die UAS bindet, die AD jedoch nicht in sterische Nédhe gelangt (A). So wird das
Reporter-Gen nicht exprimiert. Dies Geschieht auch, wenn keine Interaktion zwischen zwei an die Transkripti-
onsfaktor-Fragmente fusionierte Proteine (X und Y) stattfindet (B). Interagieren zwei fusionierte Proteine (X und
Z) miteinander, gelangt die AD auch an die UAS und das Reporter-Gen wird abgelesen und eine Selektion der
positven Klone kann stattfinden (C). Es ist aber auch eine Selbstaktivierung moglich, die zu falsch-positiven
Klonen fiihrt. Dies kann verursacht werden, wenn ein fusioniertes Protein mit dem anderen Fragment des
Transkriptionsfaktors direkt interagiert (D). DBD — DNA binding domain; AD — activation domain; UAS —
upstream activating sequence.
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Das Y2H-screening fiihrte die schweizer Firma Dualsystems Biotech AG (Ziirich, CH) durch.
Dualsystems klonierte die modifizierte Synphilin-1 cDNA in den bait-Vektor (pLEXA-dir)

Tabelle 2.6.: Klonierungsprimer, zur Konstruktion des Hybrid-Proteins Synphilin-1 fiir das Y2H-screening

Gen Name Sequenz (5°—3°) Schnittstelle
ACGCGTCGACATGGAAGCCCCTGAATAC Sal I
Sph-1 N-Term.
Synphilin-1 AAGGCGCGCCTTCGTCGTGAATTTTGTCTAG Asc
¥ Soh.1 C.T TTGGCGCGCCACTCCCTTCTTCACCCAGTT Asc I
Pt &-1eM. | CGCGGATCCTTATGCCTTATTCTTTCC Bam HI

fett — Endonukleaseerkennungssequenz; unterstrichen — Uberhang fiir einen effizienteren Verdau

sind mit aktivierenden Regionen von Transkriptionsfaktoren assoziiert worden (Ma and
Ptashne, 1987;Ruden et al., 1991;Ruden, 1992), wobei nicht alle saure Proteine transkribie-
rend aktiv sind. Aus diesem Grund wurden zuséitzlich noch die ersten 176 Aminosduren ent-

fernt.

2.2.5.3. Klonierung der bait- und prey-Vektoren

Die zu untersuchenden Gene bzw. Genfragmente wurden iiber die Restriktionsschnittstellen
Sal I und Not I (NEB, Frankfurt am Main) in den bait- (pBTM117¢c — LEX A-DNA-
Bindungsdoméne) bzw. den prey-Vektor (pGAD426 — B-Galactosidase-AktivierungsDoméne)
kloniert. Die mit den in Tabelle 2.8. beschriebenen Primern erhaltenen Fragmente wurden
jeweils in beide Vektoren kloniert, da bei einer Selbstaktivierung die Wahrscheinlichkeit be-

stand, dass bei umgekehrten Verhiltnissen diese nicht mehr auftrat.

Tabelle 2.7.: Primer zur Sequenzierung tiber die Klonierungsstelle des bait- und des prey-Vektors

Plasmid Name Sequenz (5°—>3°)

bait-forward | TTGGGGTTATTCGCAACGGCGA
bait-reverse AAATCATAAGAAATTCGCCCG
prey-forward | ATGATGAAGATACCCCACCAAA
prey-reverse | GCGGGGTTTTTCAGTATCTACG

pBTM117¢

pGAD426

Alle klonierten Vektoren wurden mittels elektrokompetenten ElektroMAX — DHS5a -
Bakterien amplifiziert und prépariert. Die Sequenzierung fand mit jeweils zwei Primen statt
(sieche Tabelle 2.7), die im prey- bzw. bait-Vektor komplementir banden und so in beiden
Richtungen das insert abdeckten. Bei groeren Fragmenten wurden zusitzlich Primer ver-

wendet, die komplementir zur DNA-Sequenz binden.

2.2.5.4. Hefe Transformation

Die Hefe Transformation mittels eines modifizierten Protokolls nach Mitsuzawa (Mitsuzawa

and Tamanoi, 1995) durchgefiihrt. 5 mL YPD-Medium in einem 50 mL Falcon®Réhrchen

Tabelle 2.8.: Sequenzen der Primer zur Herstellung der verschiedenen bait- und prey-Vektoren
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Gen Name E:ge]lch Sequenz (5°—3) Schnittstelle
ADuoss | 31— ACGCGTCGACGCCCCACAGCAGCTCCATCAGC Sal [
892 | CCTTTTGCGGCCGCCTATAATTGGAGGCACTGCTC Not I
717 - ACGCGTCGACGCCCAGCGAGGCCAGGG Sal 1
e 892 | CCTTTTGCGGCCGC CTATAATTGGAGGCACTGCTC Not I
893 ACGCGTCGACGCGTCACCTCCAGGCTGAAG Sal 1
ADuo+S6 1000 | CCTTTTGCGGCCGC CTATTTTAGCCGGTCTTCCATC Not I
992 — ACGCGTCGACGCTGAAGATGGAAGACCGGC Sal 1
ADuo-58 1142 | CCTTTTGCGGCCGC TTACCTGCTTAGCGCTGCGCTC Not I
ADuorso | 1126- ACGCGTCGACAGACCAATGCCAGCAATATG Sal T
Duo 1243 | CCTTTTGCGGCCGC TTACTGTGTTGACTCCTAGGGC Not I
1224 — ACGCGTCGACCCTGAGGATGGGAAAGTAC Sal T
ADuo-S7 1664 | CCTTTTGCGGCCGCCTAAACGTAAGTGGAGAAAG Not I
717 ACGCGTCGACGCCCAGCGAGGCCAGGG Sal I
ADuo-B1 1000 | CCTTTTGCGGCCGCCTATTTTAGCCGGTCTTCCATC Not I
893 — ACGCGTCGACGCGTCACCTCCAGGCTGAAG Sal T
ADuo-B2 1142 | CCTTTTGCGGCCGC TTACCTGCTTAGCGCTGCGCTC Not I
992 ACGCGTCGACGCTGAAGATGGAAGACCGGC Sal T
ADuo-B3 1243 | CCTTTTGCGGCCGC TTACTGTGTTGACTCCTAGGGC Not I
1126 — ACGCGTCGACAGACCAATGCCAGCAATATG Sal 1
ADuo-B4 1370 | CCTTTTGCGGCCGC TTAACAGTAGGTGACATACATC Not I
ACGCGTCGACTTGGCAGTTCCGACATTGC Sal T
cyt2B zytosol.
CCTTTTGCGGCCGC TCAGACATCAGACTCAATAC Not I
NMDAR ACGCGTCGACCAAGCGGCACAAGGATGCTC Sal 1
cytlA zytosol. | G T TGEGGECCEC TCAGCTCTCCCTATGACGG Not I
ACGCGTCGACCAAGAAATACCGCTACCAAG Sal [
PSD95 | PSD95 fulllength | & crrrgegaeceercacacTeTCTCTCGGE Not I

AS — Aminosiuren; fett — Restriktionsschnittstelle; unterstrichen — Uberhang fiir effizienteren Verdau; kursiv —
zusitzliche Base im Forward-Primer, damit Codons des angehéngten Proteins erhalten bleiben oder Stop-Codon
im Reverse-Primer

wurden mit einer einzelnen L40-Hefekolonie angeimpft und bei 30 °C und 225 UpM fiir 16
Stunden unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde in 100 mL YPD-Medium in
einem Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und bis zu einer ODgoonm von ~0,8 kultiviert. Die Hefen
wurden bei 2.500 UpM bei Raumtemperatur (RT) fiir 5 Min. zentrifugiert und in 20 mL steri-
lem H,O resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt unter identischen Bedin-
gungen wurden die Hefen in 10 mL 0,1 M Lithiumacetat (LiAc) resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Hefen in 1 mL 0,1 M LiAc resuspendiert und fiir 10
Min. bei RT inkubiert. Zu jeweils 100 pL Hefesuspension gab man 2,5 ug sowohl des baits-
als auch des prey-Konstrukts hinzu. Um eine Selbstaktivierung zu erkennen, wurde jedes
Konstrukt zusitzlich mit dem entsprechenden leeren Gegenvektor transformiert. Als carrier-
DNA fiigte man aulerdem noch 100 pg denaturierte einzelstrangige Lachssperma-DNA (In-
vitrogen, Karlsruhe) hinzu. Nach Zugabe von 600 pL 40 %iger (v/v) Polyethylenglycol (PEG)
in 0,1 M LiAc wurde die Losung vorsichtig vermengt und bei 30 °C und 120 UpM fiir 30
Min. unter Schiitteln inkubiert. Dann fand der Hitzeschock bei 42 °C fiir 10 Min. in einem

Wasserbad statt. Die Hefen wurden kurz herabzentrifugiert und in 100 pL sterilem Wasser
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vorsichtig resuspendiert und auf SC-Agarplatten, denen die Aminosduren Leu und His fehlten
(SC(—Leu, —His)-Agarplatte), ausplattiert. Die Platten inkubierten bei 30 °C fiir 3 Tage. An-

schlieend wurden die Platten bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.2.5.5. B-Galactosidase-Filter-Firbetest

Mit bait- und prey-Konstrukten transformierten Klone wurden auf Optitran BA-S-85 (Schlei-
cher & Schuell, Dassel) ausgestrichen und so immobilisiert. Versorgt wurden die Hefen durch
auflegen der Membranen auf SC(—Leu, —His)-Agarplatten. Die Platten inkubierten bei 30 °C
fiir 3 Tage. Zur Lyse der Hefen wurden die Membranen kurz in fliissigen Stickstoft getaucht.
Diese Membran wurde auf mit vollstindigem Z-Puffer getrankten Whatman-Papier (Dassel,
Hamburg) gelegt und bis zur entstehenden Blaufarbung beobachtet und photographisch do-

kumentiert.

2.2.5.6. B-Galactosidase-Firbetest in Fliissigkultur

Der B-Galactosidase-Filter-Farbetest ist nicht geeignet, um Interaktionen zu quantifizieren.
Die quantitative Bestimmung der Interaktion wurde nach einer modifizierten Methode nach
Miller (Miller, 1972) durchgefiihrt. Dabei wird die Hydrolyse von O-Nitrophenyl--D-
galactopyranosid (ONPG) (Fluka, Buchs, CH) in O-Nitrophenol photometrisch bestimmit.
Vier 3 mL SC(-Leu, —His)-Fliissigkulturen in 15 mL Falcon®-Rohrchen wurden jeweils mit
einer transformierten Hefekolonie angeimpft und bei 30 °C und 225 UpM fiir 3 - 4 Tage unter
Schiitteln bis eine ODgoonm von ~1,0 erreicht wurde, kultiviert. Die Hefesuspension verdiinnte
man mit Z-Puffer auf eine ODgoonm zwischen 0,1 und 0,5. Von jedem Klon wurden jeweils
drei Replikate 4 800 pL in 2 mL-Reaktionsgefdle liberfithrt. Zur Lyse der Hefe wurde eine
Mischung aus 50 pL 0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) und 2,16 pL pB-
Mercaptoethanol hinzugegeben. Nach der Zugabe von 50 pL. Chloroform wurde fiir 15 Se-
kunden stark geschiittelt und 200 uL ONPG (8 mg/mL in Z-Puffer) hinzugegeben. Nun er-
folgte die Zeitmessung, bis eine leichte Gelbfarbung auftrat und mit 500 uL. 1 M Natriumcar-
bonat (Na,COs) wurde die Reaktion abgestoppt. AnschlieBend zentrifugierte man den Reakti-
onsansatz fiir 10 Min. bei Raumtemperatur. Mit einem Photometer bestimmte man die opti-
sche Dichte (ODgoonm) der Hefesuspension bei 600 nm und in den Uberstianden die Absorption
des Farbstoffes bei 420 nm (A420nm) und bei 550 nm (Assonm).

Mit folgender Formel erfolgte die Berechnung der B-Galactosidaseaktivitdt in Miller units:

1000 (A4, — 175+ Ay, )
t-V- 0D600nm

P — Galactosidaseunits =
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V beschreibt das Volumen der Kultur, welches in dem Assay benutzt wurde; wéhrend t die

Zeit der Reaktion in Min. darstellt.
2.2.6. Mutationsscreening

2.2.6.1. Amplifikation der Exons

Die Optimierung der PCR erfolgte mittels CEPH-DNA (Centre d'Etudes Polymorphisme
Humain) in einer 1:10 Verdiinnung der Originallosung. Zur Optimierung wurden Reaktions-
ansdtze sowohl mit als auch ohne Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Zur Bestimmung der
optimalen Anlagerungstemperatur (TA) der Primer wurde eine Temperaturgradienten-PCR
(PTC-0200 DNA Engine (MJ Research, Inc.; Waltham, Mass.) benutzt. Die Primer-Paare
wurden anhand der verdffentlichten genomischen Sequenzen mittels des Online-Werkzeugs
primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3 www.cgi) (Rozen, 2000) gestaltet.
Dabei wurden die Primer, wie in Tabelle 2.9. beschrieben, mindestens 20 Basenpaare aul3er-
halb des Exons gelegt. Die als optimal ermittelten PCR-Bedingungen wurden anschlieend
noch an zwei weiteren CEPH-DNAs getestet (CEPH 2306 und 142314). Mit den etablierten

Tabelle 2.9.: Sequenzen der Amplifizierungsprimer

Gen Exon Sequenz (5°—=3°) Ta [°C] | tetong [Sek.]
Promotor-Ex1 gggggggigggiﬁ?g 68-58 ) 30

| poran | TS |
aras e Ty |

") TouchDown-PCR: innerhalb der ersten 10 Zyklen wurde die Anlagerungstemperatur (T,) pro Zyklus um 1 °C
gesenkt

PCR-Bedingungen erfolgte die Amplifizierung der genomischen DNA der Patienten in 96-
well-Platten.

2.2.6.2. Testen auf erfolgreiche Amplifikation

Die PCR-Produkte trennte man anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese auf. So wur-
de ersichtlich, welche genomischen DNAs sich amplifizieren lieBen und fiir das Screening

weiterverwendet werden konnten.

2.2.6.3. dHPLC

Die denaturierende Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (dHPLC) ist eine Methode zur

schnellen Detektion bekannter und unbekannter Mutationen. Das Transgenomic WAVE™
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DNA Fragment Analysis System (Transgenomic, Crewe, UK) nutzt diese Technologie und

wurde zum Screening von Parkinson-Patienten-DNA eingesetzt.

2.2.6.3.1. Prinzip der dHPLC

DHPLC basiert auf dem unterschiedlichen Schmelzverhalten von Homo- und Heteroduplices
der zu untersuchenden DNA-Fragmente. Zur Ausbildung von Heteroduplices muss eine Probe
bestehend aus normaler und mutierter DNA zunéchst erhitzt und anschlieend langsam abge-
kiihlt werden. Heteroduplexbildung kann sowohl im Fall heterozygoter Mutationen erreicht
werden oder aber durch Zugabe von Wildtyp-DNA zu homozygotmutierter Patienten-DNA.
Die Trennung von Homo- und Heteroduplices erfolgt in der Sdule des Wave Systems. Die
DNA-Fragmente werden iiber Triethylammonium-Ionen (TEAA) als Briickenmolekiil an eine
hydrophobe Polymermatrix aus Polystyren-Divinylbenzol, die stationdre Phase, gebunden.
Dabei binden doppelstrangige Fragmente fester als einzelstrangige. Die Bindung der DNA an
die Briickenmolekiile wird durch eine steigende Acetonitrilkonzentration in der mobilen Pha-
se kompetitiv verdriangt. Die mobile Phase besteht dabei aus einem Puffer-System aus Puffer
A und B. Puffer A enthilt 0.1 M TEAA und 0.025% (v/v) Acetonitril (ACN), und Puffer B
enthdlt 0.1 M TEAA und 25% (v/v) ACN. Die eluierten Fragmente werden bei einer Wellen-
lange von 260 nm detektiert. Der physikalische Unterschied zwischen Homo- und Hetero-
duplices besteht in ihrem Schmelzpunkt. In einem bestimmten Temperaturbereich (unter teil-
weise denaturierenden Bedingungen) liegen Heteroduplices zu einem hoheren Anteil ein-
zelstrdngig vor als Homoduplices, binden folglich schwécher an die Sdule und werden daher
frither eluiert. Dieser physikalische Unterschied manifestiert sich im Idealfall in vier Peaks im
Chromatogramm (zwei verschiedene Homo- und zwei verschiedene Heteroduplices). Prak-
tisch treten jedoch meist nur zwei Peaks bei der Analyse auf (je einer fiir beide Homo- bzw.
Heteroduplices). Eine genauere Beschreibung des Verfahrens findet sich bei (Huber et al.,

1993;Kuklin et al., 1997).

2.2.6.3.2. Durchfiihrung

Da im vorliegenden Fall nicht bekannt war, ob es sich um dominate oder rezessive Mutatio-
nen handeln wiirde und ob dementsprechend homo- oder heterozygote Patientenproben zu
erwarten wiren, vermischte man jeweils zwei PCR-Produkte miteinander. Dazu wurden von
zwei PCR-Amplifikaten jeweils 10 uL in eine neue 96-well-Platte pipetiert und mit 10 pL
H;0pigest. verdiinnt. Die Ausbildung der Heteroduplices erfolgte mittels 2-miniitiger Denaturie-

rung der Amplifikate bei 94 °C und langsamer Renaturierung innerhalb von 20 min auf 10 °C.
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Jeweils 5 pL dieser Proben wurden in die dHPLC injiziert. Zur Optimierung der dHPLC-
Bedingungen fanden die amplifizierten CEPH-DNAs Verwendung. Die Bedingungen fiir die

optimierten Ofentemperaturen und Elutionsbedingungen sind in der Tabelle nachzulesen.

2.2.6.4. Sequenzieren

Auftillige Proben wurden anschlieBend mit Hilfe des QIAgen PCR Purification Kits (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt und sequenziert. Nur so konnten Mutationen

sicher nachgewiesen und ihre Position festgestellt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Transgenes Mausmodell mit WT621R- und mut621C-Synphilin-1

3.1.1. Generieren der Mauslinien

3.1.1.1. Wahl der beiden zu untersuchenden Mauslinien

Die beiden Synphilin-1-DNAs (WT621R und mut621C) wurden mit einem Prionen-
Promotorgenfragment und einem Poly-A-Schwanz verbunden und anschlieend in groBem
MafBstab amplifiziert, linearisiert und die in 70 %igem Ethanol gelosten DNA-Fragmente zu
Dr. Wilbertz (Karolinska Institut, Oslo, S) geschickt. Seine Arbeitsgruppe generierte damit
die transgenen Tiere mit C57/Bl6-Hintergrund. Die Arbeitsgruppe schickte uns vier
WT621R- und 16 mut621C-Mauslinien. Im ersten Schritt wurden die Founder typisiert und so
auf ein erfolgreiches Transgen getestet. Von den positiv getesteten Mauslinien wurde die Ex-

pression des Transgens im Gehirn mittels Western-Blot untersucht.

WT- mut-Synphilin-1 § mut-Synphilin-1 og
4: 4:
N YA o0 9 QO O NN & o OO
wo— S SLLLL S FLLLSLS LS
1
tgSynphilin-1==- ~. 4—'

60 kD& s

Abb. 3.1.: Western-Blot von Gehirnlysaten der verschiedenen transgenen Mauslinien. Es wurden jeweils 30 pg
Protein aufgetragen. Bei TO1 und T04 handelt es sich um WT R621-Synphilin-1 Mauslinien, wéhrend es sich bei
den iibrigen (T07, TO8, T09, T10, T11, T12, T15, T19 und T20) um transgene mut C621-Synphilin-1 handelt.
Als Negativkontrolle (neg. Kontrolle) diente lysiertes Mausgehirn von C57B1/6-Méusen. Bei dem Synphilin-1-
Antikdrper handelt es sich um anti-Synphilin-1 1007. Die mit dem Stern (*) markierte untere Proteinbande wird
durch ein unbekanntes Protein erhalten, das in allen Mauslinien gleichermallen exprimiert wird und deshalb als
Ladekontrolle verwendet wird.

Zur weiteren in-vivo Charakterisierung von WT621R-Synphilin-1 wurde die Mauslinie TO1
verwendet. Die Mauslinie T09 exprimiert die grofite messbare Menge an mut621C-Synphilin-
1 und wurde fiir weitere Experimente verwendet, da bei transgenen «o-Synuklein-
Mausmodellen ein Zusammenhang zwischen Ausprigung des Phinotyps und exprimierter

Proteinmenge festgestellt werden konnte (Eriksen et al., 2005).
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3.1.1.2. Untersuchung des Expressionsverhalten der beiden Mauslinien mittels Western-

Blot (WB)

Nachdem die Mauslinien fiir das weitere Vorgehen ausgewidhlt wurden, wurde das Expressi-
onsverhalten des Transgens innerhalb der einzelnen Organe mittels Western-Blot (WB) unter-
sucht.

WT R621 Synphilin-1 mut C621 Synphilin-1

&.
\,
$
RS
)
250 kDa — ;
150 kDa — | § . ~e=Synphilin-1
100 kDa —
50 kDa — &
~ ®aw <=pTubulin
37 kDa — B

&

Abb. 3.2: Das Expressionsverhalten von WT 621R- (T01) und mut621 C-Synphilin-1 (T09) in verschiedenen
Organen. Da der Antikorper auch endogenes Synphilin-1 erkennt, wurde zusédtzlich noch eine Negativkontrolle
(OKontr. — C57/Bl6-Maus) aufgetragen. Es ist gut ersichtlich, dass der humane Prionen-Promotor nur im Gehirn
exprimiert. Zur Detektion wurde der polyklonale Antikdrper anti Synphilin-1 S6071 verwendet. Als Ladekon-
trolle dient das Protein des house-keeping gene B-Tubulin, wobei beachtet werden muss, dass die in Skelett-
bzw. Herzmuskel exprimierte Form dieses Proteins von dem verwendeten Antikérper nicht erkannt wird.

Vergleicht man die Expressionsmenge der transgenen Méuse mit der Kontrollmaus (®Kontr.
— C57/Bl6-Hintergrund) in Abb. 3.2., so wird die erhohte Expression, die schon in Abb. 3.1.
ersichtlich war, nochmals verifiziert. AuBerdem bestétigt dieser Versuch die Ergebnisse des
Expressionsverhaltens fritherer generierter transgener Tiere, die einen Prionen-Promotor zur
Expression verwendeten (Maskri et al., 2004).

Im néchsten Schritt wurde die Expression der beiden Transgene in verschiedenen Gehirnarea-
len untersucht. Dazu praparierte man von jeder Mauslinie ein Gehirn. Dieses wurde anschlie-
Bend in die Bereiche Bulbus, Cortex, Basalganglien, Cerebellum und Stammhirn eingeteilt
und lysiert. Auch mit diesen Proteinlosungen wurde ein Western-Blot durchgefiihrt (siehe
Abb. 3.3).

Die Mauslinien TO1 und T09 ist gemeinsam, dass eine groBe Menge an Synphilin-1 im Cere-
bellum exprimiert wird. Dagegen ist die Menge im Cortex, in den Basalganglien und im
Stammbhirn geringer. Interessant ist, dass die WT R621 Synphilin-1 Mausline fast keine detek-
tierbare Menge Synphilin-1 im Bulbus exprimiert, wihrend die mut621CSynphilin-1 Mausli-
nie die hochste Konzentration in diesem Gehirnareal bildet. Dies konnte fiir die unterschied-
lich detektierte Gesamtmenge an Synphilin-1 im Gesamthirnlysat (siche Abb. 3.1. und 3.2.)

verantwortlich sein.
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Abb. 3.3.: Expression von humanem Synphilin-1 (~ 120 kDa) in verschieden Gehirnarealen sowohl bei der
charakterisierten WT 621R- (A) als auch der mut 621C-Synphilin-1-Mauslinie (B) TO1 bzw. T09. Fiir die Posi-
tivkontrollen diente exprimiertes WT-Synphilin-1 aus Zellkultur, wéihrend fiir die Negativkontrolle Gesamthirn-
lysat aus C57B1/6-Maus verwendet wurde. Zur Detektion wurde der polyklonale Antikorper anti Synphilin-1
1007 verwendet. Als Ladekontrolle dient ein Antikorper gegn das house-keeping gene B-Tubulin (42 kDa).

3.1.1.3. Untersuchung des Expressionsverhaltens der beiden Mauslinien T01 und T09

mittels Immunhistochemie (IHC)

Neben der Detektion des Expressionsverhaltens von Synphilin-1 mittels Western-Blots wurde
die Methode der Immunhistochemie (IHC) durchgefiihrt. Dazu wurde pripariertes Gehirn in
para-Formaldehyd (PFA) fixiert und 7 um diinne Schnitte angefertigt, die mit dem Synphilin-
1 1007-Antikorper angefdrbt wurden. So kann die Proteinexpression von Synphilin-1 in den
verschiedenen Gehirnarealen genau untersucht werden. Ein weiterer Vorteil besteht bei genii-
gender VergroBerung in der Untersuchung von Zellen. So werden eventuell auftauchende

morphologische Anderungen und sogar das Auffinden von Proteinaggregaten darstellbar.
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Abb. 3.4.: Mit dem anti-Synphilin-1 1007 Antikdrper angefarbte Gehirnschnitte. In dieser Abbildung wurde das
Expressionsverhalten in der Substantia nigra untersucht. Die Schnitte A, B und C stammen aus einem Kontroll-
mausgehirn (C57/B16), D, E und F aus einer WT621R-Synphilin-1 Maus und G, H und I aus einer mut621C-
Synphilin-1 Maus. Die erste Spalte (A, D und G) wurde mit einer 100-fachen VergroBerung, die Mittlere (B, E
und H) mit einer 400-fachen VergroBerung und die rechte Spalte (C, F und I) mit einer 1000-fachen Vergrofie-
rung aufgenommen. Die Langen konnen jeweils am MaBstabsbalken bestimmt werden. Man kann sehen, dass
eine starke Kernanfirbung der dopaminergen Zellen sichtbar ist. Aber auch das Zytosol ist angeférbt. Die Far-
bung ist nicht homogen, sondern es sind zusitzlich einzelne dunkel gefirbte Punkte auffindbar. Hervorzuheben
ist, dass diese Punkte bei den transgenen Tieren in den Axonen aufzufinden sind (siehe Pfeile in F und I). Aufler
diesem sind keine weiteren auffilligen Unterschiede zwischen den beiden transgenen Tieren und der Kontroll-
maus ersichtlich.

Die Abb. 3.4. zeigt das Gehirnareal um die Substantia nigra pars compacta einer Kontroll-
maus und der beiden transgenen Synphilin-1 Tiere in drei unterschiedlichen Vergrof3erungen.
Es ist gut ersichtlich, dass die Zellkerne der dopaminergen Zellen stirker gefarbt sind als das
Zytosol. Im Unterschied zu den Kontrollméusen sind jedoch granuldre Strukturen innerhalb
des Zytosols der transgenen Tiere auffindbar. Was die Ursache fiir diese Strukturen muss in
weiteren Versuchen ermittelt werden. So kdnnte es sich um Proteinaggregate handeln, die
analog zu Lewy Korperchen (LK) in Morbus Parkinson Synphilin-1 enthalten (Wakabayashi
et al., 2002), auch wenn die Morphologie nicht mit der von LK iibereinstimmt. Dazu miisste
weitere Antikorper, die Proteine detektieren, die sich in LK auffinden lassen (a-Synuklein,

Ubiquitin, ...) verwendet werden. AuBlerdem erkennt man bei den transgenen Tieren ange-
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farbte Punkte (siche Pfeile in Abb. 3.4.F und I), die sich nicht im Zellkorper befinden. Diese

sind wie an einer Perlenkette aufgereiht. Dies ldsst vermuten, dass Uberexpression von

Synphilin-1 — unabhingig, ob WT- oder mut- Variante — auch zu Aggregaten in den Axonen

fithrt. Andererseits kann dies aber auch ein Artefakt der Schnittebene sein.

Abb. 3.5.: Mit dem anti-Synphilin-1 1007 Antikorper angefarbte Gehirnschnitte. In dieser Abbildung wurde das
Expressionsverhalten im Hippocampus untersucht. Die Schnitte A, B und C stammen aus einem Kontrollmaus-
gehirn (C57/B16), D, E und F aus einer WT-Synphilin-1 Maus und G, H und I und aus einer mut-Synphilin-1
Maus. Die Bilder der ersten Spalte (A, D und G) wurde mit einer 100-fachen VergroBlerung und die Mittlere und
die Rechte (B, C, E, F, H und I) mit einer 400-fachen VergroBerung aufgenommen. Die Léngen konnen jeweils
am Malstabsbalken bestimmt werden. In den Mikroskopiebildern der ersten Spalten sind die Ausschnitte der
beiden anderen Spalten eingezeichnet und mit den entsprechenden Buchstaben markiert.

Neben der Substantia nigra wurden auch Mikroskopieaufnahmen vom Hippocampus durchge-
fiihrt. Innerhalb des Hippocampus wurden zwei Bereiche genauer untersucht. In der ersten
Spalte von Abb. 3.5. sind die Ausschnitte der vergroBerten Bereiche eingezeichnet. Die Fér-
bung der Zellen wurde analog zu denen in der Substantia nigra durchgefiihrt. Die Zellkerne
sind auch hier dunkler gefdrbt als das Zytosol. Ein genauerer Blick in den Hippocampus lief3
jedoch keine Unterschiede zwischen den transgenen und den Kontrolltieren erkennen.

Der dritte Bereich, der mit Hilfe des Mikroskops untersucht wurde, war das Cerebellum; ge-

nauer gesagt der 4. und 5. Lobus Cerebellum (siche Abb. 3.6.). Dabei ist schon in der gerin-
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gen 100-fachen Vergroferung ein Verlust der Purkinje-Zellschicht bei den transgenen

Abb. 3.6.: Mit dem anti-Synphilin-1 1007 Antikorper angefarbte Gehirnschnitte. In dieser Abbildung wurde das
Expressionsverhalten im 4. und 5. Lobus Cerebellum untersucht. Die Schnitte A, B und C stammen aus einem
Kontrollmausgehirn (C57/B16), D, E und F aus einer WT-Synphilin-1 Maus und G, H und I und aus einer mut-
Synphilin-1 Maus. Die erste Spalte (A, D und G) wurde mit einer 100-fachen VergroBerung, die Mittlere (B, E
und H) mit einer 400-fachen VergroBerung und die rechte Spalte (B, F und I) mit einer 1000-fachen Vergrofe-
rung aufgenommen. Die Langen kdnnen jeweils am Malstabsbalken bestimmt werden. Auffillig ist das Abster-
ben der Purkinje-Zellen bei den transgenen Tieren (siehe Pfeile in Aufnahme D und G)

Tieren zu erkennen (siche Pfeile in Abb. 3.6. D und G). Wenn man sich die Ubergiinge zwi-
schen dem vollstindigen Verlust der Purkinje-Zellen und den noch vorhandenen anschaut,
erkennt man, dass sich schon dort die Reihen der Purkinje-Zellen lichten. Neben dem voll-
standigen Verlust der Zellen gibt es also auch schon an den Seiten einzelne tote Zellen, die
Locher in die Reihe reilen. Im Vergleich der transgenen Tiere kann man erkennen, dass bei
der mut621C-Synphilin-1 Maus T09 mehr Purkinje-Zellen fehlen als bei der WT621R-
Synphilin-1 Maus TO1. Bei der IHC-Untersuchung mit dem Antikorper Synphilin-1 der
mut621C Maus ist jedoch ein Fehlen bzw. nur eine schwache Anfarbung der vereinzelten
Zellen in der Molekularschicht aufféllig. Dies konnte dazu gefiihrt haben, dass auch vorhan-
den Purkinje-Zellen nicht angefirbt wurden und deshalb nicht in den Abb. 3.6. G — H auf-

findbar sind. Aber nicht nur aus diesem Grund wurde zusitzlich eine anti-Neurofilament-
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Farbung (Koeppen, 2005) durchgefiihrt, sondern um die mit dem Synphilin-1-Antikoérper er-
haltene Ergebnisse zu verifizieren. Dabei werden die so genannten Korbzellen (engl.: basket

cells) angefarbt (Gatti and Vinters, 1985), die die Purkinje-Zellen versorgen. Ist die Purkinje-

4 =

Abb. 3.7.: Mit einem anti-Neurofilament Antikorper gefarbtes Cerebellum. In dieser Abbildung wurden nach
sog. ,empty basket’ Zellen im 4. und 5. Lobus des Cerebellum gesucht. Die Schnitte A, B und C stammen aus
einem Kontrollmausgehirn (C57/B16), D, E und F aus einer WT-Synphilin-1 Maus und G, H und I und aus einer
mut-Synphilin-1 Maus. Die erste Spalte (A, D und G) wurde mit einer 100-fachen VergroBerung, die Mittlere
(B, E und H) mit einer 400-fachen Vergroferung und die rechte Spalte (B, F und I) mit einer 1000-fachen Ver-
groBerung aufgenommen. Die Langen konnen jeweils am MaBstabsbalken bestimmt werden. Bei der Kontroll-
maus sind die ,basket cells’ lehrbuchméBig zu erkennen. Bei den beiden transgenen Tieren sind sie eindeutig als
,empty basket’ Zellen zu bezeichnen und lassen auf ein Absterben der Purkinje-Zellen schlieBen.

Zelle vital, so ist in der Filament-Férbung ein %4-Kreis zusehen (siehe Abb. 3.7. C). Bei einer
toten Purkinje-Zelle sieht man auch den hinteren Bereich der ,,Korbzelle®, so dass diese dun-
kel erscheint oder schon ganz fehlt (siche Abb. 3.7. F und I) (Koeppen, 2005). Die Farbung
der ,basket cells’ fithrt deshalb zu der gleichen Schlussfolgerung wie die Betrachtung der
Synphilin-Firbung des Cerebellums: die Purkinje-Zellen sterben bei der Uberexpression von
Synphilin-1 im Méusehirn. Dabei ist zusdtzlich erkennbar, dass der Verlust von Purkinje-

Zellen in der transgenen Maus mit mutiertem Synphilin-1 grofer ist als bei der WT-Variante.
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3.1.2. Charakterisierung der beiden Mauslinien

3.1.2.1. Verhaltensstudien mittels Rota-Rod und beam-walking Test

Fir die Verhaltensstudien wurden Tiere beider Linien verwendet, die innerhalb eines Zeit-
raumes von 14 Tagen geboren wurden. Es befanden sich sowohl hetero- als auch homozygote
Tiere in den Testgruppen.

Der Rota-Rod-Versuch wurde im Alter von 48, 56 und 66 Wochen mit den beiden Mauslinien
durchgefiihrt (sieche Abb. 3.4.). Der Versuch fand mit sieben TO1- und mit neun T09-Mausen
statt. Vor der letzten Messung verstarben zwei WT621R- und eine mut621C-Synphilin-1-
Maus. In der Auswertung der Laufzeiten der Méuse auf der sich drehenden Walze ist ersicht-
lich, dass die TOI1-Mauslinie ldnger lief, als die T09-Méduse. Der Unterschied ist zwar nicht
signifikant, aber zieht sich, abgesehen vom vierten Tag der ersten Messreihe, konstant durch

alle Wochen.

240 -

0 FIWtR621Sph1
B mutC621Sph1

180 4
180

120 -
120 4

60

—=— WT-Sph 60 {
—&— mut-Sph1
0
Woche Woche Woche 0
48 56 66

T T
Woche48 Woche56 Woche66

Abb. 3.8.: Zusammenfassende Darstellung des Rota-Rod-Versuches. Auf der linken Seite ist der Verlauf der
unterschiedlichen Laufzeiten pro Tag der drei verschiedenen Versuchswochen dargestellt. Schwarze Quadrate
zeigen die durchschnittliche Laufzeit der WT621R-Synphilin-M&use pro Tag an, hingegen sind die Leistungen
der mut621C-Synphilin-1 transgenen Tiere mit roten Rauten dargestellt. Auf der rechten Seite sind die durch-
schnittlichen Laufzeiten dieser Wochen abgebildet. Die X-Achse gibt die jeweilige Laufzeit der Mause auf der
sich drehenden Walze in Sekunden an.

Die Grofle des Unterschiedes wird besonders deutlich, wenn man die Durchschnittswerte der
einzelnen Versuchswochen miteinander vergleicht. Auffillig ist eine nachlassende Laufzeit
der T09-Mauslinie im Laufe der Wochen, wihrend die TO1-Linie relativ konstante Laufzeiten
aufzeigt. Daraus kann man schlieen, dass das mutierte Synphilin-1 als Transgen einen grof3e-
ren negativeren Einfluss auf die Koordination besitzt, als die Wildtyp-Variante. Dieser Unter-
schied wird mit steigendem Alter der Mduse immer deutlicher.

Dennoch ist die Aussage des Rota-Rod-Versuches nicht eindeutig und fiir die Auswirkung der

Transgene auf Mause miissten vergleichbare Kontrollmiuse getestet werden. Aus diesem
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Grund wurde zusétzlich der beam-walking-Test durchgefiihrt. Dabei miissen die Tiere einen
Stab mit unterschiedlicher Geometrie und GrdBe iiberwinden. Die benétigte Zeit zum Uber-
queren des Hindernisses wird gemessen. Falls Tiere das Gleichgewicht verlieren und von dem
Stab herunterfallen wurde die maximale Zeit von einer Minute fiir die Auswertung notiert.
Der Versuch fand in der 67. Lebenswoche derselben transgenen Tiere statt, die auch schon am
Rota-Rod-Versuch teilnahmen. Als Kontrollen dienten diesmal sieben nicht-transgene

C75/Bl6-Méuse, deren Alter zwischen 67 und 80 Wochen lag.

60 -
EWT Sph1
45 ~ B mut Sph1
B Kontrolle
30 A

Quadrat Quadrat Quadrat Kreis Kreis Kreis
2,8cm 1,2cm 05¢cm 28cm 1,7cm 1,1cm

Abb. 3.9.: Auswertung des beam-walking Experiments. Auf der linken Seite des Diagramms sind die benétigten
Zeiten der Tiere zum Uberqueren des Hindernisses in Sekunden angegeben. Der Querschnitt der Stibe (quadra-
tisch oder kreisformig) ist als Quadrat bzw. Kreis bezeichnet. Die Kantenldnge bzw. der Kreisdurchmesser sind
darunter in Zentimeter angefiihrt. Die Balken der transgenen WT621R-Synphilin-1 Méuse sind weill mit
schwarzen Punkten, wéhrend die mut621C-Synphilin-1 Méause umgekehrt gefarbt sind. Die Balken der Kon-
trollmiuse (C57/Bl6-Hintergrund) sind grau. Das Sternchen (*) gibt an, dass die Kontrollméuse signifikant
schneller (p < 0,05) das Hindernis iiberqueren konnten, als die transgenen Synphilin-1 Tiere.

Allen drei Mausgruppen ist die Uberquerungsgeschwindigkeit des Hindernisses mittels eines
quadratischen Stabes gemeinsam. Die Zeiten zum Uberqueren der beiden groBeren quadrati-
schen Stébe sind nahezu identisch. Bei dem sehr kleinen Stab tun sich jedoch schon alle Mau-
se sehr schwer. Wird zur Uberquerung ein Stab mit kreisformigem Durchmesser verwendet,
sind die Kontrollméuse im Vorteil. Besonders deutlich wird dies bei Verwendung des kleins-
ten runden Stabes (Durchmesser = 1,1 cm). Hier sind die Kontrollmiuse sogar signifikant
schneller als die transgenen Mausgruppen (WT621R-Synphilin-1 gegeniiber den Kontrolltie-
ren: p = 0,047 und mut621C-Synphilin-1: p = 0,035). Zwischen den transgenen Mausgruppen

ist jedoch nur ein minimaler Unterschied erkennbar.
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Abb. 3.10.: Momentaufnahmen des Laufes iiber den runden, 1,7 cm starken Balken einer mut621C-Synphilin-1-
(A) und einer Kontrollmaus (B). Es sind zwei grole Unterschiede ersichtlich, die dazu fiihren, dass die Kon-
trollmiuse das Hindernis schneller und sicherer iiberqueren kdnnen. Bei den transgenen Miusen ist ein hdufiges
Abrutschen der Hinterbeine (siehe Pfeil, markiert mit einem Stern) zu beobachten. Auflerdem ist die Haltung des
Schwanzes (siehe Pfeil, markiert mit zwei Sternen) unterschiedlich.

Der Lauf der unterschiedlichen Mauslinien lédsst sich aber nicht nur an Hand der gemessenen
Zeiten charakterisieren. Es wurden auch Unterschiede im Laufverhalten beobachtet. Wiahrend
die Kontroll-Mé&use auch noch auf dem mittleren runden Balken keine Auffalligkeiten zeig-
ten, zeigten die transgenen Miuse erste Schwichen beim Uberqueren des Hindernisses (siehe
Abb. 3.10.). So rutschten sie 6fter mit Ihren Hinterbeinen von der Stange ab. Des Weiteren
benotigten die transgenen Mause ihren Schwanz zum Gleichgewichtsausgleich. In Abb. 3.10.

ist dies gut ersichtlich, dass die transgene Maus ihren Schwanz unterhalb der Stange hélt.

3.1.2.2. Auswertung des Expressionsverhalten der beiden transgenen Mauslinien
Das Aufstellen und Vergleichen des mRNA-Expressionsprofils der WT621R- und der
mutC612-Synphilin-1-Méuse erfolgte mittels Micro-Array-DNA-Chips der Firma Affy-

metrix. Dazu wurden aus jeweils drei 3-Monate alten, ménnlichen, heterozygoten Tieren jeder
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Linie die Gehirne prépariert und lysiert. Aus den Lysaten isolierte man die mRNA und re-
transkribierte sie in DNA. Diese wurden auf je einen DNA-Chip hybridisiert und die Bin-
dungsintensititen gemessen, so dass man quantitative Riickschliisse auf die mRNA-Menge
ziehen kann.

Als Kontrolle dienten Ergebnisse fritherer Experimente mit C57B1/6 Méusen. Das Translati-
onsniveau der verschiedenen Gene der Kontrollmduse wurde denen der transgenen Miuse
gegeniibergestellt. Dabei zeigte sich ein starker Unterschied in der Anzahl der regulierten Ge-
nen zwischen den transgenen WT R621 und den mut C621 Tieren (siche Abb. 3.11). So wur-
den bei den transgenen mut C621 Méusen nur 188 Gene unterschiedlich translatiert, wahrend
es sich bei den WT R621 Mausen um 772 handelt. Von diesen sind 107 gemeinsame Gene

unterschiedlich translatiert.

Abb. 3. 11.: Vergleich der Anzahl der regulierten Gene der transgenen mut C621 Mausgruppe (rote Kreisfliche)
und der WT R621 (blaue Kreisflache) Mause gegeniiber der Kontrollgruppe, bestehend aus drei nicht-transgenen
Hintergrundtieren (C57BI1/6). Es ist ersichtlich, dass bei der mut C621 Mauslinie nur 188 Gene im Vergleich zu
den Kontrollméusen hochreguliert sind, wihrend sich bei den WT R621 Mauslinien 772 Gene anders reguliert
waren. Von diesen Genen sind in beiden Mauslinien 107 identische Gene (lilafarbener Bereich in der Schnitt-
menge der beiden Kreise) reguliert.

Im Anschluss wurden die gemittelten Expressionsprofile der beiden transgenen Mauslinien
gegeneinander verglichen, um den Einfluss des mutierten Synphilin-1 gegeniiber dem norma-
len Synphilin-1 untersuchen zu kénnen. Dazu wurde die Software Ingenuity Pathways Analy-
sis von Ingenuity Systems (Redwood City, USA) verwendet, die automatisch Stoffwechsel-
wege und Proteinnetzwerke aufzeigen, in denen sich die unterschiedlich stark translatierten
Gene befinden. So konnen die dazugehorenden Proteine in Zusammenhéinge gestellt werden
(siche Abb. 3.12.).

Es wurden vier unterschiedlich regulierte Gene genauer untersucht (in Abb. 3.12. rot umran-
det): SP1 (networkl), ROCKI (networkl und network2), BIRC4 (network2) und PTEN (net-

work3), die interessant fiir die Pathogenese der Parkinson’schen Krankheit sein kdnnten. Die
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verschiedenen Faktoren der unterschiedlichen Expressionsraten zwischen der WT R621- und

der mut C621-Synphilin-1-Méuse sind in Tabelle 3.1. zusammengefasst.

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der Expressionsunterschiede der untersuchten Gene zwischen der WT- zur

mutSynphilin-1 Mauslinie. Der Faktor des Unterschiedes bezieht sich dabei auf die WT-Synphilin-1 Mauslinie.

Name des Gens  X-Wert (aus Abb. 3.12.) F-Wert ( F =2%)

SP1 -2,163 0,22
ROCKI1 -1,097 0,47
BIRC4 / XIAP 3,5097 11,39
PTEN -1,511 0,35

Die F-Werte bzw. Expressions-Faktoren geben an, wie grofl der Unterschied der exprimierten
Menge der einzelnen Gene zwischen den beiden Mauslinien ist. Dabei liegt der Wert von WT
621R-Synphilin-1 immer bei ,1” und der der mut 621C-Synphilin-1 Linie ist in Tabelle 3.1.
ersichtlich. So liegt der Expressionslevel von SP1 bei mut 621C-Synphilin-1 im Vergleich zu
WT 621R-Synphilin-1 bei etwa '/4, bei ROCK1 bei etwa der Hilfte, bei PTEN /5. Das Gen
BIRC4 ist hingegen in der mutSynphilin-1 um mehr als den Faktor elf erhoht.

Zusétzlich wurden die Verdnderungen der Expressionslevel der oben beschriebenen Proteine
ins Verhéltnis zu Kontrolltieren gesetzt. In Tabelle 3.2. sind die F-Werte dargestellt, wobei

die Kontrolle den Wert ,1° erhédlt und so leicht die Abweichung erkennbar ist.

Tabelle 3.2.: Vergleich der Expressionslevel der vier fiir die Pathogenese interessanten Genen zwischen der WT

R621- und der mut C621 Synphilin-1 Mauslinie jeweils in Bezug zu Kontrolltieren.

Name des Gens C57Bl/6 vs. WT R621 Synphilin-1 C57B1/6 vs. mut C621 Synphilin-1

SP1 3,33 0,60
ROCK1 2,03 0,96
BIRC4 / XIAP 0,48 1,73
PTEN 8,19 3,16
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Abb. 3.12.: In dieser Abbildung sind drei verschiedene Protein-Netzwerke dargestellt, deren Gene in den
mut621C- im Verhéltnis zu den WT621R-Synphilin-1-Mé&usen hoch- (rot) bzw. herunterreguliert (griin) sind.
Damit das Netzwerk zustande kommt, werden zusétzlich nichtregulierte Proteine (wei3) eingezeichnet. Die ein-
zelnen Netzwerke sind in Zellkompartimente eingeteilt, wobei sich bisher noch nicht lokalisierten Proteine in der
rechten Spalte (bezeichnet mit unkown) befinden. Der Faktor der Genregulation lésst sich anhand des Wertes
unter dem Namen des entsprechenden Gens nach der Formel: F = 2* berechnen.

Vier ausgesuchte Gene (rot umrandet) wurden fiir besonders interessant erachtet und mittels Western-Blot verifi-
ziert.

3.1.2.2.1. Transkriptionsfaktor SP1

Der Transkriptionsfaktor SP1 bindet an verschiedene GC-Boxen (GGGGCGGGG) und regu-
liert bzw. aktiviert so die Expression einer Vielzahl an Genen (Li et al., 2004). Dabei befinden
sich auch zwei Gene, die in enger Beziehung zur Pathogenese von Parkinson stehen: die Mo-
noaminooxidase B (MAO B) (Wong et al., 2001) und der Dopamintransporter (DAT) (Wang
and Bannon, 2005). Die MAO B oxidiert Dopamin (DA) zu Dihydroxyphenylsédure (DOPAC)
und Wasserstoffperoxid (H,0,) (Maker et al., 1981;Gesi et al., 2001). Das dabei gebildete
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H,0, fiihrt dann zu den in der Einleitung beschriebenen Folgen eines oxidativen Stresses in-
nerhalb der dopaminergen Zellen. Bei DAT handelt es sich um ein Plasmamembranprotein,
welches freigesetztes DA aus dem synaptischen Spalt wieder in die prisynaptischen Nerven-
enden zuriicktransportiert. Es steuert so die DA-Menge und deren Aufenthaltsdauer in der

extrazelluldren Region.

3.1.2.2.2. PTEN (phosphatase and tensin homolog on chromsome ten):

PTEN wurde als Tumorsupressor-Gen identifiziert (Cantley and Neel, 1999). Das Protein
besitzt eine Tyrosinphosphatase Domédne mit zweifacher Spezifizitit: zum einen als Prote-
inphosphatase, zum anderen eine sehr signifikante Affinitdt zum Lipid Phosphatidylinositol-
(3,4,5)-triphosphat (PIP3) (Maehama et al., 2000). Der Phosphoinositol-3-kinase (PI3K) Sig-
nalweg spielt eine Schliisselrolle in der Kontrolle einer Vielzahl biologischer Prozesse; unter
anderem beim Uberleben der Zelle, Zellteilung, Wachstum und Zellmotilitit (Vanhaesebroeck
et al., 2001;Cantley, 2002). Aktivierte PI3K katalysiert die Phosphorylierung von Phosphati-
dylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP2) zu PIP3 (Fruman et al., 1998). PIP3 ermdéglicht der
PIP3-dependent kinase (PDK) die Aktivierung der Protein Kinase B, die zum Uberleben der
Zelle beitragt (Stokoe et al., 1997). Dieser Signalweg wird durch Dephosphorylierung von
PIP3 durch PTEN negativ reguliert, so dass die Expression von PTEN in Zellen zu erhohter
Apoptose fithrt (Davies et al., 1998). Interessanterweise gilt das Parkinson-relevante Protein

DJ-1 (PARKY7) als ein Negativregulator von PTEN (Kim et al., 2005a).

3.1.2.2.3. BIRC4 oder XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)

Ein wichtiger Schritt in der Entstehung von Apoptose ist die Aktivierung von verschiedenen
Cystein-Proteasen, sog. Caspasen, die ihre Substrate an spezifischen Aspartaten schneiden
(Thornberry and Molineaux, 1995). Caspasen werden als inaktive Pro-Caspasen exprimiert
und erst durch proteolytischen Verdau aktiviert. Die Caspase-9 ist der Initiator einer Kaskade,
die durch ein mitochondriales Apoptosesignal (Freisetzung von Cytochrom C) autoproteoly-
tisch aktiviert wird (Li et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass XIAP an die Caspase-3, -
7 und auch -9 sehr stark bindet, diese inaktiviert und als effizientester Inhibitor der Apoptose
seiner Familie gilt (Deveraux et al., 1997). Fiir diese Inhibition besitzt diese Proteinfamilie bis
zu drei verschiedene baculoviral IAP repeat (BIR) Dominen, die spezifisch mit unterschied-
lichen Caspasen interagieren. XIAP besitzt zusdtzlich eine C-terminale Really Interesting
New Gene (RING) finger Domine (Deveraux et al., 1997). Somit besitzt auch XIAP, genau
wie Parkin (PARK2), die Funktion einer E3-Ligase und spielt eine Rolle in der Markierung
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zur Degeneration von Proteinen iiber das Proteasom (Pickart, 2001). Ein Kandidat dieser E3-
Ligaseaktivitit von XIAP ist z. B. die Caspase-9.

Das Parkinson- Suszeptibilititsgen Omi/HtrA ist ein Inhibitor von XIAP und inaktiviert die-
ses bei Freisetzung aus den Mitochondrien durch kompetitive Bindung an XIAP (Martins et

al., 2002).

3.1.2.4. ROCK1 (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1)

ROCKI ist eine Serin/Threonin Kinase, die durch GTP-gebundenes Rho aktiviert wird. Diese
Kinase phosphoryliert eine groBle Anzahl von Signalproteinen und reguliert unter anderem
den Autbau des Actin-Zytoskeletts (Maekawa et al., 1999) und die Kontraktion des glatten
Muskelfasern (Van Eyk et al., 1998). Fiir die Hirnforschung spielt die Regulation des Neuri-
tenfortsatzwachstums in Kultur eine weitaus groBere Rolle. Es wird vermutet, dass Uberex-
pression von vorherrschend aktivem ROCK axonales Wachstum verhindert. Der Rho/ROCK
Signalweg ist der kritische Schritt in der Einleitung von axonalem Wachstum (Bito et al.,
2000). Zusétzlich wird ROCK1 auch durch die Caspase-3 aktiviert, indem die C-terminale,
inhibitorische Doméne entfernt wird. Die Aktivierung durch die Caspase wird fiir die mor-
phologische Blasenbildung von apoptotischen Zellen verantwortlich gemacht (Sebbagh et al.,
2001).

3.1.2.3. Verifizierung der gewonnen Microarray-DNA-Chip Daten

Um die gewonnen Daten des DNA-Chip-Experiments zu verifizieren, wurden Western-Blots
mit entsprechenden Antikorpern gegen diese vier Proteine durchgefiihrt. Dazu opferte man
von jeder Mauslinie drei Méuse und lysierte deren Gehirne. Ein gleichméBiges Auftragen der
Proteinmenge gewihrleistete die detektierte Proteinmenge mit Antikdrpern gegen das house-
keeping gene B-Actin.

WT R621Synphilin-1 mut C621Synphilin-1 OK.

100 kDo — L'ﬂ!: T‘. ¥ L- < SP]

75 kDo — |
=. W <— XIAP

50 kDa —

T a— -— s <— BACtin
37 kDo —
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Abb. 3.13.: Western-Blots mit Antikorper gegen die vier ausgewihlten Proteine SP1, XIAP, PTEN und ROCKI.
Es wurden jeweils 30 pg Gesamtprotein aus Hirnlysat drei transgener Méuse jeder Mauslinie. Zusétzlich wurde
noch eine Negativkontrolle (K. — C57/Bl6-Maus) aufgetragen. So konnte nicht nur der Vergleich der unter-
schiedlichen Proteinexpressionen zwischen den beiden Mauslinien verglichen werden, sondern auch mit den
Kontrollméusen untersucht werden. Als Ladekontrolle diente bei jedem Western-Blot ein Antikérper gegen das
house-keeping gene B-Actin.

Wihrend der Expressionslevel von Proteinen bei der Methode der DNA-Chips indirekt erfolgt
und nur die Mengen an mRNA bestimmt, wird die reale Proteinmenge mittels Western-Blot
nachgewiesen.

Vergleicht man die Bandenstirken der Proteine in Bezug auf die aufgetragene gesamte Prote-
inmenge, die durch die Ladekontrolle ersichtlich wird, kann man diese mit den Werten der
DNA-Chips vergleichen (siche Tabelle 3.3). Da die Bestimmung der Banden nur semiquanti-

tativ erfolgt, kann jeweils nur eine Tendenz widergegeben werden.

Tabelle 3.3.: In dieser Tabelle wird gezeigt, inwieweit die Daten und die Tendenzen der Verénderungen der
mRNAs, gewonnen aus den DNA-Chip Experimenten, mit denen der Western-Blots iibereinstimmen. Das Zei-

chen ,@’ bedeutet, dass keine Ubereinstimmung ersichtlich ist, wihrend ,¥"* fiir eine gleiche Tendenz steht.

Westernblot stimmt mit Ergebnissen der DNA-Chips tendentiell iiberein
Gen bzw. Protein

WT vs. mut C57B1/6 vs. WT C57B1/6 vs. mut
SP1 o 4 o
BIRC4 / XIAP o o o
PTEN (] v v
ROCK1 (4] v v

Nur wenige Ergebnisse der Western-Blots stimmen mit denen der DNA-Chip-Experimenten

uberein.
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3.1.2.4. Quantifizierung von Neurotransmittern und ihren Stoffwechselprodukten

In diesem Versuch wurden die Konzentrationen der Neurotransmitter Dopamin (DA) und
Serotonin (5’-Hydroxytryptamin; 5’-HT) und deren Stoffwechselprodukte DOPAC (3.4-
Dihydroxyphenylessigsdure) und Homovanilinsdure (HVA) bzw. 5-HIAA (5-Hydroxy-
indoyl-essigsdure) in den beiden transgenen Synphilin-1-Mausmodellen miteinander vergli-
chen. Zusitzlich wurden C57/Bl6-Mause als Kontrollen verwendet. Dazu wurden aus den
getoteten Méusen das Striatum und die Substantia nigra pars compacta herausprépariert, ly-
siert und die Menge mittels high pressure liquid chromatography (HPLC) bestimmt.

Dopamin wird mittels MAO B zu DOPAC ungewandelt (siche Abb.1.5.), dann aus der Zelle
transportiert und dort in HVA verstoffwechselt. Durch Bestimmung der Konzentrationen der
einzelnen Molekiile kann geklart werden, ob weniger DA gebildet oder mehr DA abgebaut
wird und, ob dieser Abbau intra- oder extrazellular stattfindet. Bei Serotonin handelt es sich
um einen Antagonisten von Dopamin (Huttunen, 1995), so dass die Wirkung und die Hohe
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Abb. 3.14.: Auf der linken Seite dieser Abbildung befinden sich die Konzentrationen von Dopamin und seiner
Metaboliten innerhalb des Substantia nigra und im Striatum. Die rechte Seite zeigt Serotonin und sein Abbau-
produkt 5-Hydroxy-indoyl-essigsdure (5S-HIAA). Die nach einer Varianz-Analyse berechneten Signifikanzbalken
stellen die entsprechenden Balken der Diagramme in Beziehung; mehr dazu im Text. Die Sternchen (*) in der
Grafik geben die berechneten Signifikanzwerte an (*: p < 0,05; **: p < 0,01 und ***: p < 0,001). Bei der Mes-
sung von HVA in den Kontrollméusen konnte keine Konzentration bestimmt werden, so dass eine statistische
Auswertung nicht moglich ist.

der DA-Konzentration in der Pathogenese von Morbus Parkinson auch von der des Serotonin
abhingt. Die Untersuchung des Metaboliten 5°-HIAA lésst auf eine Verdnderung der Kon-

zentration von Serotonin schlieffen.
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Der Unterschied zwischen Dopamin in der Substantia nigra zwischen den transgenen Tieren
und der Kontrolle ist signifikant (F(2, 19) = 9,00, p = 0,0018). Das Gleiche gilt fiir die Kon-
zentrationen innerhalb des Striatums (F(2, 20) = 194,00, p < 0,0001). Wéhrend die Konzentra-
tion des Stoffwechselproduktes DOPAC im Striatum bei beiden transgenen Tieren hdchst
signifikant gesenkt ist (F(2, 20) = 113,21, p < 0,0001), zeigt sich eine Signifikanz in der SNpc
nur bei der WT-Synphilin-1-Maus (F(2, 20) = 4,06, p = 0,0031). Bei der Messung von Homo-
vanilinsdure (HVA) in der SNpc konnte bei den Kontrollméusen keine messbare Menge be-
stimmt werden, so dass eine statistische Auswertung nicht moglich ist. Innerhalb des Stria-
tums konnte eine hochst signifikanter Unterschied zwischen den transgenen Méusen im Ver-
gleich zu den Kontrollen (F(2, 20) = 65,18, p < 0,0001) festgestellt werden.

Der Unterschied zwischen Serotonin im Striatum ist hochst signifikant (F(2, 20) = 18,93, p <
0,0001) zwischen den transgenen Tieren im Vergleich zu den Kontrollméusen, wéihrend in der
SNpc ein signifikanter Unterschied nur zwischen den WT-Synphilin-1 Méusen und den Kon-
trollmduse aufzufinden war (F(2, 20) = 6,32, p = 0,0075). Der Unterschied des Metaboliten
von Serotonin 5’-HIAA ist nur im Striatum zwischen dem transgenen, mutierten Synphilin-1

und den Kontrollmiusen signifikant (F(2,20) = 4,04, p = 0,0336).

3.2. Auffinden von neuen Interaktionspartner von Synphilin-1

3.2.1. Alilgemeines

Die Funktion von Synphilin-1 liegt bisher immer noch im Dunkeln. Aus den vorhergesagten
Dominen lassen sich keine Riickschliisse auf das Wirken des Proteins schliefen. Die Anky-
rin-like Domain wurde nach dem Protein Ankyrin benannt. Ankyrin ist ein Vermittler zwi-
schen Spectrin-Dominen und integralen Membranproteinen (Batrukova et al., 2000). Spectrin
hingegen ist bekannt als Memban-Strukturprotein, welches zusammen mit Actin innerhalb der
Erythrocyten die Eigenschaften der Zellmembran reguliert (Bennett, 1989). So kann das Er-
scheinungsbild der Erythrozyten von der normalen in die ,,Pantoffelform* verdndert werden,
die es den roten Blutkdrperchen ermdglicht, auch die vom Durchschnitt her viel zu kleinen
Kapilaren zu durchwandern. Fiir genauere Einblicke in die Funktion von Synphilin-1 wére
das Auffinden der spezifischen Membranproteine hilfreich. Die Coiled-coil-Doméne (Amino-
sdure 515 bis 552) gehort auch in die Klasse der Doménen, die durch Interaktionen das Zy-
toskelett von Zellen aufbauen und stabilisieren. Beide Doménen sind in diesem Zusammen-
hang fiir die Erklarung der Funktion nicht hilfreich. Neben der Schlussfolgerung der Funktion

aus der Doménenstruktur ist das Auffinden von Interaktionspartnern hilfreich. Synphilin-1
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selbst wurde als Interaktor von a-Synuklein aufgefunden und gelangte so in das Interesse der
Parkinson-Foschung (Engelender et al., 1999). Spiter wurde die Interaktion mit der E3-
Ligase Parkin aufgefunden (Chung et al., 2001). Beide Wechselwirkungen konnten mittels
der Hefe Zwei-Hybrid-Methode (veast 2-hybrid — Y2H) nachgewiesen werden. Zusétzlich
bestétigte das Auffinden in Lewy-Korperchen diesen Verdacht (Wakabayashi et al., 2002).

Um mehr von der Funktion von Synphilin-1 im Allgemeinen und im Speziellen in der Patho-
logie von Morbus Parkinson zu verstehen, haben wir ein Y2H-screening durchgefiihrt. Die
neuen Interaktionspartner sollen helfen, Synphilin-1 besser zu charakterisieren. Ein Y2H-
screening mit Synphilin-1 wurde zuvor schon durchgefiihrt und dabei die E3-Ligasen SIAH-1
und SIAH-2 als Interaktionspartner identifiziert (Liani ef al., 2004). Auch wir verwendeten
fiir unseren Y2H-screening die klassische Methode, die nur 16sliche, zytosolische Protein-
wechselwirkungen auffinden kann. Dennoch kénnen weitere Interaktionspartner herausge-

fischt werden, wenn eine andere cDNA-Bank verwendet wird.

3.2.2. Hefe zwei-Hybridscreening

Fiir das bessere Verstindnis der Funktion von Synhphilin-1 wurde ein Hefe Zwei-Hybrid
screening durchgefiihrt. So sollten neue Interaktionspartner identifiziert werden. Da das Vor-
handen sein der Ankyrin-like repeats und der coiled-coil Doméne auf viele unspezifische
Bindungspartner schlieBen lidsst wurde nur die Sequenz der Aminosduren 1-348 und 557-920
verwendet. Die ersten vier Ankyrin-like repeats, die coiled-coil Doméne und die GTP/ATP-

Bindungsdoméne wurden so aus der cDNA entfernt.

3.2.2.1. Synphilin-1-Konstrukt A (Aminosiure 1-348 und 557-920)

Das neue Konstrukt wurde an Dualsystems Biotech AG (Ziirich, CH) geschickt, die das
screening fiir uns durchfiihrten. Sie klonierten das Konstrukt in den pLEXA-dir (bait)Vektor,
transformierten das gewonnene Plasmid zusammen mit einem leeren pACT2- (prey)Vektor in
den Hefestamm L.40 und testeten, ob er selbstaktivierend ist. Es ist leicht ersichtlich, dass das

erste Synphilin-1-Konstrukt selbstaktivierend war (siche Abb 3.15.).

A B C

Abb. 3.15.: Nachweis der Selbstaktivierung des ersten Synphilin-1-Konstruktes, durchgefiihrt von Dualsystems
Biotech AG (Ziirich, CH). Eine blaue Féarbung zeigt die Aktivierung des Reportergens B-Galactosidase an.
A: Negativkontrolle; B: Synphilin-1-Konstrukt in pLEXA-dir; C: Positivkontrolle
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3.2.2.2. Synphilin-1-Konstrukt B (Aminoséiure 177-348 und 557-920)

Von Dualsystems AG wurde vorgeschlagen, die ersten 176 Aminosduren zusitzlich zu ent-
fernen. Es handelt sich dabei vorwiegend um saure Aminosdurereste. Saure Aminosdurereste
sind oft mit aktivierenden Regionen von Transkriptionsfaktoren assoziiert worden (Ma ef al.,
1987;Ruden et al., 1991;Ruden, 1992). Nach dieser weiteren Verkiirzung des Synphilin-1
Konstrukts konnte keine Selbstaktivierung mehr festgestellt werden.
Dualsystems AG konnte vier Klone finden, die mit Synphilin-1 positiv interagierten. Anhand
der Sequenzen konnten drei verschiedene, neue Interaktionspartner ermittelt werden:

1. Duo/HAPIP — Sequenzbereich von Aminoséure 717 bis 1664.

2. Periphilin-1 — Sequenzbereich von Aminoséure 2 bis 1337.

3. Proteinphosphatase 1, katalytische Untereinheit, a-Isoform — Sequenzbereich von

Aminoséure 19 bis 239.

Das Protein Periphilin-1 und seine Interaktion mit Synphilin-1 wurde von Anne S6hn charak-
terisiert (Sohn, A et al., eingereicht). Der katalytischen Untereinheit der Proteinphosphatase 1

wurde bisher — aus Zeitmangel — noch keine Aufmerksamkeit geschenkt.
3.2.3. Charakterisierung der Interaktion zwischen Duo und Synphilin-1

3.2.3.1. Eingrenzung des Interaktionsbereiches von Synphilin-1:

Es wurde fiir den Y2H-screening keine fortlaufende Sequenz von Synphilin-1 verwendet. So
kann die Interaktion durch eine neu auftretende Tertidrstruktur des Hybridmolekiils entstan-
den sein. Deshalb wurde die Interaktion zwischen dem vollstindigen Duo mit dem vollstdndi-
gen Synphilin-1 Protein nachgewiesen. Zusitzlich wurde die Interaktion von Synphilin-1 mit
dem Duo-Ortholog aus der Ratte Kalirin-7c getestet. Kalirin-7c¢ besitzt auf Aminosidureebene
eine 98 %ige identische Sequenz zu humanem Duo. Da Synphilin-1 im bait-Vektor selbstak-
tivierend ist, wurde die Sequenz in den prey-Vektor kloniert. Duo und Kalirin-7¢ waren im
bait-Vektor nicht selbstaktivierend.

Die bei einer Interaktion exprimierende [-Galactosidase farbt die Kolonie bei Anwesenheit
von [-Galactose blau. Abb. 3.16. unterstiitzt so die Moglichkeit einer Wechselwirkung zwi-
schen den Proteinen Synphilin-1 und Duo bzw. Kalirin-7c. Das Fehlen der Blaufiarbung bei
Transformation der Vektoren mit entsprechenden leeren zweiten Vektoren lédsst eine Selbstak-
tivierung der Konstrukte ausschlieen.

Im ndchsten Schritt wurde die Interaktion auf den vorderen oder hinteren Bereich des Synphi-

lin-1 Hybridproteins beschridnkt. Dazu wurde sowohl die N-terminale, als auch die C-
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Synphilin-1
v nur Duo nur Synphilin-1
Duo
A B C

Synphilin-1 . .
nur Kalirin-7¢ | nur Synphilin-1
Kalirin-7c

D E F

Abb. 3.16.: Verifizierung der im Yeast 2-Hybrid aufgefundenen Interaktion zwischen den Synphilin-1 und Duo-
Konstrukten. Dazu wurde die Interaktion mit den vollstindigen Proteinen (A) und zusitzlich mit dem Ratten-
Ortholog von Duo, Kalirin-7c, (D) durchgefiihrt. Eine Selbstaktivierung der Konstrukte wurde mittels der Klone
B, C und E, F ausgeschlossen.

terminale (in der WT621R- und mut621C-Variante) Sequenz von Synphilin-1 alleine verwen-
det und in den bait-Vektor ligiert. Jedes Plasmid wurde zusammen mit ADuo in pACT2
(prey-Vektor) in Hefe transformiert. AuBBerdem wurde, um Selbstaktivierung der einzelnen
Konstrukte auszuschlieBen, leerer prey-Vektor zusammen mit den Synphilin-1-Konstrukten

transformiert. Keines dieser Plasmide zeigte Selbstaktivierung auf.

5’ &3’ Sphl WT |5’ Sphl WT |3’ Sphl WT |3’ Sphl mut
. ADuo-Segment
A B € D A | B | C | D

Abb. 3.17.: Nachweis der Interaktion zwischen den Synphilin-1-Konstrukten und dem aufgefundenen Duo-
Segment. Fiir die Transformation wurde als bait Synphilin-1 mit der AS-Sequenz von 177-348 und 557-920 (A),
Synphilin-1 mit dem AS-Bereich 177-348 (B) und Synphilin-1 mit dem AS-Bereich von 557-920 (C und D). Bei
C handelte es sich um die WT621R- wihrend bei D die mut621C-Variante verwendet wurde.

Abb. 3.17. zeigt eine sehr starke Interaktion zwischen dem Hybrid-Konstrukt und dem Duo-
Segment. Bei Verwendung von 5’-Synphilin-1 wird keine B-Galactosidase gebildet, so dass
auch keine Interaktion zwischen diesem Bereich und Duo stattfindet. Die Blaufiarbung der
letzten beiden Klone weist darauf hin, dass eine Interaktion zwischen dem C-terminalen
Synphilin-1 Bereich mit Duo stattfindet. Dies beweist, dass die gefundene Interaktion nicht
nur auf Grund des neugebildeten Hybridproteins zustande kam. Fiir das Zustandekommen der
Interaktion wird von Duo der Aminosdurenbereich von 717 bis 1664 und von Synphilin-1 von

557 bis 920 benotigt.

3.2.3.2. Quantifizierung der Interaktion

Anhand von B-Galaktosidase-Filterassays ist ein quantitativer Nachweis {iber die Stirke der
Interaktion nicht moglich. In mehreren Filterassays konnte jeweils beobachtet werden, dass
die Interaktion zwischen 3> WT621R-Synphilin-1 und ADuo eine scheinbar intensivere und
schnellere Farbung verursacht, als die mit dem mutierten Konstrukt. Deshalb wurde ein f-

Galaktosidase-Assay in Fliissigkultur durchgefiihrt, der die Vermutung der Filterassays verifi-
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zieren sollte. In zwei Ansidtzen konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen dem
Duo-Fragment und WT621R-Synphilin-1 im Durchschnitt der vier analysierten Klone hochst
signifikant (p < 0,0002) stirker war als mit der mut621C-Variante (siche Abb. 3.18.).

In weiteren Liquid-Assays konnten die zuvor erzielten Ergebnisse nicht mehr reproduziert
werden, da bei diesen Versuchen sowohl bei WT621R als auch bei mut621C Synphilin-1 gar
keine Enzymaktivititen mehr gemessen werden konnte. Der gemessene Unterschied der ers-

ten beiden Versuche muss deshalb mit Vorsicht genossen werden.

100

EIWT R621 B mut C621

75 -

50

Miller units

25

Kion 1 Klon 2 Kilon 3 Klon 4 Mittelwert

Abb. 3.18.: Quantitative Untersuchung der Interaktion zwischen WT621R und mut621C Synphilin-1 mit ADuo.
Es wurden jeweils die Enzymaktivitdten von vier unterschiedlichen Klonen in einer 3-Fachbestimmung gemes-
sen. Von den 4 Klonen wurde zusétzlich der Mittelwert bestimmt.

3.2.3.3. Eingrenzung des Interaktionsbereiches von Duo/HAPIP bzw. Kalirin-7:

Im néchsten Schritt sollte der Bereich des Duo-Fragments, der mit Synphilin-1 interagiert,
genauer charakterisiert werden. Dazu wurden kleinere Fragmente von Duo in den bait-Vektor
kloniert. Diese beinhalten jeweils eine einzelne Ankyrin-like Doméne (siehe Abb. 3.20.:
ADuo 1 — 4 short) oder einen gréBeren Bereich zwischen diesen. Die Plasmide wurden, nach
dem ihre Selbstaktivitit ausgeschlossen werden konnte, zusammen mit dem C-terminalen
Bereich von Wt621R-Synphilin-1 in Hefen transformiert. Keine dieser doppeltransformierten
Klone wies eine Interaktion nach Lyse und B-Galactose-Fiarbung auf, so dass mit keinem die-
ser Konstrukte eine Interaktion nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund wurden an-

schlieBend groBere Fragmente (sieche Abb. 3.20.: ADuo 1 — 4 long und ADuo 5) in die Vektor-
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Abb. 3.19.: Zur weiteren Charakterisierung des Interaktionsbereiches wurden verschiedene Partialklone von
Duo kloniert. Die Partialklone deltaDuo 1 short bis deltaDuo 4 short decken jeweils iiberlappend eine Spektrin-
Domine ab; die ldngeren Partialklone decken jeweils zwei ab. Zusétzlich wurde der deltaDuo 5-Klon kloniert,
der den spektrin-freien C-Terminus abdeckt. Die Einteilung der Doménen fand mittels des Programms SMART
(simple modular architecture research tool — http.//smart.embl-heidelberg.de/) statt.
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ren kloniert. Diese Fragmente bestanden aus jeweils zwei der kleinen, iiberlappenden Frag-

Synphilin-1 3> WT

ADuo ADuol1 ADuo?2 ADuo3 ADuo4 ADUoS
long long long long
A B C D E F

Abb. 3.20.: B-Galactosidasetest der langen Duo-Fragmente (siche auch Abb. 3.20.). Die Interaktion zwischen
Synphilin-1 3> WT und ADuo diente dabei als Positivkontrolle (A). Es konnte keine eindeutige Blaufarbung und
damit auch keine eindeutige Wechselwirkung zwischen Synphilin-1 und den Duo-Fragmenten nachgewiesen
werden (B — C).

mente. Falls fiir die Interaktion der Bereich zwischen den kleinen Klonen bendtigt wird, wer-
den sie durch iiberlappende Bereiche der groflen Klone abgedeckt. Auch mit den langen
Fragmenten misslang es, eine Interaktion festzustellen. Es war mir deshalb nicht moglich, den
Bereich der Interaktion zwischen dem C-Terminus von Synphilin-1 und Duo enger einzu-

grenzen.

3.2.4. Untersuchung der Interaktion von Synphilin-1 mit Interaktionspart-
nern von Duo

3.2.4.1. Allgemeines zur Pathogenese des Morbus Huntington

Mit Duo konnte ein neuer Interaktionspartner von Synphilin-1 identifiziert werden. Duo wird
bisher nicht mit der Parkinson’schen Krankheit in Verbindung gebracht, sondern mit der Po-
lyglutaminerkrankung Morbus Huntington. Die Huntington’schen Krankheit wird durch die
Expansion eines CAG-repeats im Gen, welches Huntingtin (Htt) kodiert, verursacht (Ziihlke
et al., 1993;Kremer et al., 1994). Je ldnger die Glutaminkette in diesem Protein ist, desto frii-
her erkrankt die betroffene Person daran (Meyers, 2004; Ubersichtsartikel). Als ein Interaktor
von Huntingtin wurde das Protein HAP1 (huntingtin associated protein 1) identifiziert, wobei
die Stirke der Interaktion mit der Anzahl der Glutamin-Wiederholungen korreliert (Li et al.,
1995). HAP1 hingegen interagiert mit Duo, welches auch als HAPIP (huntingtin associated
protein interacting protein) bezeichnet wird.

Tang und seine Kollegen haben das Zusammenspiel von Huntingtin und HAP1 genauer unter-
sucht (siche Abb. 3.21.). Dabei konnten sie einen terndren Komplex von Htt und HAP1 mit
dem Ca*"-Tonenkanal Inositol-3-Phosphatrezeptor (IP3R) des endoplasmatischen Retikulums
aufzeigen (Tang et al., 2003). Huntingtin mit verlingertem Glutamin-repeat bindet schwécher
an PSD95, dafiir stirker an IP3R (Tang et al., 2003). Dies fiihrt zu einer erhohten Sensitivitit
des Rezeptors fiir Inositol-3-Phosphat (InsP3) und einem damit verbundenem erhéhtem Ca*'-
Einstrom in das Zytosol. Eine Wechselwirkung zwischen einer PDZ-Doméne von PSD95 und

Kalirin-7 wurde schon friiher beschrieben (Penzes et al., 2001).
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Extrazellularer Raum

Abb. 3.21.: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen verschiedener, mit Morbus Huntigton assoziierter
Proteine. Sowohl die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch Glutamat, als auch die des Inositol-3-Phosphat-
Rezeptors (IP3R) durch Inositol-3-Phosphat (InsPs) fiihrt zu einem Einstrom von Ca**-Ionen ins Zytosol. Die
Starke der Wechselwirkung von Huntingtin (Htt) mit PSD95 bzw. dem terndren Komplex mit HAP1 und IP3R
hangt von der Lange der Glu-Repeats ab. Synphilin-1 (Sph1) interagiert mit Duo/HAPIP und zusitzlich noch mit
IP3R (Abbildung veridndert nach (Tang et al., 2003)).

Ausgehend von diesem Wissen wurde iiberpriift, ob eine Wechselwirkung zwischen Synphi-

lin-1 und den in Abb. 3.21. aufgezeigten Proteinen mittels Y2H aufgefunden werden kann.

3.2.4.2. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit PSD95
Das postsynaptic density protein 95 (PSD95 oder auch disc large homolog 4 — DLG4) besitzt

drei PDZ-Doménen, mit denen es sowohl mit Huntingtin als auch mit dem zytosolischen Be-

reich von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) interagiert (Kornau et al., 1995). Ein

8 585 633 870 1092 1311 1422 1620 1728 2265 2301

Abb. 3.22.: Schematische Darstellung von PSD95 (oder DLG4). Das Protein besitzt drei PDZ-Doménen und
jeweils eine ,,src Homology-3“- (SH3) bzw. GuKc-Doméne (diese Doménen wurden nach ihrem auffinden in
Guanylatkinasen so bezeichnet). Zusétzlich gibt es noch ein C-terminales Signalpeptid. Die Zahlen geben die
Position der Doménen in bp an. Die Einteilung fand mittels des Programms SMART (siehe Abb. 3.20.) statt.

Absenken der PSD95-Konzentration verschiebt das Verhéltnis von Anregen zu Inhibieren
neuronaler Synapsen innerhalb des Hippocampus (Migaud et al., 1998).

Aus Mangel an humaner cDNA wurde das Ortholog aus der Ratte verwendet. Dies diirfte kei-
nen grofen Einfluss auf eine Interaktion haben, da auf Aminosdureebene eine 99 %ige Se-

quenzhomologie vorliegt. Die Sequenz lag im Vektor GW1-CMVector vor und war eine
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freundliche Uberlassung von Yi-Peng Hsueh (Hsueh et al., 1997). Zwischen der neunten und
der zehnten Aminosdure befindet sich jedoch ein myc-Tag-Fragment (Sequenz: KKYRYQ).
Die cDNA-Sequenz von PSD95 ab Aminosdure 10 wurde in den prey-Vektor kloniert und auf

eine Interaktion mit Synphilin-1 im bait-Vektor via Y2H untersucht.

PSD95
nur Synphilin-1 | nur PSD95
Synphilin-1
A B C

Abb. 3.23.: B-Galactosidasetest der Interaktion zwischen PSD95 im bait- und Synphilin-1 im prey-Vektor (A).
Die Klone B und C wurden jeweils mit dem leeren Gegenvektor transformiert und zeigen so eine eventuelle
Selbstaktivierung auf; sie gelten als Negativkontrolle.

Zwischen Synphilin-1 und PSD95 konnte keine Wechselwirkung mittels Y2H nachgewiesen

werden.

3.2.4.3. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit NMDAR1A/2B

Da keine humane cDNA der beiden in der von Tang und Kollegen (Tang et al., 2003) vorge-
stellten NMDA-Rezeptor-Untereinheiten vorhanden war, wurde versucht, eine Interaktion mit
denen aus Rattenhirn gewonnenen DNA-Sequenzen durchzufiihren. Der Nachweis einer
Wechselwirkung fand auBerdem nur mit den zytosolischen Bereichen der beiden Proteine
statt, da hydrophobe Membrandoménen in wéssriger Losung zu einer Aggregation fiihren.
Des Weiteren spielen die Transmembrandominen und extrazelluldre Bereiche eines Proteins
bei einer intrazelluldren Interaktion in vivo hochstens eine geringe Rolle spielen.

Fiir den NMDARI1A-Klon wurden die Aminosduren 837 — 939 und fiir den NMDAR2B-Klon
die Aminosduren 843 — 1483 verwendet. Die verwendete NMDAR2B-Sequenz hat eine
98 %ige Homologie zum humanen Pendant, wéihrend sich die Sequenz von NMDARIA aus
Ratte und Mensch die Sequenz doch stark unterscheidet. Die ersten 26 Aminosduren sind
zwar identisch, doch danach unterscheidet sich die Sequenz erheblich; interessanter Weise ist

die zytosolische Sequenz aus Rattenhirn dreimal so lang wie die humane Sequenz.

NMDARIA i
Synphilin-1 NMDARIA
Synphilin-1_| " PYRPRRR | P
A B C
I;yl\:[l];ﬁlizf nur Synphilin-1 | nur NMDAR2B
D E F

Abb. 3.24.: B-Galactosidasetest der beiden NMDAR-Untereinheiten. Weder bei NMDARIA (A) noch bei
NMDAR?2B (D) konnte eine Interaktion mit Synphilin-1 nachgewiesen werden. Auch die Negativkontrollen (B
und C bzw. E und F) blieben negativ.
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Wie Abb. 3.23. zeigt wurde keine Interaktion von Synphilin-1 mit den zytosolische Bereichen

der Untereinheiten 1A und 2B des NMDA-Rezeptors aufgefunden.

3.2.4.4. Untersuchung einer Interaktion von Synphilin-1 mit IP3R

Der Inositol-3-Phosphat-Rezeptor (IP3R) ist ein zytosolischer Kanal, der Ca®>"-Ionen bei Sti-
mulierung mit Inositol-3-Phosphat (InsP3;) aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) ins
Zytosol freisetzt. Auch fiir den Versuch mit dem IP3R wurde anstatt der humanen Sequenz
die aus Ratte verwendet. Dank der freundlichen Uberlassung von Ilya Bezprozvanny (Univer-

sity of British Columbia in Vancouver, Kanada) erhielten wir zwei C-terminale Klone des

MN-Terminaler cytosol. Transmembran- C-Terminaler cytosol.
Bereich Domane Bereich
A A
' v Y—)ﬁ
-25%an 2749
zaa:.nzm; l- -TM-D..
N c
[
—— -CC-D.
Ic-a 25893 2627aa
IC-10 —_—
26282 2748aa
B

Abb. 3.25.: Schematische Darstellung des kompletten IP3R (A) (Khan et al., 2001) und die Position der zwei
Klone IC-8 und IC-10 innerhalb des IP3R (B). Mit blau sind die Transmembran-Doménen (TM-D.) und mit griin
eine Coiled-coil-Doméne (CC-D.) dargestellt.

Rattenhomologs von IP3R. Klon 1 (IC-8) enthélt die Aminosduren von 2589 bis 2627 und
Klon 2 (IC-10) die von 2628 bis 2750. Die beiden Klone decken dabei den C-terminalen, zy-
tosolischen Bereich des Rezeptors ab (siche Abb. 3.25.).

Die Sequenzen der beiden Klone wurden jeweils in prey-Vektoren kloniert und zusammen
mit Synphilin-1 im bait-Vektor in Hefe transformiert. Mit den so gewonnen Hefeklonen wur-

de anschlieend ein B-Galactosidasetest durchgefiihrt.

IC-8 o
nur IC-8 | nur Synphilin-1
Synphilin-1
A B C
IC-10 o
nur IC-10 | nur Synphilin-1
Synphilin-1
D E F

Abb. 3.26.: B-Galactosidasetest des C-terminalen zytosolischen Bereichs des IP3-Rezeptors. Wahrend die IC-10
Klone keine Interaktion mit Synphilin-1 aufweisen (E), ist eine starke Blaufarbung im IC-8 Klon zu sehen (A).
Die Negativkontrollen (B — C und F — G) sind nicht gefarbt, so dass eine Selbstaktivierung des IC-8-Klons aus-
geschlossen wird.
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Wihrend mit den bisherigen Proteinen keine Interaktion mit Synphilin-1 nachgewiesen wer-
den konnte, findet eine Wechselwirkung zwischen dem Inositol-3-Phosphat-Rezeptor und
Synphilin-1 statt. Die Interaktion kann sogar bei dem IP3R auf die 38 Aminosduren direkt
nach der siebten Transmembran-Doméne (Aminosdurenbereich 2589 bis 2627) eingeschrinkt

werden.

3.3. Mutationsscreening des Gens von Seven in absentia homolog-1
(SIAH-1) bei Parkinsonpatienten

3.3.1. Alilgemeines

Synphilin-1 wird von den Ubiquitin-E3-Ligasen Parkin (Chung et al., 2001) bzw. Dorfin (Ito
et al., 2003) ubiquitiniert. Mittels eines Hefe Zwei-Hybrid-Versuches wurden zwei weitere
E3-Ligasen gefunden, die mit Synphilin-1 interagieren und dieses auch ubiquitinieren. Es
handelt sich dabei um SIAH-1 und SIAH-2 (Liani et al., 2004). Wéhrend die Interaktion zwi-
schen SIAH-1 bzw. SIAH-2 mit a-Synuklein gleich stark ausgeprégt ist, interagiert SIAH-1
stairker mit Synphilin-1 als SIAH-2. Zusétzlich konnte SIAH-1 in Lewy Korperchen nachge-
wiesen werden (Liani et al., 2004). Da Mutationen in der E3-Ligase Parkin hdufige Formen
der Parkinson’schen Krankheit hervorrufen, erscheint es sehr moglich, dass auch Mutationen
im Gen SIAH-1 bei Parkinsonpatienten nachweisbar sind.

Ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung von SIAH-1 beim Absterben von Neuronen liefer-
ten Versuche von Hara und Kollegen. Stickoxide werden im Zytosol durch Hyperoxid-Anione
gebildet. Diese konnen in Neuronen ein apoptotisches Signal in den Kern iiberfiihren. Dabei
spielt STAH-1 als ein Mitausldser eine wichtige Rolle (Hara et al., 2005). Aus diesem Grund

haben wir innerhalb von 209 Parkinsonpatienten nach Mutationen in diesem Gen gesucht.

3.3.2. Untersuchtes Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv setzte sich aus 153 sporadischen und 56 familidren Parkin-
sonpatienten zusammen. Das durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 57,7 Jahre (S.D. + 11
Jahre) und 54,7 % waren minnlich. Das untranslatierte Exon 1 und der kurze Promotorbe-
reich wurden nur bei 68 Patienten des oben beschriebenen Patientenkollektivs amplifiziert
(Durchschnittsalter: 58,1 Jahre (S.D. + 10,8); 48,5 % minnlich). Alle Patienten wurden nach

den UK Parkinson’s disease brain bank criteria bewertet.
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3.3.3. dHPLC-Messung

STAH-1 befindet sich auf Chromosom 16q12 und besitzt zwei Exone, wobei das erste nicht
translatiert wird. Dennoch wurde das erste Exon (317 bp) und zusétzlich 79 bp des Promotors
untersucht. Da das zweite Exon mit 849 bp zu groB fiir eine Messung in der dHPLC ist, wurde
das Gen in zwei etwa gleichgrof3e, iiberlappende Fragmente zerlegt. Bei der Analyse der 418

Allele wurde nur ein auffilliges Chromatogramm erhalten (siche Abb. 3.27.).

101901WAYV Tuebingen minorPM 100603 JF

- PA1013
9] — control

Absorbance (mV)

" " " T " " "
0 1 2
Time (Minutes)

Abb. 3.27.: Auffilliges Chromatogramm einer Patientenprobe (PA1013) — dicke Linie. Im Vergleich dazu ist
noch eine Kontroll-DNA (diinne Linie) abgebildet.

3.3.4. Bestimmung des Basenaustausches

Die dHPLC ist nur eine Methode, um schnell eine Vielzahl an DNA-Fragmente auf Mutatio-
nen zu untersuchen. Ein auffdlliges Chromatogramm ist jedoch kein Beweis fiir ein Auffinden
einer Mutation, ldsst sich aber sehr gut als Vorauswahl fiir die Sequenzierung verwenden.
Deshalb wurde die Basenabfolge dieses Fragments sequenziert. Es konnte an Position 531
eine heterozygote Mutation (C531A — siche Abb. 3.28.) detektiert werden.

Dieser Basenaustausch hat jedoch keinen Einfluss auf die Aminoséuresequenz des Proteins,
da er sich an der dritten Position eines Codons befindet, und sowohl GTA als auch GTC fiir

die Aminosaure Valin kodieren.

= ) A T c} T M i c T i T T T

Abb. 3.28.: Sequenzabschnitt aus Exon 2 des Patient PA1013. Die heterozygote Mutation ist mit einem Pfeil
markiert. Sowohl das Codon GTA, als auch GTC (unterstrichen) kodieren beide fiir die Aminosédure Valin.
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Da wir in 418 Allelen keine funktionelle Mutation auffinden konnten, schlossen wir daraus,
dass Mutationen, die die kodierende Sequenz von SIAH-1 betreffen, keine hdufige Ursache

fiir die Entstehung von Parkinson darstellen.
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4. Diskussion

Synphilin-1 ist eines der zentralen Proteine in der Pathogenese von Morbus Parkinson. Es
interagiert sowohl mit Parkin (Chung et al., 2001), als auch mit a-Synuklein (Engelender et
al., 1999). Dennoch weill man bis heute nur wenig iiber dessen Funktion. Um die Funktion
bzw. Aufgabe dieses Proteins besser zu verstehen, wurden zwei Herangehensweisen parallel
durchgefiihrt. Zum einen sollten neue Interaktionspartner von Synphilin-1 mittels der Hefe
Zwei-Hybrid-Methode aufgefunden werden. Das Auffinden neuer Partner ermoglicht den
Blick auf Stoffwechselwege, in denen Synphilin-1 beteiligt ist. Des Weiteren wurden zwei
transgene Mausmodelle generiert. Beide Mauslinien exprimieren humanes Synphilin-1, eines
aber die mutierte Variante R621C (Marx et al., 2003). In der Einleitung wurde schon be-
schrieben, dass transgene Mausmodelle einfach zu handhabende Moglichkeiten sind, um die
Auswirkung bestimmter, eventuell mutierter Gene in-vivo auf Wirbeltiere untersuchen zu

konnen.

4.1. Diskussion der Ergebnisse der transgenen Méuse

Das Ziel, transgene Miuse zu generieren, konnte erfolgreich erreicht werden. In der Koopera-
tion mit der Méause-Einheit des Karolinska Institut unter Leitung von Dr. Wilbertz wurden
mehrere transgene Mauslinien generiert.

Fiir die Charakterisierung der Mauslinien und der Untersuchung der Auswirkung des huma-
nen, transgenen Proteins wurden jeweils die Linien ausgewihlt, die die grote Menge an WT
(TO1) bzw. mutiertem Synphilin-1 (T09) exprimieren. Es ist jedoch in einem Western-Blot
gut zu erkennen, dass die T09-Mauslinie stirker Synphilin-1 exprimiert, als die TO1-Linie.
Dennoch wurde die T09-Mauslinie gewéhlt, da in vorhergehenden Studien mit transgenen a-
Synuklein Mausmodellen gezeigt werden konnte, dass der Einfluss des Transgens auf die Pa-
thogenese der Parkinson’schen Krankheit stark mit der Expressionsmenge korreliert (Eriksen

et al., 2005).

4.1.1. Verhaltensstudien

Der Rota-Rod-Versuch musste in beengten Stallbedingungen stattfinden, so dass keine in den
Kiéfig aufgewachsenen, nicht-transgenen Kontrollméiuse zur Verfiigung standen. Die Aussage
dieser Studie ist deshalb nur bedingt aussagekriftig. Dennoch sind innerhalb der beiden
Mauslinien Unterschiede ersichtlich. Die mut C621-Mauslinie T09 hat an jedem Testtag
schlechtere Leistungen auf dem Rota-Rod gezeigt als die WT R621-Mauslinie TO1. Da keine
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Kontrollmduse zur Verfligung standen, kann nur von einem tendenziellen besseren Abschnei-
den der WT-Méiuse ausgegangen werden. Um eine Verhaltensstudie mit Kontrolltieren durch-
zufithren, wurde eine zweite, zudem sensitivere Methode gewéhlt, der sog. beam-walking
Test. Dabei konnte bei der Uberquerung des Stabes mit dem geringsten kreisformigen
Durchmesser signifikante Unterschiede in der Geschwindigkeit der transgenen Méuse im
Vergleich zu der Kontrollgruppe festgestellt werden. Auch im Vergleich der transgenen Tiere
untereinander ist ein tendenziell leichterer Vorsprung in der Koordination der WT-Mauslinie
zu beobachten, der mit den Ergebnissen des Rota-Rod-Versuches iibereinstimmt. Ob dies
wirklich nur mit dem mutierten Transgen zu erkldren ist oder ob die hohere Expressionsrate
dies verursacht muss in weiteren Verhaltensstudien betreffend das Koordinationsverhalten mit
der T10-Mauslinie geklart werden. Diese Mauslinie exprimiert die ungefidhr gleiche Menge an
Synphilin-1 wie die TO1-Mauslinie (siche Abb. 3.1.).

Fiir einen Einfluss des mutierten Synphilin-1 spricht, dass mit mutiertem R621C Synphilin-1
transfizierte Neuronen sensitiver gegen Zellstress reagieren als mit wildtyp Synphilin-1 (Marx
et al., 2003). Dies fiihrte in deren in-vitro Experimenten zu erhdhter Apoptose der transfizier-
ten C621 Synphilin-1 Neuroblastomzelllinie. Die kombinierte Expression von a-Synuklein
mit Synphilin-1 in der HEK 293 Zelllinie fiihrt zu zytoplasmatischen, eosinophilen inclusion
bodies (Engelender et al., 1999). Es ist bisher jedoch noch nicht beschrieben, ob erhéhte Pro-
teinmengen auch mehr Proteinaggregate verursachen, aber dies ist wahrscheinlich (Eriksen et
al., 2005). Auch wenn Frank-Peter Marx und seine Kollegen diskutieren, dass Lewy Kdorper-
chen einen schiitzenden Einfluss auf Neuronen haben (Marx et al., 2003) ist die genaue Rolle
der Lewy Korperchen in der Pathogenese der Parkinson’schen Krankheit noch nicht endgiiltig
geklart (Olanow et al., 2004).

Auffillig sind die durch den Synphilin-1 Antikorper angefarbten Proteinaggregate in den A-
xonen der dopaminergen Neuronen in den beiden transgenen Tieren (siche Abb. 3.4.). Die
Morphologie der Proteinaggregate entsprechen zwar nicht den humanen Lewy Kd&rperchen
(LK), da der typische Halo, der sog. Sternenkranz, um den Kern fehlt. Fiir eine genauere Un-
tersuchung der Aggregate und Analyse auf eine molekulare Ahnlichkeit mit den LK miisste
mit weiteren AntikOrpern untersucht werden, ob weitere Proteine, die sich sonst in LK wie z.
B. a-Synuklein (Takahashi et al., 2001) oder Ubiquitin (Kuusisto et al., 2003) befinden, auch
hier nachweisbar sind. Dennoch kénnte die Existenz dieser Proteinaggregate den gerichteten
Transport von Vesikeln entlang der Tubulinmolekiile behindern und zu einem geringeren Do-
pamintransport in das Striatum fiihren. Fiir eine genauere Sicht auf diesen Befund sind elekt-

ronenmikroskopische Aufnahmen geplant.
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Weitaus interessanter ist das Absterben der Purkinje-Zellschicht im Cerebellum (siche Abb.
3.7.). Die Expression eines Transgens mit Hilfe eines Prionen-Promotors findet normalerwei-
se nicht in den Purkinje-Zellen statt. Da wir aber nicht den vollstindigen Promotor verwendet
haben, ist zu vermuten, dass sich im vorderen Bereich ein silencer fiir die Purkinje-Zellen
befindet. Eine Aufgabe des Kleinhirns ist die Steuerung der Motorik. Das Vestibulozerebel-
lum erhilt aus dem Gleichgewichtsorgan Information iiber Korperlage und -bewegung. Diese
nutzt es zum einen zur Steuerung der Halte- und Stiitzmotorik. AuBerdem empfangt das Spi-
nozerebellum die Afferenzen aus dem Riickenmark, die Informationen iiber die Stellung von
Gelenken und Muskeln geben. Es erhilt kontinuierliche Riickmeldung {iber die zum Riicken-
mark und damit in die Peripherie gesendeten Bewegungssignale. Es gliedert sich nach den
Efferenzen in zwei funktionell unterschiedliche Zonen. Der Vermis selbst, der in den Nucleus
fastigii projiziert, ist vor allem fiir Stand-, Gang- und Stiitzmotorik verantwortlich. Die an-
grenzenden Hemisphérenanteile (intermedidre Zone, Projektion in Nucleus globolus und Nuc-
leus emboliformis) sind entscheidend an der Zielmotorik und der Bewegungsdurchfiihrung
beteiligt. Diese Anteile sorgen dafiir, dass eine Bewegung wie geplant ablduft, ihr Ziel exakt
trifft, und sie sorgen fiir einen Abgleich von Efferenzen und Afferenzen, also dafiir, dass die
gesendeten Kommandos der tatséchlichen augenblicklichen Lage der Extremitéten entspre-
chen und stindig fein an die neue Lage angepasst werden.

Ein teilweiser Verlust der Funktion des Cerebellums macht sich in dem durchgefiihrten Koor-
dinationstest bemerkbar. Im beam-walking brauchten die beiden transgenen Tierlinien auf
dem diinnsten runden Stab signifikant ldnger als die Kontrolltiere. Das Absterben der Zellen
betrifft nur Teile der Zellschicht. Dies macht sich auch im Koordinationstest bemerkbar. Nur
auf dem am schwierigsten zu iliberquerenden, dem kleinsten runden Stab des beam-walking-
Experimentes konnten signifikante Unterschiede in der Laufzeit gestoppt werden. Zusétzlich
konnten sowohl im beam-walking- als auch im Rota-Rod-Experiment Unterschiede zwischen
den Leistungen der WT621R-Synphilin-1 und der mut621C-Synphilin-1 Méusen aufgefunden
werden. Diese waren jedoch nicht signifikant. Dieses Ergebnis lésst sich jedoch mit dem Ver-

lust der Purkinje-Zellschicht der beiden transgenen Tiere erkldren.

4.1.2. Expressionsstudien

Mit der DNA-Chip Technologie von Affymetrix ist es moglich, das unterschiedliche Expres-
sionsverhalten von unterschiedlich behandelten Zellen, Geweben oder ganzen Tieren mitein-
ander zu vergleichen. Dabei geht man davon aus, dass sich die Menge an unterschiedlicher

Boten-RNA (messengerRNA; mRNA) auch wieder in Protein duBlert (Reimers et al., 2005).
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Wir haben die Expressionsmengen der beiden transgenen Mauslinien miteinander verglichen
und vier unterschiedlich exprimierte Proteine genauer untersucht. Die Verifizierung dieser
Ergebnisse mittels Western-Blots flihrte nicht zum gewiinschten Erfolg. Es konnten nur weni-
ge Ubereinstimmungen festgestellt werden. Dies kann beispielsweise daran liegen, dass die
Menge an mRNA nicht in jedem Fall mit der Proteinmenge korreliert. AuBBerdem kann trotz
grofBter Genauigkeit bei der Bestimmung der Proteinmenge mittels der Methode nach Brad-
ford (Bradford, 1976) nicht immer gewihrleistet werden, dass die gleiche Proteinmenge in die
Geltaschen pipetiert werden. Eine bessere Mdglichkeit die Daten der DNA-Chip-Experimente
zu bestitigen, wire die Quantifizierung der mRNA mittels qPCR. Dies wiirde aber auch nur
eine indirekte Methode zur Proteinmengenbestimmung darstellen.

Die geringere Menge des Transkriptionsfaktors SP1 in der transgenen WT-Mauslinie, fiihrt
dazu, dass weniger Dopamintransporter (DAT) und Monoaminooxidase B (MAO B) vorhan-
den ist. Eine geringere Menge des DATs ldsst die Verweildauer und damit die Reizweiterlei-
tung durch Dopamin (DA) steigen. Die MAO B hingegen wandelt innerhalb der dopaminer-
gen Neuronen DA um und bildet dabei giftiges H,O, (Gesi et al., 2001). Der Effekt lésst sich
so zusammenfassen, dass bei der transgenen mutSynphilin-1 Mauslinie weniger DA an die
Synapsen geleitet und freigesetzt werden kann. Dieses wird dann aber durch DAT schneller
riicktransportiert. So wird die Reizweiterleitung von der Substantia nigra in das Striatum ge-
hemmt. Auflerdem sind die dopaminergen Neurone durch erhohtes H,O, einem vergroferten
oxidativen Stress ausgesetzt. Dies kann zur Apoptose dieser Zellen flihren. Andererseits ist
SP1 ein sehr allgemeiner Transkriptionsfaktor, der unzéhlige Zielproteine reguliert (Cook et
al., 1999).

Neben oxidativem Stress fithren weitere Wege zur Apoptose. Innerhalb dieser Kaskaden spie-
len die Proteine PTEN und BIRC4 eine Rolle. Eine erhéhte Expression von PTEN fiihrt zur
Apoptose in diesen Zellen. Dies ist bei der mut R621Synphilin-1 Mauslinie der Fall. Umge-
kehrt wird in der WT C621 Synphilin-1 Mauslinie der Apoptose-Hemmer BIRC4 bzw. XIAP
um ein vielfaches stirker synthetisiert. Ein sicheres Element der Parkinson’schen Krankheit
ist das Absterben der Dopamin produzierenden und in das Striatum ausschiittenden Neuronen
der Substantia nigra. Im Gehirn der WT R621-Synphilin-1 Mauslinie sind die beiden Proteine
so reguliert, dass im Vergleich zur mut C621-Synphilin-1 Mauslinie, Apoptose unterdriickt
wird.

Der Rho/ROCK Signalweg ist der kritische Schritt in der Einleitung des axonalen Wachstums
(Bito et al., 2000). Es wird vermutet, dass Uberexpression von iiberwiegend aktiviertem

ROCK dieses Wachstum hemmt. In der mut C621 Synphilin-1 Mauslinie wird mehr ROCK
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exprimiert. Dies kann direkten Einfluss auf die Gehirnstruktur und das Wachstum haben. Do-
pamin wird liber Basalganglien in das Striatum transportiert und dort ausgeschiittet. Ein ge-
ringeres oder schwicheres Wachstum dieser Axone kann auch die Reizweiterleitung erschwe-
ren.

All diese Ergebnisse wurden mit einem Gesamthirnlysat erzielt. Dadurch kann man nicht di-
rekt auf die Situation in der Substantia nigra und die dopaminergen Neuronen riickschlieen.
Die Unterschiede in den Expressionsprofilen, speziell der vier Proteine, liefern Erklérungen,
weshalb die WT-Miuse in den Verhaltensstudien besser abschnitten, als die mut-Mé&use. Die
aufgefundene Mutation im Synphilin-1 Gen bei zwei idiopathischen Parkinsonpatienten
(Marx et al., 2003) ldsst sich durch diese Untersuchung in engen Bezug mit der Krankheit
bringen. Die Mutation im Synphilin-1 Gen kann Méusehirne in-vivo vor Apoptose schwicher
schiitzen. Auch die Reizleitung mittels Dopamin aus der Substantia nigra in das Striatum zur
Steuerung der Willkiirmotorik wird analog zur Parkinson’schen Krankheit vermindert. In den
Maiusehirnen wird zusétzlich noch endogenes Synphilin-1 exprimiert. Da bleibt natiirlich die
Frage offen, inwieweit die Effekte des transgenen mutierten Synphilin-1 kompetitiv durch das
endogene minimiert werden. So miisste das endogene Synphilin-1 ausgeschalten werden, um
vielleicht in den Verhaltensstudien groBere Effekte zwischen den beiden Linien aufdecken zu

konnen.

4.1.3. Stoffwechselprodukte von Dopamin bzw. Serotonin

In den Gehirnarealen Substantia nigra und Striatum konnte in beiden transgenen Mauslinien
signifikant mehr Dopamin (DA) gemessen werden als in den Kontrollmédusen. Ein Grund fiir
die erhohte DA-Menge konnte in dem gehinderten Dopamin-Transport liegen, der durch die
mit dem Synphilin-1 Antikorper angefarbten Proteinaggregate in den Dendriten gehemmt
werden kann. Die erhohte Dopaminkonzentration im Striatum und nur die geringen Menge an
extrazellulirem Stoffwechselprodukt von DA, der Homovanilinsdure (HVA), kann an einem
Schutzmechanismus liegen. So kann das aufgenommene DA lénger seine Funktion ausfiihren
und wird deshalb nicht so schnell abgebaut wie in den Kontrollmédusen. Dies gilt auch im
Striatum fiir das intrazelluldre Stoffwechselprodukt DOPAC. Interessant ist, dass in der Sub-
stantia nigra das extrazelluldre Stoffwechselprodukt HVA in der Kontrollmaus nicht mehr
nachweisbar ist. In den transgenen Méausen betrigt der Wert etwa die Hilfte des DA-Wertes.

Ein andere Erklarung fiir die erhohten Werte von DA sowohl in der Substantia nigra als auch
im Striatum, kann in der Synthese von DA liegen. Alpha-Synuklein ist ein
konzentrationsabhédngiger Inhibitor der Tyrosinhydroxylase (TH) (Perez ef al., 2002). Dieses
Enzym wird in der Synthese von DA aus Tyrosin (siche Abb. 1.5.) benétigt. Durch die
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der Synthese von DA aus Tyrosin (siche Abb. 1.5.) benétigt. Durch die erh6hte Expression
von Synphilin-1 in den transgenen Tieren kann es zu einer erhdhten Aggregatbildung von a-
Synuklein kommen. Die Co-Expression von Synphilin-1 und a-Synuklein fiihrt in-vitro zu
einer erhohten Aggregatbildung (Engelender et al., 1999). Wiirde dies auch in der Substantia
nigra der untersuchten, transgenen Tiere stattfinden, so wiirde freies a-Synuklein aus dem
Zytosol entfernt werden. Damit wird die TH durch die geringere Menge an freiem o-
Synuklein weniger inhibiert und es entsteht mehr DA aus Tyrosin. Dies wiirde bedeuten, dass
die aufgefundenen Aggregate nicht zu einem Transporthemnis von DA fiihren.

In der Parkinson’schen Krankheit fiihrt das Absterben der Hilfte der dopaminergen Neuronen
zu einem so geringen DA-Spiegel im Striatum, dass sich die typischen Symptome ausbilden
(Deumens et al., 2002). Dies kann zu der Bildung von Lewy Kd&rperchen fiihren, welche unter
anderem o-Synuklein enthalten (Takahashi et al., 2001). Auf diese Weise kann der Verlust
dieser Neuronen in der SNpc durch eine erhohte Dopaminproduktion {iber einen gewissen

Zeitraum kompensiert werden.

4.2. Diskussion der Hefe 2-Hybrid Ergebnisse

Mit Hilfe der Hefe Zwei-Hybrid Methode wurde ein screening durchgefiihrt, welches neue
Interaktionspartner von Synphilin-1 identifizieren sollte. Dabei wurde nicht das vollstandige
Protein verwendet, sondern nur ein Konstrukt, welchem die ersten 176 Aminosaduren und der
mittlere Teil mit den Ankyrin-repeats-Doménen, der Coiled-coil-Doméne und eine ATP/GTP-
Bindungsstelle entfernt wurden. Auflerdem wurde in weiteren Experimenten Interaktionen des

kompletten Synphilin-1 mit einzelnen Proteinen durchgefiihrt.

4.2.1. Interaktion mit DUO bzw. HAPIP

Mittels eines Hefe Zwei-Hybrid-Screening konnte ein neuer Interaktionspartner von Synphi-
lin-1 identifiziert werden. Diese Wechselwirkung konnte mittels zweier weitere Methoden
(SELDI, Co-Immunoprézipation durchgefiihrt von A. S6hn, personliche Mitteilung) bestétigt
werden.

Es handelt sich um eine spezifische Interaktion, da die Ankyrin-like und Coiled-coil-
Doménen aus dem Konstrukt entfernt wurden. Proteine mit Wiederholungen von Ankyrin-
like Dominen spielen oft eine Rolle im Aufbau des Zytoskeletts verschiedener Organe und
haben eine grofle Anzahl an Interaktionspartnern (Sedgwick and Smerdon, 1999). Auch Coi-

led-coil-Doménen besitzen viele unspezifische Wechselwirkungspartner, die eine Rolle beim
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Transport zwischen Membranen spielen und durch die restliche Aminosiduresequenz der Pro-
teine bestimmt werden (Gillingham and Munro, 2003).

Die Interaktion fand mit dem C-terminalen Ende des Proteins statt (siche Abb. 3.17.), in des-
sen Bereich sich auch die R621C-Mutation befindet. In einem quantitativ auswertbaren fliis-
sigen Hefe Zwei-Hybrid Test konnte keine signifikant unterschiedliche Bindung festgestellt
werden. Da der Versuch nicht wiederholt werden konnte, ist ein Einfluss auf die Stabilitit der
Bindung zwischen Synphilin-1 und Duo weiterhin fraglich. Interessanterweise weist der C-
terminale Bereich wahrscheinlich eine protektive, anti-apoptotische Funktion auf (Giaime et
al., 2006). Inwieweit diese Funktion durch die Bindung an Duo unterbunden wird, ist bisher
noch nicht gekldrt worden. Dies konnte aber Einfluss auf die Pathogenese sowohl der Parkin-
son’schen, als auch der Huntington’schen Krankheit haben.

Im weiteren Vorgehen sollte der Bereich von Duo eingegrenzt werden, der mit Synphilin-1
interagiert. Der gefischte Klon des Duo-Konstrukts war nicht vollstindig und bestand nur aus
den letzten 947 Aminosduren. Deshalb wurde dieser Bereich in kleinere, sich {iberlappende
Konstrukte eingeteilt. Jedoch interagierte keiner dieser Klone mit dem 3’-Ende von Synphi-
lin-1. Auch groBere Konstrukte, die mehr als eine Domdne von DUO abdeckten, halfen nicht
weiter. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die Interaktion zwischen Synphilin-1 und Duo
auf Bereiche von Duo beschrinkt ist, die erst durch die Tertidrstruktur des Proteins gebildet
werden.

Die Wechselwirkung von Synphilin-1 und DUO bzw. HAPIP legt nahe, dass es eine Verbin-
dung zwischen der Parkinson’schen und der Huntington’schen Krankheit gibt. Schon zwi-
schen der Alzheimer’schen und Parkinson’schen Krankheit gibt es iiber a-Synuklein eine
Verbindung. So wurde humanes a-Synuklein als Vorlduferpeptid (NACP) in den extrazelluli-
ren, amyloiden Plaques in Alzheimer-Patienten aufgefunden (Ueda et al., 1993). So stehen
jetzt drei bisher einzeln betrachtete neurologische Krankheiten in einer Verbindung zueinan-
der. Inwieweit diese Verbindung bei Morbus Huntington und Morbus Parkinson besteht, muss

in weiteren Versuchsreihen bestimmt werden.

4.2.2. Interaktion mit dem Inositol-3-Phosphatrezeptor

Nachdem die Interaktion zwischen DUO bzw. HAPIP mit Synphilin-1 bestitigt werden konn-
te, wurden weitere Proteine untersucht, die bei der Huntington’schen Krankheit eine Rolle
spielen und nach Perez direkt oder indirekt mit Huntingtin interagieren (Tang et al., 2003).
Mittels der Hefe Zwei-Hybrid Methode wurde eine Interaktion zwischen dem C-terminalen,

zytosolischen Ende des Inositol-3-Phosphatrezeptors (IP3R) nachgewiesen. Dieser Kalzium-
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kanal befindet sich vorwiegend in der Membran des endoplasmatischen Retikulums und setzt
bei Stimulation mittels Inositol-3-Phosphat Kalziumionen (Ca®") ins Zytosol frei (Mikoshiba
et al., 1994). Das freigesetzte Kalzium fiihrt in Zellen unter anderem auch zu Apoptose
(Marks, 1997). Interessanterweise konnte in Patienten mit spinozerebelldre Degeneration ein
Verlust von Purkinje-Zellen nachgewiesen werden, den die Gruppe auf verdnderte Expressi-
onsmengen von [P3R zuriickfiihrt (Yamada et al., 1994). IP3R wird stark in Purkinje-Zellen
exprimiert. Diese Zellschicht verschwand in meinen generierten transgenen Mausmodellen
(siche Abb. 3.7.). So kann man aus diesem Ergebnis riickschlieBen, dass eine Interaktion von
Synphilin-1 mit dem IP3R diesen leichter aktivierbar macht. Auch eine erhohte Expressions-
rate ist moglich. Da diese Interaktion bisher nur im Hefe Zwei-Hybrid Experiment nachge-
wiesen wurde, muss die Interaktion mit einer weiteren Methode noch verifiziert werden. Bis

dahin handelt es sich noch um eine Hypothese.

4.3. Diskussion des Mutations-Screening von SIAH-1
Die E3-Ubiquitin Ligase SIAH-1 spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen Parkinson-

Modellen, da es sowohl Parkin als auch a-Synuklein ubiquitiniert (Liani et al., 2004). Zusétz-
lich ist STAH-1 an der Entstehung von Apoptose verursacht durch Stickoxid und vermittelt
tiber Interaktion mit der Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), und dem
Transport in den Zellkern beteiligt (Hara et al., 2005;Franck et al., 2006).

Innerhalb der 209 Parkinsonpatienten war es uns nicht moglich, eine Mutation zu finden, die
die Aminosduresequenz von SIAH-1 verdndert hitte. Ein Grund dafiir liegt in der geringen
Anzahl an Parkinson-Patienten. So konnten in a-Synuklein bisher nur drei unterschiedliche
Mutationen gefunden (Polymeropoulos et al., 1997;Kriiger et al., 1998;Zarranz et al., 2004)
werden, obwohl es eine Vielzahl weitere Studien gab (Chan et al., 1998;Berg et al., 2005).
Auch weitere Mutationen in anderen Parkinson-relevanten Genen sind sehr selten (Leroy et
al., 1998a;Valente et al., 2004;Hedrich et al., 2004). An der Methode der denaturierenden
HPLC kann es nicht liegen, da in anderen untersuchten Gene in diesem Patientenkollektiv
Mutationen detektiert wurden (Hochstrasser et al., 2004;Strauss et al., 2005). Groflere Deleti-
onen sogar von ganzen Exonen konnen jedoch mit dieser Methode nicht identifiziert werden.
SIAH-1 ist ein hochkonserviertes Protein innerhalb des Tierreiches und eine nichtstumme

Mutation kénnte zu wesentlichen Stérungen der biologischen Funktion fiihren.
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5. Zusammenfassung

Die Pathogenese von Morbus Parkinson ist bisher nur ansatzweise verstanden. Das Ziel dieser
Dissertation bestand in der Charakterisierung eines der Schliisselproteine: Synphilin-1. Es
konnte in Lewy Korpern nachgewiesen werden (Wakabayashi ef al., 2002). AuBerdem inter-
agiert es unter anderem mit a-Synuklein, Parkin und SIAH-1.

Bisher standen der Charakterisierung von Synphilin-1 nur Zellkulturen zur Verfligung (Marx
et al, 2003). Mit den generierten, transgenen Mauslinien WT621R-Synphilin-1 und
mut621C-Synphilin-1 liegt nun ein Modell vor, das in-vivo Studien in Wirbeltieren zulésst.
Bei der Untersuchung der Motorik der Mduse im sog. beam-walking-Experiment konnte im
Vergleich zu Kontrollméusen ein signifikant schwécheres Abschneiden ermittelt werden. Der
Grund dieses Leistungsdefizits liegt im teilweisen Verlust der Purkinje-Zellen. Auch Protein-
aggregate in Dendriten der dopaminergen Zellen, die sich mit Hilfe eines anti-Synphilin-1
Antikdrpers anféarben lieBen, konnten eine Erkldrungsmoglichkeit sein.

Die Mausmodelle kdnnen nun mit weiteren Mausmodellen aus der Parkinson-Forschung ge-
kreuzt werden. So lédsst sich dann die Auswirkung von zwei oder mehreren Proteinen in-vivo
untersuchen. Ein erster Ansatz liegt mit doppeltransgenen Miusen vor, die sowohl humanes
Wildtyp bzw. mutiertes Synphilin-1 als auch humanes a-Synuklein {iberexprimieren. Studien
mit diesen Mausen stehen jedoch noch aus.

Ein weiterer Schritt zum Verstdndnis der molekularen Funktion von Synphilin-1 war das Auf-
finden neuer Interaktionspartner. Im Hefe Zwei-Hybrid-Screening konnten drei neue Interak-
tionspartner von Synphilin-1 identifiziert werden: Duo bzw. HAPIP, Periphilin (S6hn, A et
al., eingereicht) und die katalytische Untereinheit der Proteinphosphatase 1. Aulerdem konn-
ten Hinweise auf eine Interaktion mit dem ER-Kanal IP3R nachgewiesen werden. Diese neu-
en Interaktionspartner liefern weitere Puzzlesteine im Verstdndnis der Funktion von Synphi-
lin-1, insbesondere bei der Pathogenese von Parkinson. Die Verbindung zwischen den Protei-
nen Synphilin-1 und Huntingtin tiber DUO und HAP1 wirft neue Fragen auf, in wie weit die-

se beiden degenerativen Krankheiten miteinander verbunden sind.

Des Weiteren wurde ein Mutations-Screening des Synphilin-1 Interaktors und E3-Ligase SI-
AHI1 durchgefiihrt. Dabei konnte in dem verwendeten Patientenkollektiv keine sich auf die
Aminosduresequenz auswirkende Mutation gefunden werden. Dies kann aber mehrere Griinde
haben und schlieft mutiertes SIAH-1 nicht vollstdndig von der Pathogenese von Morbus Par-

kinson aus.
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