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Zusammenfassung

V  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der lebenslangen Futterung einer
Hochfett Diat (HFD) auf die Entwicklung der Synukleinopathie sowie der damit
einhergehenden motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen in (Thyl)-h[A30P]aSyn
transgenen Maéusen untersucht. Synukleinopathien, wie die Parkinson Krankheit (PK),
gehéren zu den haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen unserer Zeit, dennoch ist die
Pathogenese der PK bis heute nicht genau bekannt (Di Napoli et al., 2007). Die A30P
Mutation von a-Synuklein (aSyn) wird jedoch mit familidren Fallen der PK assoziiert (Kruger
et al., 1998). Gleichzeitig steigt die Pravalenz von Typ 2 Diabetes mellitus besonders in den
Industrieldandern rapide an und wird unter anderem mit verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen in Verbindung gebracht (Santiago und Potashkin, 2013).

Im Rahmen der durchgefiihrten Arbeit konnten durch Fitterung einer HFD bei
h[A30P]JaSyn transgenen Méiusen metabolische Verédnderungen im Sinne eines erhohten
Korpergewichts sowie einer gestorten Glukosetoleranz induziert werden. Die transgenen
Mause, die eine HFD erhielten, wiesen aullerdem eine verminderte Lebensspanne auf.
Weiterhin konnte ein Einfluss der HFD auf die bekannten verhaltenshiologischen
Beeintrachtigungen der h[A30P]aSyn transgenen Mause gezeigt werden, indem sowohl der
motorische Phénotyp, als auch Defizite im emotionalen Lernen signifikant vorzeitig
nachgewiesen wurden. Ebenso trat auch die Synukleinopathie des Hirnstamms, die mit einer
massiven Astrogliose einherging, nach Fitterung der HFD signifikant verfriht auf. Zusatzlich
wurde eine vorzeitige Reduktion des phosphorylierten Akt bei transgenen Mausen mit HFD
nachgewiesen. Unabhéngig von der Didt wurde zudem bei h[A30P]aSyn transgenen Méusen
eine im hohen Alter signifikant erhéhte Proteinmenge an GRK 5 gezeigt, wobei eine primar
nukleére Lokalisation der Kinase detektiert wurde.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der HFD die bekannte
Synukleinopathie des h[A30P]aSyn transgenen Mausmodells sowie die damit einhergehenden
verhaltensbiologischen Beeintrachtigungen verfriht induziert werden. Dies weist auf einen
Einfluss von Ubergewicht und gestorter Glukosetoleranz auf die Entwicklung von
Synukleinopathie und Neurodegeneration hin, wobei die mechanistischen Hintergriinde
jedoch weiterhin unklar bleiben und im Anschluss an diese Arbeit genauer untersucht werden

kdnnten.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Parkinson Krankheit

Die Parkinson Krankheit (PK) ist nach Morbus Alzheimer die zweith&ufigste progressive
neurodegenerative Erkrankung und die haufigste neurodegenerative Bewegungsstorung, die in
den Industrielandern etwa 1% der Bevélkerung Uber 60 Jahren betrifft. Das Auftreten der
Krankheit steigt mit zunehmendem Alter, sodass die Préavalenz bei 85j&hrigen bei etwa 4-5%
liegt (de Lau und Breteler, 2006; Wood-Kaczmar et al., 2006). AuBerdem besteht eine
Geschlechtsabhéngigkeit, wobei Ménner (3% der Uber 65jahrigen) haufiger betroffen sind als
Frauen (1,3% der ber 65jahrigen) (Weintraub et al., 2008a).

Die Symptome der PK wurden bereits 1817 von James Parkinson, nach dem die Krankheit
spater benannt werden sollte, in seiner Abhandlung ,,An essay on the shaking palsy* an sechs
Patienten beschrieben. Heute gelten Ruhetremor, unterschiedliche Stufen von Rigor,
Akinesie / Bradykinesie sowie Gang- und Gleichgewichtsstérungen als klinische
Kardinalsymptome (Jankovic, 2008). Zusétzlich konnen noch  weitere, vom
Bewegungsapparat unabhéngige Symptome auftreten. Hierzu z&hlen beispielsweise kognitive
Beeintrachtigungen, Sprachstérungen, Depressionen, Schlafstérungen sowie verminderte
Geschmacks- und Geruchswahrnehmung. Einige Patienten entwickeln zudem mit Fortschritt
der Krankheit eine Demenz (Jankovic, 2008; Weintraub et al., 2008a, b, c).

Bereits Mitte des letzten Jahrhunderts wurde erkannt, dass die motorischen Defizite der
Parkinson Patienten auf den Verlust dopaminerger Neuronen und dem damit verbundenen
Dopaminmangel in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) sowie im Striatum
zuriuckzufihren sind (Ehringer und Hornykiewicz, 1960; Poirier und Sourkes, 1965). In Folge
dessen wurde mit der Behandlung mit Levodopa, einem Dopamin-Vorldufer, der die Blut-
Hirn-Schranke uberqueren kann, begonnen (Cotzias et al., 1969). Bis heute ist aufgrund der
weiterhin letztlich unbekannten Pathogenese die PK jedoch nur symptomatisch behandelbar

und auch die Progression der Krankheit kann noch immer nicht verhindert werden.

1.1.1  Genetische und nicht genetische Faktoren sind mit der Parkinson Krankheit

assoziiert

Die meisten untersuchten Félle der PK sind sporadischen Ursprungs mit unklarer,
multifaktorieller Atiologie. Zu den Faktoren, denen im Zusammenspiel mit dem alternden

Gehirn ein Einfluss auf die Entstehung dieser Formen zugeschrieben wird, gehéren unter
1
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anderem Neurotoxine, Neuroinflammation sowie die Interaktion genetischer Pradispositionen

und Umweltfaktoren (Klein und Westenberger, 2012). Zudem werden immer mehr

chromosomale Loci bekannt, die mit der PK in Verbindung stehen. Ihre Klassifikation und

Benennung erfolgt in Reihenfolge ihrer Entdeckung (PARK 1-x), unabhéngig von der Rolle,
die sie bei der Entstehung der PK spielen (Tab. 1.1).

Locus Gen Genprodukt Verer- Beginn Referenz
bung
Loci mit Uberzeugender Evidenz
PARK 1/4 SNCA a-Synuklein AD / RF EOPD Polymeropoulos et al., 1997
Singelton et al., 2003
PARK 2 PARKIN Parkin AR EOPD Kitada et al., 1998
PARK 6 PINK1 PTEN Induced Putative AR EOPD Valente et al., 2004
Kinase 1
PARK 7 DJ-1 DJ-1 AR EOPD Bonifati et al., 2003
PARK 8 LRRK2 Leucin-Rich Repeat Kinase AD LOPD Zimprich et al., 2004
2
PARK 9 ATP13A2 ATPase 13A2 AR EOPD / Ramirez et al., 2006
KRS
Loci mit unklarer Relevanz
PARK 3 Unbekannt Unbekannt AD LOPD Gasser et al., 1998
PARK 5 UCHL1 Ubiquitin carboxyl-terminal AD LOPD Leroy et al., 1998
esterase L1
PARK 10 | Unbekannt Unbekannt Unsicher (LOPD?) Hicks et al., 2002
(RF?)
PARK 11 | Unbekannt (GRB10 interagierendes AD LOPD Lautier et al., 2008
(GIGYF2?) GYF Protein 2)
PARK 12 | Unbekannt Unbekannt Unsicher Unsicher Pankratz et al., 2003
(RF?)
PARK 13 Omi/ HtrA Serin Peptidase 2 Unsicher Unsicher Strauss et al., 2005
HTRA2 (AD?/RF?)
PARK 14 PLA2G6 | Phospholipase A2, Group VI AR DP Paisan-Ruiz et al., 2009
PARK 15 FBXO07 F-box Protein 7 AR EOPD/ Di Fonzo et al., 2009
PPS
Suszeptibilitatsgene
PARK 16 | Unbekannt Unbekannt RF LOPD Hamza et al., 2010
PARK 17 VPS35 Vacuolar Protein Sorting 35 AD Klassisch? Vilarino-Guell et al., 2011
PARK 18 EIF4G1 Eukaryotic translation AD Klassisch? | Chartier-Harlin et al., 2011
initiation factor 4 gamma, 1
FTDP-17 MAPT microtubule-associated RF PSP/ Simon-Sanchez et al.,2009
protein tau LOPD
Locus GBA Glucocerebrosidase AR MG / Sidransky et al., 2009
Gaucher LOPD

Tab. 1.1: Mit Parkinsonismus assoziierte Gene. AR: Autosomal rezessiv; AD: Autosomal dominant; DP:

Dystonie-Parkinson; EOPD: Early-onset parkinson disease; KRS: Kufor-Rakeb-Syndrom; LOPD: Late-onset

parkinson disease; MG: Morbus Gaucher; PPS: parkinsonian-pyramidal syndrome; PSP: Progressive supranuclear

palsy; RF: Risikofaktor

Als haufigste monogen vererbte Risikofaktoren der PK gelten Mutationen im GBA Gen,

welches fir das Enzym Glucocerebrosidase kodiert (Aharon-Peretz et al., 2004; Mitsui et al.,

2
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2009; Sidransky et al., 2009; Mata et al., 2010) sowie die G2019S Mutation in LRRK2 (Berg
et al.,, 2005; Di Fonzo et al., 2005). Die nach genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
haufigsten Risikofaktoren sind dagegen SNCA und MAPT (Satake et al., 2009; Simon-
Sanchez et al., 2009).

Neben den sporadischen Fallen weisen etwa 5 bis 10% der Patienten monogenetische,
erbliche Formen der Krankheit auf (Lesage und Brice, 2009). VVon den bisher bekannten, mit
der PK assoziierten Genen, werden diese monogenetischen Formen jedoch nur durch
unabhangige Mutationen von sechs Genen bewirkt. Diese werden entweder autosomal
dominant (SNCA, LRRK2) oder autosomal rezessiv (PARKIN, PINK1, DJ-1, ATP13A2)
vererbt. Weitere Formen der PK sind sekundaren Ursprungs. Sie werden beispielsweise durch
Toxine (MPTP, Mangan, Kobalt, Zyanide), Traumata, Tumore, Hypoxien sowie

postenzephalitische Infektionen ausgeldst (Dauer und Przedborski, 2003).

1.1.2 Lewy Korperchen sowie der Untergang dopaminerger Neuronen sind die

neuropathologischen Kennzeichen der Parkinson Krankheit

Das pathologische Kennzeichen der PK ist der selektive Verlust dopaminerger Neuronen
in der SNpc, woraus ein Dopamindefizit im Striatum resultiert. Dieses Defizit ist fur die
motorischen Hauptsymptome der Erkrankung verantwortlich (Hornykiewicz, 2008), welche
aber erst nach Verlust des groRten Teils dieser dopaminergen Neuronen auftreten (Bernheimer
et al., 1973). Zusétzlich bilden sich intraneuronale, zytoplasmatische Proteineinschliisse, so
genannte Lewy-Kdorperchen (LK), sowie Lewy-Neuriten (LN). Den wesentlichen Bestandteil
dieser Einschlisse bildet das Protein a-Synuklein (aSyn), welches durch das Gen SNCA
kodiert wird, das mit familidren Formen der PK assoziiert ist. Die LK sowie das darin
enthaltene aSyn gelten als pathologisches Hauptmerkmal sowohl fiir die PK, als auch fiir
andere neurodegenerative Erkrankungen. Zu diesen so genannten Synukleinopathien z&hlen
neben der PK auch Multisystematrophie und Demenz mit LK (DLK) (Spillantini et al., 1997,
Spillantini und Goedert, 2000; Dauer und Przedborski, 2003). LK treten in verschiedenen
neuronalen Zelltypen und in unterschiedlichen Hirnregionen auf. Morphologisch erscheinen
die klassischen LK des Hirnstamms als eosinophile, spharische Korperchen mit dichtem Kern
und Kkleinen, schwachen Halos. Zudem zeigen sie meist eine Immunoreaktivitat fiir aSyn und
Ubiquitin (Lowe et al., 1988; Campbell et al., 2001; Kuusisto et al., 2003). Andere LK, wie
sie beispielsweise hdaufig im Cortex gefunden werden, weisen normalerweise keine Halo auf
und hdufiger kann auch keine Immunoreakativitéit fiir aSyn nachgewiesen werden (Gomez-
Tortosa et al., 2000; Sakamoto et al., 2002).
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Fur die Lewy-Pathologie wird bei der PK eine in der Regel fortschreitende Ausbreitung,
vom unteren Hirnstamm Uber die Basalganglien zum zerebralen Cortex hin, angenommen,
nach welcher eine Klassifikation in sechs Stufen vorgenommen wurde (Braak et al., 2002). Es
ist jedoch anzumerken, dass diese Klassifikation fir mindestens 15% der Parkinson Patienten
nicht zutreffend ist (Jellinger, 2012). In einem neueren, vierstufigen Klassifikationssystem
wird deshalb die aSyn-Pathologie mit der nigrostriatalen Degeneration sowie kognitiven und
motorischen Beeintrachtigungen korreliert (Beach et al., 2009). Stufe 1 entspricht dabei einer
auf den Bulbus olfactorius begrenzten Pathologie, Stufe 2 gliedert sich in eine iberwiegend
Hirnstamm- (2a) sowie eine uberwiegend limbische Form (2b), in Stufe 3 sind dann sowohl
Hirnstamm, als auch limbisches System betroffen. Die finale Stufe 4 entspricht einer
Ausbreitung der Lewy-Pathologie bis hin zum Neocortex.

Weiterhin unklar bleibt jedoch die spezifische Rolle der LK bei der Progression der PK.
Wahrscheinlich ist aber, dass sie nicht fur die zelltoxischen Prozesse verantwortlich sind,
sondern das Resultat zellprotektiver Mechanismen darstellen und die Zelle vor fehlgefalteten
und nicht funktionierenden Proteinen schutzen (Tompkins und Hill, 1997; Olanow et al.,
2004; Tanaka et al., 2004; Shults, 2006).

1.2 a-Synuklein

SNCA, auch PARK1 genannt, war das erste Gen, welches mit der PK in Verbindung
gebracht wurde (Polymeropoulos et al., 1997). Es kodiert flr aSyn, ein 140 Aminosduren
(AS) Kleines, azidisches Protein (Maroteaux et al., 1988). aSyn ist Teil einer Familie von
Proteinen, welcher auBerdem noch B-Synuklein sowie y-Synuklein angehdren und denen eine
charakteristische Konsensus-Sequenz (KTKEGV) gemein ist (Ueda et al., 1993; George,
2002). Bisher konnte jedoch nur aSyn eine Rolle bei der Entstehung der PK zugeschrieben
werden (George, 2002). Im Gehirn ist aSyn, ebenso wie auch B-Synuklein, vor allem in
prasynaptischen Endknopfchen lokalisiert, wobei besonders hohe Konzentrationen im
Neocortex, Hippocampus, Striatum, Thalamus sowie dem Cerebellum gefunden werden
konnten (Nakajo et al., 1994; Iwai et al., 1995). y-Synuklein wird ebenfalls in verschiedenen
Hirnregionen stark exprimiert, findet sich in hohen Konzentrationen aber vor allem in der SN
(Substantia nigra) (Lavedan, 1998). Die hdchsten Konzentrationen aSyns finden sich zwar im
zentralen Nervensystem (ZNS), allerdings konnte die Expression auch in der Peripherie
nachgewiesen werden. So wurde aSyn in erythroiden Zellen (Nakai et al., 2007; Barbour et
al., 2008), in Blutplattchen (Li et al., 2002; Michell et al., 2005), in Lymphozyten (Noori-

Daloii et al., 2010) und im Pankreas (Ueda et al., 1994; Geng et al., 2011) gefunden.
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Abb. 1.1: Priméarstruktur von e-Synuklein. aSyn ist in drei Regionen unterteilbar. Am N-terminalen,
amphipathischen Ende treten die unabhangigen Punktmutationen A30P, E46K, G51D sowie A53T auf, die mit
familidren Formen der PK assoziiert sind. Sie ist zudem bei der Bindung mit Vesikeln von Bedeutung. Die
zentrale, stark hydrophobe NAC Doméne begiinstigt die aSyn-Aggregation, wahrend die azidische C-terminale
Doméne die Proteinaggregation zu vermindern scheint. Zusétzlich weist oSyn verschiedene
Phosphorylierungsstellen auf, hierzu z&hlen Tyrosin (Y) 39, Y125, Y133 und Y136 sowie S87 und S129.

1.2.1  a-Synuklein ist ein natlrlich ungefaltetes Protein und kann in drei Doméanen

unterteilt werden

In wassriger Losung formt aSyn keine definierte Struktur und wird daher zu den natirlich
ungefalteten Proteinen gezahlt, die durch eine hohe Nettoladung und eine geringe
Hydrophobie charakterisiert sind (Weinreb et al., 1996).

Die Primérstruktur von aSyn wird in drei unterschiedliche Doménen unterteilt (Abb. 1.1).
Die amphipathische N-terminale Region (AS 1-60) enthélt sechs der sieben unvollstdndigen
11 AS Wiederholungen (XKTKEGVXXXX), welche den Lipid-Bindungsstellen der
Apolipoproteine gleichen. Es wird davon ausgegangen, dass diese fur die Bildung von
amphiphilischen Helizes verantwortlich ist (Davidson et al., 1998; Bisaglia et al., 2009) und
bei der Bindung an Lipide und Vesikel eine a-helikale Sekundéarstruktur annimmt (Weinreb et
al., 1996; Chandra et al., 2003; Bartels et al., 2011; Wang et al., 2011). Innerhalb der N-
terminalen Region befinden sich zudem die unabh&ngigen Punktmutationen AS53T
(Polymeropoulos et al., 1997), A30P (Kruger et al., 1998), E46K (Zarranz et al., 2004) und
G51D (Lesage et al., 2013), die mit familidren, autosomal dominanten Formen von EOPD
Parkinson in Verbindung stehen. Bei sporadischen Fallen wurden auBerdem die Mutationen
H50Q (Appel-Cresswell et al., 2013; Proukakis et al., 2013), A18T und A29S (Hoffman-
Zacharska et al., 2013) beschrieben.

Die zentrale, hydrophobe NAC (,,non-AB-component) - Region (AS 61-95) ist flr die
Protein-Aggregation sowie die [B-Faltblatt-Entstehung verantwortlich (Ueda et al., 1993,
Giasson et al., 2001). Innerhalb der NAC-Domane befindet sich eine Phosphorylierungsstelle
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am Serin (S) 87 (Okochi et al., 2000; Paleologou et al., 2010). Das an den AS Prolin,
Glutamin und Asparagin reiche und stark negativ geladene Carboxyl-Ende (AS 96-140) ist im
Gegensatz zu den anderen Domanen weniger konserviert (Lavedan, 1998). Das azidische C-
terminale Ende bleibt ungefaltet und scheint durch die negative Ladung der aSyn Aggregation
entgegenzuwirken. Zudem wird angenommen, dass es den Kern der aSyn Fibrillen bildet und
einerseits die aSyn Fibrillisierung sowie andererseits den Durchmesser der Filamente reguliert
(Eliezer et al., 2001; Murray et al., 2003). Ebenso scheint das C-terminale Ende eine wichtige
Rolle bei der Chaperon-artigen Aktivitét, die aSyn gegeniiber anderen Proteinen aufweist, zu
spielen (Souza et al., 2000; Park et al., 2002). Am Carboxyl-Ende befinden sich aulRerdem
weitere Phosphorylierungs-Stellen, von welchen vor allem die Phosphorylierung des S129
von besonderer Bedeutung ist (Okochi et al., 2000; Fujiwara et al., 2002; Anderson et al.,
2006).

1.2.2 Die physiologische Funktion von a-Synuklein ist mit zellularem Transport

assoziiert

Die exakte physiologische Funktion von aSyn ist noch immer nicht definiert. Unter
physiologischen Bedingungen wird oSyn vor allem in prasynaptischen Endknopfchen
exprimiert und findet sich dort speziell in der Ndhe von synaptischen Vesikeln (George,
2002). Zudem konnte sowohl in vivo, als auch in vitro gezeigt werden, dass aSyn mit
Membranen interagiert (Davidson et al., 1998; Jo et al., 2000; Fortin et al., 2004).
Dementsprechend wird angenommen, dass die physiologische Funktion von aSyn entweder
mit der Integritdt der Membranen oder aber mit dem zellul&ren Transport assoziiert ist. So
kann aSyn modulierend auf die synaptische Ubertragung wirken (Abeliovich et al., 2000;
Cabin et al., 2002) und die Neurotransmitter-Freisetzung beeinflussen (Fortin et al., 2005;
Diogenes et al., 2012). Hierbei spielt moglicherweise die beschriebene transiente Bindung
von aSyn mit Vesikeln eine wichtige Rolle, wobei aSyn zudem auch in die Biogenese von
Vesikeln involviert sein kénnte (Murphy et al., 2000).

Fur verschiedene Proteine, welche beispielsweise mit der Signaltransduktion, dem
Ubiquitin-Proteasom-System, dem Vesikel-Recycling, der Regulation von oxidativem Stress
oder der mitochondrialen Funktion in Verbindung stehen, wurden Wechselwirkungen mit
aSyn beschrieben (Dev et al., 2003; Zhou et al., 2004; Bisaglia et al., 2009). Hierzu zahlen
unter anderem auch Rab GTPasen, welche wichtige Regulationsfaktoren verschiedener
Transportaktivitdten zwischen Organellen darstellen (Sung et al., 2001; Dalfo et al., 2004;

Gitler et al., 2008).
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Aufgrund der Sequenz-Homologie aSyns mit den Phosphat-abhangigen Signal-Chaperon-
Proteinen 14-3-3 sowie der Fahigkeit von aSyn mit diesen zu interagieren, entstand die
Hypothese, dass aSyn als Chaperon bei der Stabilisierung von Proteinen agieren kann. Hierflr
scheint vor allem der azidische C-Terminus von Bedeutung (Ostrerova et al., 1999; Kim et al.,
2000; Souza et al., 2000). Ebenso wie 14-3-3 Proteine ist aSyn in der Lage die Aktivitat der
Tyrosinhydroxylase (TH), dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Dopamin-
Synthese, zu modulieren (Perez et al., 2002). Moglicherweise spielt aSyn zudem eine Rolle
bei der Dopamin-Neurotransmission, da die Expression von aSyn die iiber den Dopamin-
Transporter vermittelte Aufnahme von synaptischem Dopamin beeinflussen kann (Sidhu et
al., 2004; Yavich et al., 2004).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass aSyn in Synergie mit CSP-a (Cystein string
protein-a) beim Aufbau des SNARE-Komplexes (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment receptor) agiert, der die Membranfusion erleichtert und damit essentiell fur die
Regulation der Neurotransmitterfreisetzung ist (Chandra et al., 2005; Burre et al., 2010).
Allerdings scheint aSyn die SNARE-vermittelte Membranfusion zu inhibieren, ohne dabei
direkt an SNARE zu binden, was auf eine Regulationsfahigkeit von aSyn bei der
Vesikelfusion schlieRen lasst (DeWitt und Rhoades, 2013).

——0@
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der o-Synuklein Aggregation. Monomeres aSyn lagert sich unter
pathologischen Bedingungen zu fehlgefalteten, pathogenen Oligomeren zusammen. Diese aggregieren weiter zu
Protofibrillen und Fibrillen, aus denen sich dann LK und LN bilden. Der Abbau der fehlgefalteten Proteine
geschieht sowohl ber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), als auch uber den Autophagie-Lysosom-
Signalweg (ALS).
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1.2.3 a-Synuklein aggregiert bei der Parkinson Krankheit und anderen
Synukleinopathien

aSyn wird sowohl genetisch, als auch neuropathologisch mit der PK in Verbindung
gebracht und spielt auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, den so genannten
Synukleinopathien, eine wichtige Rolle. So bildet unldsliches und fibrillares aSyn den
Hauptbestandteil der LK, den die PK kennzeichnenden Proteinaggregaten im Zytoplasma
(Spillantini et al., 1997; Baba et al., 1998). Zudem akkumuliert aSyn auch bei DLK sowie bei
Multisystematrophie (Baba et al., 1998; Scholz et al., 2009).

Das naturlich ungefaltete aSyn besitzt die Fahigkeit zur Aggregation (Abb. 1.2). Hierbei
bildet sich zundchst dimeres aSyn, welches sich dann zu oligomeren Protofibrillen
zusammenlagert, bevor ausgereifte, unldsliche Aggregate entstehen (Conway et al., 1998).
Die Protofibrillen kénnen dabei verschiedene Formen annehmen, hierzu gehdren sphérische,
ringartige, Poren-ahnliche, granulédre und schnurartige Gebilde (Conway et al., 2000a; Ding et
al., 2002; Lashuel et al., 2002; Apetri et al., 2006; Bhak et al., 2009; Hong et al., 2011).

Es ist jedoch noch immer unklar, welche dieser Aggregationsstufen fur das toxische
Potential von aSyn verantwortlich ist. Allerdings wird angenommen, dass vor allem die
l6slichen, oligomeren Protofibrillen neurotoxisch wirken (Goldberg und Lansbury, 2000;
Caughey und Lansbury, 2003; Tsigelny et al., 2008). So konnte sowohl in Zellkultur, als auch
in vivo gezeigt werden, dass artifizielle aSyn Mutanten, welche die Ausbildung l6slicher
Oligomere der reifer Aggregate bevorzugen, zu erhohter Neurotoxizitat fiihren (Karpinar et
al., 2009; Winner et al., 2011). Ebenso scheinen groe aSyn Oligomere tber die Bindung an
Synaptobrevin-2 die Bildung von SNARE-Komplexen zu verhindern und so die Dopamin-
Freisetzung zu inhibieren (Choi et al., 2013).

Bisher werden vier SNCA-Punktmutationen - A53T (Polymeropoulos et al., 1997), A30P
(Kruger et al., 1998), E46K (Zarranz et al., 2004) und G51D (Lesage et al., 2013) - mit
familidren Formen der PK in Verbindung gebracht. Die A53T Mutation fiihrt zu einer
verstiarkten Bildung der B-Faltblattstruktur (Biere et al., 2000). Patienten mit dieser Mutation
zeigen einen relativ frih einsetzenden Parkinson mit schwerem Verlauf, haufig in Verbindung
mit einer Demenz (Spira et al., 2001). Die A30P Mutation reduziert in vitro die Fahigkeit
aSyns an Lipidmembranen zu binden und fuhrt zu einer erhéhten Oligomerisationsrate jedoch
nicht zu einer erhohten Fibrillisierung des Proteins (Conway et al., 2000b; Yonetani et al.,
2009). Bei Patienten fiihrt diese Mutation zu einem spat einsetzenden Parkinson mit einer
spaten und milden Form der Demenz. Neuropathologisch zeigen sich ein Riickgang der

Neuronen in der SN, im Locus coeruleus und dem Nucleus dorsalis nervi vagi sowie weit
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verbreitete LK, LN und gliale Aggregate (Kruger et al., 1998; Seidel et al., 2010). Die E46K
Mutation verandert die Wechselwirkung von aSyn mit Phospholipiden, erlaubt zudem die
Bindung mit negativ geladenen Liposomen und flhrt zu einer erhéhten Bildung toxischer
Oligomere (Rospigliosi et al., 2009). Patienten mit dieser Mutation zeigen ein dhnliches
klinisches Bild wie Patienten mit der A53T Mutation (Zarranz et al., 2004). Die G51D
Mutation vermindert die aSyn Aggregation sowie die Fahigkeit zur Membranbindung und
fihrt zudem zu einer verstarkten nukleéren Lokalisation aSyns (Fares et al., 2014). Klinisch
zeigen die Patienten einen friih einsetzenden Parkinson mit einer schnellen Progression
(Lesage et al., 2013). Die in einem Einzelfall, der jedoch eine Familiengeschichte der PK
aufweist, beschriebene H50Q Mutation beschleunigt die Aggregation von aSyn und fihrt zu
einem spat einsetzenden Parkinson, dessen klinisches Bild mit dem von Patienten mit A53T
und E46K Mutationen vergleichbar ist (Appel-Cresswell et al., 2013; Ghosh et al., 2013).

Neben diesen Punktmutationen fiihren auch Duplikation sowie Triplikation des gesamten
Synuklein-Lokus durch die damit verbundene erhdhte aSyn Expression zur Entstehung
familidrer Formen (Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004). Duplikationen fiihren
dabei zu spét einsetzendem Parkinson, der mit L-Dopa behandelbar ist, wahrend
Triplikationen zu schwereren Formen mit frihem Beginn, schneller Progression und
fortschreitender Demenz fuihren (Fuchs et al., 2007; Ibanez et al., 2009).

Weiterhin sind auch SNPs (Single-nucleotide polymorphism) in der 5° Promotor-Region
sowie in der 3" flankierenden Region des SNCA Gens, die die aSyn Proteinkonzentration
beeinflussen, mit einer erhohten Anfalligkeit fir idiopatischen Parkinson assoziiert (Winkler
et al., 2007; Fuchs et al., 2008; Mata et al., 2010). In Genom-weiten Assoziationsstudien
konnte zudem SNCA als ein allgemeiner Risikofaktor fir die PK identifiziert werden (Satake
et al., 2009; Simon-Sanchez et al., 2009).

1.24 a-Synuklein weist verschiedene Phosphorylierungsstellen auf

aSyn kann an verschiedenen AS phosphoryliert werden. Hierzu z&hlen S129 und S87
(Okochi et al., 2000) sowie Tyrosin (Y) 39, Y125, Y133 und Y136 (Ellis et al., 2001;
Nakamura et al., 2001; Chen et al., 2009; Mahul-Mellier et al., 2014). Bisher konnte jedoch
nur flr die Phosphorylierungen am S129 (pS129 aSyn) sowie am S87 (pS87 aSyn) ein
Zusammenhang mit der Entstehung der PK gezeigt werden, wahrend die Phosphorylierung
am Y125 moglicherweise sogar neuroprotektiv wirkt (Chen et al., 2009).

Der grofite Teil des aSyns in den LK bei DLK ist am S129 phosphoryliert (Fujiwara et al.,

2002; Saito et al., 2003; Anderson et al., 2006). Ebenso konnte pS129 aSyn in den LK von
9
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Parkinson Patienten (Saito et al., 2003; Covy et al., 2009) sowie von Patienten mit
Multisystematrophie (Nishie et al., 2004) nachgewiesen werden. Auch in verschiedenen aSyn
transgenen Mausmodellen wurde am S129 phosphoryliertes aSyn detektiert, wobei es sowohl
in Oligodendrozyten, als auch in somalen und neuritischen Ablagerungen sowie in
dopaminergenen Neuronen nachgewiesen werden konnte (Kahle et al., 2000; Neumann et al.,
2002; Wakamatsu et al., 2007; Schell et al., 2009; Paleologou et al., 2010).

Anhand von in vitro Studien konnten verschiedene Kinasen identifiziert werden, die in der
Lage sind aSyn am S129 zu phosphorylieren. Hierzu z&hlen einerseits CK (Casein kinase) 1
und 2 (Okochi et al., 2000; Lee et al., 2004; Zabrocki et al., 2008). Fir CK 2 konnte die
Kolokalisierung mit pS129 aSyn in Gehirnen aSyn transgener Méiuse gezeigt werden
(Wakamatsu et al., 2007). Zudem wurde CK 2 als die wesentliche Kinase identifiziert, die flr
die S129 Phosphorylierung von aSyn in Rattengehirnen verantwortlich ist (Ishii et al., 2007).
Andererseits wurden in vitro auch GRK (G protein-coupled receptor kinase) 1-6 als Kinasen
der S129 aSyn Phosphorylierung detektiert (Pronin et al., 2000; Arawaka et al., 2006;
Sakamoto et al., 2009). GleichermalRen konnte dies auch fir PLK (Polo-like kinase) 1-3
gezeigt werden (Inglis et al., 2009; Mbefo et al., 2010; Waxman und Giasson, 2011).

Weiterhin unklar ist jedoch, warum aSyn in den LK groRtenteils am S129 phosphoryliert
ist und welche physiologische Rolle diese Phosphorylierung spielt. Es konnte allerdings
gezeigt werden, dass die S129 Phosphorylierung die aSyn Fibrillisierung inhibiert
(Paleologou et al., 2010; Waxman und Giasson, 2011). Zudem wurde einerseits die
Kolokalisierung von aSyn mit spezifischen Kinasen in LK demonstriert (Arawaka et al.,
2006; Ryu et al., 2008), andererseits scheint aggregiertes aSyn ein besseres Substrat fir CK 1-
2 und PLK 1-3 darzustellen (Mbefo et al., 2010; Paleologou et al., 2010; Waxman und
Giasson, 2011). Eine erhohte Phosphorylierung fiihrt auBerdem nicht zu einer Inhibierung der
aSyn Aggregation (Oueslati et al., 2010). Deshalb wird vermutet, dass die Phosphorylierung
am S129 der Stabilisierung und Akkumulation toxischer aSyn Oligomere dient (Guerrero et
al., 2013) und wahrscheinlich erst nach der aSyn Fibrillisierung geschieht (Beyer und Ariza,
2013).

Neben pS129 aSyn, konnte auch pS87 aSyn in den LK von Patienten mit DLK
nachgewiesen werden (Paleologou et al., 2010). Die Phosphorylierung am S87 scheint die
Membranbindung von aSyn und dadurch seine biologischen Funktionen zu beeinflussen
(Paleologou et al., 2010). Bisher konnten mit CK 1 und Dyrk 1A (dual specifity tyrosine
regulated kinase 1A) jedoch nur zwei Kinasen gefunden werden, die aSyn am S87

phosphorylieren kénnen (Okochi et al., 2000; Kim et al., 2006). Allerdings inhibiert auch die
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S87 Phosphorylierung die oSyn Aggregation in vitro, was ebenfalls gegen eine
Aggregationsforderung durch die Phosphorylierung spricht (Mbefo et al., 2010; Beyer und
Ariza, 2013).

125  e-Synuklein interagiert mit freien Fettsauren

Bei den meisten (bergewichtigen Menschen finden sich erhohte Spiegel an freien
Fettsauren (FFA) im Plasma (Opie und Walfish, 1963). FFA kdnnen sowohl tber Diffusion,
als auch uber spezielle Transportsysteme tber die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn gelangen
(Hamilton und Brunaldi, 2007; Mitchell und Hatch, 2011). Das Gehirn selbst weist eine hohe
Konzentration an Lipiden auf, wobei es besonders reich an Phospholipiden ist, die etwa 6%
der Trockenmasse ausmachen (Ruiperez et al., 2010). Besonders angereichert sind die zwei
mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFAS) Arachidonsaure (AA) (n-6, 20:4) und
Docosahexaenséaure (DHA) (n-3, 22:6) (Chen et al., 2008a). Sowohl DHA, als auch AA sind
in der Lage Syntaxin-3 zu aktivieren, einen kritischen Faktor bei Wachstum und Regeneration
der Neurone (Darios und Davletov, 2006; Connell et al., 2007). AA scheint aulerdem eine
Rolle bei der Membranplastizitit zu spielen und die Fluiditit der Membranen des
Hippocampus zu erhalten (Kotani et al., 2003; Fukaya et al., 2007). Ebenso konnte fir AA
gezeigt werden, dass sie die Bildung des neuronalen SNARE-Komplexes beeinflusst und die
Fusion synaptischer Vesikel stimuliert, wodurch die Neurotransmitterfreisetzung geférdert
wird (Connell et al., 2007; Darios et al., 2007). Die Aufnahme von DHA scheint den Verlust
der kognitiven Funktionen bei alteren Menschen zu vermindern (Issa et al., 2006; van Gelder
et al., 2007) und protektive Effekte auf neuronale Zellen zu haben (Lukiw et al., 2005).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Lipide wie Sphingomyelin einen wesentlichen
Bestandteil der LK darstellen (den Hartog Jager, 1969; Gai et al., 2000). Es wurde postuliert,
dass ein Teil dieser Fettsduren degradierten Organellen, wie zum Beispiel abgebauten
Mitochondrien entstammt (Gai et al., 2000).

aSyn vermag Lipide unterschiedlicher Art zu binden, hierzu gehéren Lipidmembranen (Jo
et al., 2000; Stockl et al., 2008; Bodner et al., 2010), Fettsduren (Sharon et al., 2001; Lucke et
al., 2006; Salem et al., 2007) und intrazellulare Lipidtropfen (Cole et al., 2002). Da aSyn
zudem eine Sequenz-Homologie mit Fettsdure-bindenden Proteinen aufweist, wurde ihm
unter anderem eine Rolle im Transport von Fettsduren zugeschrieben (Sharon et al., 2001).
Bei der Bindung von aSyn mit azidischen Phospholipid-Vesikeln vollzieht sich eine
strukturelle Anderung des Proteins von der willkiirlichen Spirale hin zu einer a-helikalen

Konformation (Davidson et al., 1998; Jo et al., 2000; Eliezer et al., 2001). Ebenso kdnnen
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sowohl DHA, als auch AA, jedoch nicht gesattigte Fettsduren (SFAS), aSyn in eine a-helikale
Form bringen (Broersen et al., 2006). Des Weiteren scheint die Aggregation und
Fibrillisierung von aSyn in der Anwesenheit von Lipidmembranen, Fettsdauren und
Liposomen stimuliert zu werden (Jo et al., 2000; Perrin et al., 2001; Lee et al., 2002a). So
interagiert aSyn mit freien PUFAs, in dessen Folge l6sliche Oligomere entstehen, aus
welchen sich dann unlésliche, mit Neurodegeneration in Verbindung stehende Aggregate
bilden (Sharon et al., 2003). Besonders DHA scheint dabei die aSyn Fibrillisierung zu férdern
(Broersen et al., 2006; De Franceschi et al., 2011). Fur einfach ungeséttigte (MUFAS) sowie
gesattigte Fettsduren konnte ein solcher Zusammenhang jedoch nicht gezeigt werden (Sharon
et al., 2003).

Zudem scheint aSyn eine regulierende Funktion im Fettsdure-Metabolismus einzunehmen.
So konnte gezeigt werden, dass aSyn Knockout (KO) Mé&use eine verminderte AA-
Konzentration in den Phospholipiden des Gehirns aufwiesen, wéhrend die Menge an DHA
erhdht war (Golovko et al., 2007). In der I6slichen Fraktion von Gehirnen von Patienten mit
der PK sowie DLK konnten auflerdem erhohte Level an PUFAs gemessen werden, wahrend
keine Unterschiede an MUFAs oder SFAs erkennbar waren (Sharon et al., 2003). Ebenso
finden sich in aSyn KO Ma&usen weniger freie PUFAs als in WT Mausen, wéhrend in
mesencephalischen neuronalen Zellen bei iiberexprimiertem aSyn erhdhte Level an PUFAS
detektiert wurden (Sharon et al., 2003).

Aufgrund dieser Wechselwirkungen zwischen den PUFAs des Gehirns und aSyn sowie der
veranderten Lipidzusammensetzung der Gehirne von Parkinson Patienten kann vermutet
werden, dass sich ein veranderter FFA-Stoffwechsel, wie er beispielsweise bei Ubergewicht

und Insulinresistenz auftritt, auf die Entstehung der Synukleinopathie auswirkt.

1.2.6  Verschiedene Mausmodelle existieren flir Synukleinopathien

Um den Einfluss von aSyn auf neurodegenerative Erkrankungen zu untersuchen, wurden
verschiedene Mausmodelle generiert. Dabei wurde entweder menschliches Wild-Typ (WT)
aSyn oder aber mutiertes (A53T, A30P, E46K) mit Hilfe unterschiedlicher Promotoren
exprimiert.

Ein friher Versuch ein [wtJaSyn-Mausmodell zu kreieren erfolgte mit Hilfe des PDGFp
(platelet-derived growth factor P) - Promotors, welcher zu einer vorwiegend neuronalen
Expression des Transgens fihrt (Masliah et al., 2000). In diesem Mausmodell konnte das
transgene aSyn in neuronalen Zellkdrpern und in Neuriten nachgewiesen werden, auf3erdem

zeigte sich eine leicht verminderte Dichte von TH-positiven Neuronen und deren Endstticken.
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Des Weiteren konnte eine im Alter verschlechterte Lokomotorik auf dem Rota Rod gefunden
werden.

Weitere Mausmodelle wurden unter Verwendung des TH - Promotors kreiert, welcher zu
einer Expression des Transgens in katecholaminergenen Neuronen fiihrt. Bislang wurden
unter ihm [wt]aSyn, [A53T]aSyn sowie [A30P]aSyn exprimiert, allerdings konnte kein
eindeutiger Phénotyp festgestellt werden (Kahle, 2008). Jedoch zeigt sich bei diesen Modellen
mit der somatodendritischen Akkumulation eine histologische Gemeinsamkeit (Matsuoka et
al., 2001; Rathke-Hartlieb et al., 2001; Maskri et al., 2004).

Der PrP (Prion-Protein) - Promotor wurde bisher verwendet um [A53T]aSyn (Giasson et
al., 2002; Lee et al., 2002b), [A30P]aSyn (Nieto et al., 2006) sowie [E46K]aSyn (Emmer et
al.,, 2011) neuronal zu exprimieren. Diesen Modellen ist der progressive Verlust der
Lokomotorik gemein, histologisch zeigt sich auch hier eine somatodentritische Akkumulation
des transgenen aSyns sowie eine verstarkte Astrogliose (Giasson et al., 2002; Lee et al.,
2002b; Gomez-Isla et al., 2003).

Der Promotor Thyl fuhrt zu einer ZNS-spezifischen, neuronalen Expression. Er wurde
bislang in verschiedenen Studien verwendet, um [wt]aSyn, [A53T]aSyn sowie [A30P]aSyn
zu exprimieren. Auch diesen Modellen ist die somatodendritische Akkumulation von
transgenem aSyn gemein (Kahle et al., 2000; van der Putten et al., 2000; Rockenstein et al.,
2002; Maskri et al., 2004). Ebenso zeigen alle Modelle lokomotorische Auffalligkeiten, die
sich jedoch in Art und Starke unterscheiden (van der Putten et al., 2000; Fleming und
Chesselet, 2006; Freichel et al., 2007). Die verwendeten (Thyl)-h[A30PJaSyn transgenen
Méuse tliberexprimieren humanes, A30P mutiertes aSyn (h[A30P]aSyn) im ZNS, wobei
bereits relativ fruh Ablagerungen von unléslichem aSyn auftreten. Wahrend des Alterns
nimmt ein Teil dieses transgenen aSyn eine fibrilldre, amyloidartige Konformation ein.
Zudem zeigt sich eine verstérkte Phosphorylierung am S129 sowie eine erhdhte Oxidation
und Ubiquitinylierung des Proteins (Neumann et al., 2002). Die Verteilung dieses fibrillaren,
Proteinase-K resistenten aSyn ist spezifisch fur verschiedene Gehirnregionen, geht mit
kognitiven Beeintrachtigungen der Mause einher (Freichel et al., 2007) und Kkorreliert
auflerdem mit den Stadien der Synukleinopathie in menschlichen Patienten (Neumann et al.,
2004). Auch die Verteilung des am S129 phosphorylierten aSyn ist hirnregionspezifisch und
altersabhéngig. So findet sich in neuronalen Nuclei verschiedener kortikaler Areale sowie der
hippocampalen Regionen Cornu Ammonis (CA) 1, CA2 und CA3 und der basolateralen
Amygdala (BLA) bereits bei jungen (Thyl)-h[A30P]aSyn transgenen Mausen am S129
phosphoryliertes aSyn. Besonders in der BLA nimmt die Intensitat der pS129 Farbung im
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Alter stark zu, im zentralen Nucleus der Amygdala zeigt sich aulerdem eine pS129 positive,
LN-artige, nicht-amyloide Pathologie (Schell et al., 2009). Diese Linie ermdglicht somit eine
genaue Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Fibrillisierungsprozess von aSyn
und damit einhergehenden Verhaltensbeeintrachtigungen sowie der progressiven
Neurodegeneration (Kahle, 2008).

Eine weitere Form der Mausmodelle flr Synukleinopathien wird mit Hilfe von viralen
Vektoren erzeugt. Hierfir werden vor allem Lentiviren sowie Adeno-assoziierte Viren
verwendet (St Martin et al., 2007; Alerte et al., 2008). Dieser Ansatz fiihrt zu einer rapiden
Degeneration nigrostriataler Neuronen (Kirik und Bjorklund, 2003). Vorteil dieser Methode
ist die gut kontrollierte regionale und temporale Uberexprimierung des Transgens (Chesselet,
2008). Nachteilig ist jedoch die erhohte Variabilitat der Transgen-Expression, ebenso ist die
Untersuchung von Wechselwirkungen verschiedener betroffener neuronaler Systeme im
Krankheitsverlauf nicht moglich (Kirik und Bjorklund, 2003).

1.3 Diabetes Mellitus

In Europa weisen etwa 15% der Menschen mittleren Alters sowie 35-40% der alteren
Menschen eine Insulinresistenz auf (Decode Study Group, 2003). Insulinresistenz geht dabei
typischerweise der Entstehung eines Typ 2 Diabetes mellitus voraus (T2DM), dessen globale
Préavalenz im Jahr 2000 bei 2,8% lag, bis 2030 jedoch wahrscheinlich bis auf 4,4% gestiegen
sein wird (Wild et al., 2004). Allein in Deutschland waren im Jahr 2004 6,4 Millionen
Menschen an Diabetes erkrankt, wobei etwa 90% einen T2DM aufwiesen (Deutsche Diabetes
Union, 2008). Die Folgen dieser Epidemie sind dabei enorm. So entwickeln viele T2DM
Patienten langfristige Komplikationen, zu denen unter anderem Retinopathie, Nephropathie
und kardiovaskuldre Sch&den zahlen. Diese sekunddren Folgeerkrankungen stellen die
haufigsten Ursachen fiir die erhohte Morbiditat und Mortalitat der Patienten dar (Krolewski et
al., 1996; Morrish et al., 2001).

1.3.1  Genetische und nicht genetische Faktoren sind mit Diabetes Mellitus assoziiert

Typischerweise gilt T2DM als eine heterogene und komplexe Krankheit, gekennzeichnet
durch Hyperglykédmie und ausgel6st durch die Interaktion von genetischen Pradispositionen
mit vielféltigen Umweltfaktoren (Stumvoll et al., 2008; Unger, 2008). Die Rolle der
genetischen Faktoren ist dabei gut dokumentiert, wenn auch nicht vollstdndig verstanden. Das

Risiko an T2DM zu erkranken liegt bei Verwandten ersten Grades eines Patienten mit
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Diabetes dreifach hoher, als bei Personen ohne familidaren Hintergrund (Florez et al., 2003;
Gloyn, 2003; Hansen, 2003). Ebenso betragt das Erkrankungsrisiko 40%, wenn ein Elternteil
betroffen ist, und 70%, wenn beide betroffen sind (Groop et al., 1996). Eineiige Zwillinge
zeigen zudem eine wesentlich héhere Ubereinstimmung in der Erkrankungsrate als zweieiige
Zwillinge oder Geschwister (Poulsen et al., 1999). Bei nicht-diabetischen Nachkommen von
Patienten mit T2DM konnte sowohl Insulinresistenz, als auch eine Dysfunktion der B-Zellen
des Pankreas mit erhdhten Insulinkonzentrationen nachgewiesen werden (Stadler et al., 2009).
Zudem zeigen sich Unterschiede innerhalb ethnischer Gruppen sogar nach Migration in
andere Léander, die unabhangig von Umweltfaktoren scheinen (Flegal et al., 1991).

Andererseits ist aber auch der Einfluss der Umweltfaktoren auf die Entwicklung von
T2DM gut dokumentiert. Ubergewicht gilt dabei als einer der Hauptrisikofaktoren, wobei
zwischen 60% und 90% der T2DM Félle auf ein erhdhtes Korpergewicht zurlickzufihren sind
(Anderson et al., 2003). Als weiterer Hauptfaktor bei der Entstehung von T2DM wird
korperliche Inaktivitat angesehen (Manson et al., 1991; Levine et al., 2005). So senkt tagliche
physische Aktivitat von mehr als 30 Minuten signifikant das Risiko an T2DM zu erkranken
(Hu, 2003). Erhohte Kalorienaufnahme, eine sitzende Lebensweise sowie das daraus
resultierende Ubergewicht treten in Populationen mit hoherem Lebensstandard und einem
westlichen Lebensstil vermehrt auf und sind daher wesentlich fir den Anstieg der Inzidenz
von T2DM verantwortlich (Neel, 1999; Shaw und Chisholm, 2003; van Dam, 2003).
Zusétzlich fuhrt auch die immer weiter steigende Lebenserwartung zu einer erhéhten
Pravalenz von Ubergewicht und T2DM (Davidson, 1979).

1.3.2 Ubergewicht und Insulinresistenz konnen Diabetes Mellitus induzieren

T2DM ist charakterisiert durch Hyperglykdmie im Kontext von Insulinresistenz und p-Zell
Dysfunktion (Unger, 2003). Insulinresistenz, der zentrale Punkt bei der Entwicklung eines
T2DM, kann als verminderte Insulinsensitivitat auf Gewebe- sowie auf Zellebene aufgrund
einer beeintréchtigten Insulin-Signallbertragung definiert werden. Die Entstehung der
Insulinresistenz verlduft meist Gber einen groReren Zeitraum und hangt mit verschiedenen
Faktoren zusammen, wobei die genauen zugrunde liegenden Mechanismen weiterhin unklar
sind. Eine zentrale Rolle wird jedoch Ubergewicht sowie der durch Ubergewicht induzierten
chronischen Inflammation zugeschrieben. Das Fettgewebe gilt als wichtiges endokrines
Gewebe, das NEFAs (non-esterified fatty acids), Glycerol, RBP-4 (Retinol-binding protein-
4), verschiedene Hormone sowie proinflammatorische Zytokine wie TNFo (tumor necrosis

factor a), IL (interleukin) 6 und MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) abgibt und so
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den Metabolismus beeinflusst (Graham et al., 2006; Shoelson et al., 2006). Ubergewicht
veréndert den Stoffwechsel des Fettgewebes und fiihrt zu einer beeintrachtigten Produktion
von Adiponektin und einer erhéhten Freisetzung von NEFAs und proinflammatorischen
Zytokinen (Gesta et al., 2007). Hierdurch kann Ubergewicht eine systemische, niedrigstufige
Entzindungsreaktion auslésen, wodurch Gewebe-Makrophagen zum viszeralen Fettgewebe
rekrutiert werden, welche die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und MCP
unterstiitzen (Shi et al., 2006). Es wird angenommen, dass diese Faktoren das Insulin-
Signaling (siehe 1.3.3) beeintrachtigen und so mit der Zeit Insulinresistenz induzieren.

Zuerst kompensieren die B-Zellen des Pankreas die Insulinresistenz des peripheren
Gewebes mit einer erhohten Insulinausschittung, was letztendlich aber in einer gestorten
Insulinsekretion und einer beeintrachtigten Regulation der Blutglukosekonzentration resultiert
(Unger, 2003; Kasuga, 2006; Prentki und Nolan, 2006). So konnte anhand von Post-mortem
Studien ein signifikanter Riickgang der B-Zellmasse bei Patienten mit T2DM festgestellt
werden, der wahrscheinlich auf eine erhéhte Apoptose zurlickzufiihren ist (Butler et al., 2003;
Donath und Halban, 2004; Jin und Patti, 2009). Der Untergang der -Zellen ist dabei zum Teil
auf die durch den gesteigerten Insulinbedarf erhohte Belastung der Zellen zurlickzufiihren,
jedoch spielen auch weitere Faktoren eine wesentliche Rolle. So wird einerseits angenommen,
dass die hohen Konzentration an Glukose und SFAs im Blut sowie die erhdhte Expression
von IAPP (islet amyloid polypeptide), das fir die amyloiden Ablagerungen im Pankreas
hauptséchlich verantwortlich ist, oxidativen Stress und ER (endoplasmic reticulum) Stress
induzieren. Andererseits scheinen auch pro-inflammatorischen Zytokine, die vom Fettgewebe
abgegeben werden, eine wichtige Rolle zu spielen (Novials et al., 1993; Gasa et al., 2001;
Hotamisligil, 2006). Diese Faktoren fiihren zusammen mit der lokalen Entziindungsreaktion

zur Erschopfung der B-Zellen und letztendlich zu deren Untergang (Montane et al., 2014).

1.3.3 Beeintrachtigtes Insulin-Signaling Uber den Akt Signalweg kennzeichnet
Diabetes Mellitus

Beeintrachtigungen in der Insulin-Signallbertragung stehen im Zentrum der Entwicklung
von Insulinresistenz und Diabetes. Insulin wird in Reaktion auf einen erhohten
Blutglukosespiegel ausgeschuttet und wirkt in verschiedenen Organen und Geweben, wie
Leber, Skelettmuskeln und Fettgewebe. Die Aktivierung des PI3K (Phosphoinositide 3-
kinase) - Akt Signalwegs uber den IR (Insulin receptor) und die IRS (Insulin receptor
substrates) — Proteine spielt bei den metabolischen Wirkungen von Insulin eine zentrale Rolle

(Shepherd et al., 1998). Dieser Signalweg ist hochkonserviert und seine Aktivierung wird
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streng Uber einen mehrstufigen Prozess kontrolliert (Hemmings und Restuccia, 2012). Akt,
auch PKB (Protein kinase B) genannt, besitzt Gber 100 bekannte Substrate und hat diverse
Effekte auf die zelluldre Funktion und das Zellwachstum (Manning und Cantley, 2007).

PI3Ks koénnen unter anderem Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), wie den IR, und uber
deren Adaptermolekiile, wie beispielsweise IRS, sowie auch uber GPCRs (G protein-coupled
receptors) aktiviert werden (Wymann et al., 2003). Aktiviertes PI3K I6st die Umwandlung des
membrangebundenen PIP, (Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate) zu PIP;3
(Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate) aus.

RTK O

| & @ g
dgeas
De

Proteinsynthese

Glukoseaufnahme / Apoptose
Glykogensynthese

DNA Reperatur
Zellwachstum

/-proliferation

Abb. 1.3: Akt Aktivierung Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen und den P13K Signalweg. PI3K wird iber RTK
direkt oder indirekt aktiviert und erwirkt die Umwandlung von PIP, zu PIPs. Hierdurch wird PDK 1 aktiviert,
das Akt am T308 phosphoryliert, wahrend mTORC 2 und DNA-PK am S473 phosphorylieren. Aktiviertes Akt
verfugt Uber vielfaltige zellulare Funktionen. Die Dephosphorylierung erfolgt tiber PP2A und PHLPP.

Akt besteht aus einer N-terminalen Pleckstrin-Homologie (PH)-Domane, einer zentralen
Kinase-Domane und einer Carboxyl-terminalen regulatorischen Doméne, die ein hydrophobes
Motiv enthalt. Akt bindet mit hoher Affinitat Gber die PH-Domane an PIP; (Andjelkovic et
al., 1997) und wird in der Folge von PDK 1 (3-Phosphoinositid-dependent Protein Kinase 1)
am Threonin (T) 308, einer der zwei regulatorischen Phosphorylierungsstellen, phosphoryliert
(Stephens et al., 1998). T308 befindet sich im Aktivierungsring innerhalb der Kinasedoméne
und wird zur initialen, partiellen Aktivierung von Akt bendtigt (Alessi et al., 1997). Die T308
Phosphorylierung scheint ausreichend, um mTORC 1 (mechanistic target of rapamycin
complex 1) zu aktivieren, woriiber die Proteinsynthese und die Zellproliferation stimuliert

werden. Die Phosphorylierung von S473, der zweiten regulatorischen Phosphorylierungsstelle
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in der C-terminalen regulatorischen Doméne, durch mTOR (mechanistic Target of
Rapamycin) (Sarbassov et al., 2005) oder DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) (Feng et
al., 2004) hat alleine nur geringen Einfluss auf die Akt-Aktivitat (Alessi et al., 1996), fuhrt
aber in Kombination mit der T308 Phosphorylierung zur vollstandigen Aktivierung von Akt.
Darauf folgt die Phosphorylierung weiterer Substrate, wie beispielsweise die inhibitorische
Phosphorylierung der pro-apoptotischen FOXO-Proteine (Guertin et al., 2006). Voll
aktiviertes Akt beeinflusst vielfaltige zellulare Funktionen, wie die Angiogenese, das
Zellwachstum, die  Zellproliferation, die Glukoseaufnahme, die Protein- und
Glykogensynthese sowie die Apoptose (Manning und Cantley, 2007) (Abb. 1.3).

Die Dephosphorylierung am T308 durch PP2A (Protein phosphatase 2A) (Andjelkovic et al.,
1997) und am S473 durch PHLPP1/2 (PH domain and Leucine rich repeat Protein
Phosphatases) (Brognard et al., 2007) sowie die Umwandlung von PIP3 in PIP, durch PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) (Stambolic et al., 1998) wirken der Akt-Aktivierung
entgegen.

Der Akt-Signalweg spielt sowohl in den Muskeln, als auch im Fettgewebe eine zentrale
Rolle bei der Insulin-stimulierten Glukoseaufnahme (Steinberg und Kemp, 2009). Die
Bindung von Insulin an RTK fiihrt zu einer Aktivierung des Akt-Signalwegs und in der Folge
zur Translokation von GLUT-4 (glucose transporter 4) zur Zellmembran und einer
erleichterten Glukoseaufnahme (Mora et al., 2004). Dies geschieht unter anderem (ber die
Phosphorylierung des Akt Substrats von 160 kDa (AS160), das tber die Bindung von 14-3-3
Proteinen eine reduzierte Rab-GAP (GTPase activating protein) Aktivitat induziert und so die
GLUT-4 Translokation und die Glukoseaufnahme fordert (Kohn et al., 1996; Howlett et al.,
2007; Sakamoto und Holman, 2008). Insulinresistenz wird dabei mit Stérungen sowohl von
Akt vorgelagerten, als auch nachgelagerten Proteinen assoziiert. Hierzu zahlen beispielsweise
der Verlust des IRs, eine erhdhte Dephosphorylierung von IRS 1 sowie der komplette Verlust
der IRS-Proteine (Yamauchi et al., 1996; Bruning et al., 1998; Previs et al., 2000), eine
reduzierte PI3K Aktivitat (Tremblay et al., 2001) und eine beeintrachtigte Phosphorylierung
des AS160 (Karlsson et al., 2005).

Storungen im Akt Signalweg werden zudem sowohl mit Alzheimer, als auch mit der
Huntington Krankheit in Verbindung gebracht (Colin et al., 2005; Griffin et al., 2005).
Ebenso scheint der Akt Signalweg bei Entstehung der PK eine wichtige Rolle zu spielen,
wobei die medikamentdse Behandlung der gestorten Akt Aktivitdt eine maogliche
Behandlungsstrategie fiir die Krankheit darstellen konnte (Burke, 2007; Levy et al., 2009). So

konnte gezeigt werden, dass die Signaltransduktion Gber den Akt Signalweg in der SNpc von
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Parkinson Patienten stark vermindert ist (Malagelada et al., 2008; Timmons et al., 2009).
Zudem spielt der Akt Signalweg eine wichtige Rolle bei der Regulation der dopaminergen
Transporter sowie der Dopaminrezeptoren (Garcia et al., 2005; Beaulieu et al., 2007), sodass
Medikamente der PK, die das dopaminerge System beeinflussen, Uber die Aktivierung von
Akt neuroprotektiv wirken (Fallon et al., 2006; Weinreb et al., 2006; Sagi et al., 2007; Lim et
al., 2008). Verschiedene Akt 1 Haplotypen gelten auRerdem als protektiv gegentiber der PK
(Xiromerisiou et al., 2008) und Parkin und DJ-1 kdnnen das Akt-Signaling fordern (Kim et
al., 2005; Yang et al., 2005; Fallon et al., 2006).

1.34 Insulin spielt eine wichtige Rolle im zentralen Nervensystem

Die Insulinkonzentration im Gehirn steht in engem Zusammenhang mit seiner
Konzentration im Serum, da Insulin die Blut-Hirn-Schranke Uberqueren kann (Woods und
Porte, 1977; Banks et al., 1997a). Die Aufnahme von Insulin aus dem Blut ins ZNS geschieht
dabei nicht-linear via eines sattigungsabhangigen, Rezeptor-gesteuerten Transport-Systems
(Baura et al., 1993; Banks et al., 1997b). Insulin, IGF (Insulin-like growth factor) 1 und 2
sowie die entsprechenden Rezeptoren werden zudem im gesamten Gehirn exprimiert, unter
anderem auch in Neuronen (Gammeltoft et al., 1985; Hill et al., 1986) und Gliazellen
(D'Ercole, 1993; Freude et al., 2009). Interessanterweise finden sich die hochsten
Expressionsniveaus in Gehirnarealen, die auch besonders durch Neurodegeneration betroffen
sind (de la Monte et al., 2009).

Insulin dient dem ZNS als hormonelles Signal, das benétigt wird, um Korpergewicht,
Nahrungsaufnahme und metabolische Homdostase zu kontrollieren, wobei vor allem eine
langfristige Wirkung postuliert wird (Woods et al., 1979; Schwartz et al., 2000; Obici et al.,
2002; Porte et al., 2002). Das Insulin-Signaling im Gehirn vermindert die Nahrungsaufnahme,
sodass die Insulinsekretion auf lange Sicht als negatives Feedback Signal der
Energieaufnahme und des Korperfetts wirkt (Havel, 2001; Morton et al., 2006). Hierbei
spielen vor allem die Neurone des ventromedialen Hypothalamus eine zentrale Rolle, auf die
Insulin neuromodulatorisch wirken kann (McGowan et al., 1992). Diese neuromodulierende
Funktion von Insulin konnte unter anderem in elektrophysiologischen Studien nachgewiesen
werden (Plum et al., 2005; Kovacs und Hajnal, 2009). Zudem kann Insulin die Expression der
Dopamin-Rezeptoren sowie die Konzentration des Neurotransmitters Dopamin beeinflussen
(Lozovsky et al., 1981; Danguir et al., 1984; Lozovsky et al., 1985).

Ebenso konnte ein Einfluss von Insulin auf Gedéachtnis und Wahrnehmung nachgewiesen

werden. So besteht ein Zusammenhang zwischen DM und einer verminderten kognitiven
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Funktion (Hershey et al., 1997; Allen et al., 2004), welcher zudem abh&ngig vom Alter und
der Krankheitsdauer ist (Reaven et al., 1990; Elias et al., 1997). Die wiederholte intranasale
Gabe von Insulin kann das verbale Gedachtnis von Alzheimer Patienten verbessern (Reger et
al., 2006). Bei Ratten scheint die Wirkung von Insulin auf das rdumliche Lernen
dosisabhangig (Haj-ali et al., 2009) und intrahippocampalen Insulin-Infusionen kénnen tber
einen PI3K abhéngigen Prozess das rdumlichen Arbeitsgedachtnis verbessern (McNay et al.,
2010). Weiterhin konnten bei Ratten Verénderungen in den hippocampalen Konzentrationen
von IR und IRS 1 nach Lernaufgaben gezeigt werden (Zhao et al., 1999; Dou et al., 2005).

Insulin spielt auBerdem eine wichtige neuroprotektive Rolle, indem es den neuronalen
Zelltod unterdrickt und antiapoptotisch wirkt. Die antiapoptotische Wirkung wird dabei
hauptséachlich tber den PI3K-Signalweg vermittelt (Tanaka et al., 1995; Barber et al., 2001;
Yu et al.,, 2006; Moosavi et al., 2008). Insulin scheint die Apoptose auch wahrend der
neuronalen Entwicklung verhindern zu konnen (Tanaka et al., 1995). Weiterhin wirkt Insulin
neuroprotektiv, indem es den schéadlichen Effekten von oxidativem Stress entgegen wirkt
(Duarte et al., 2003; Duarte et al., 2004; Yu et al., 2006) und vor B-Amyloid induziertem
Zelltod schutzt (Takadera et al., 1993; Rensink et al., 2004; Di Carlo et al., 2010).

Zusétzlich verfugt Insulin im ZNS auch Uber eine wichtige neurotrophe Funktion. So spielt
es eine Rolle in der neuronalen Proliferation sowie im neuronalen Wachstum und ist in die
Regulation der Gehirnentwicklung involviert (Roger und Fellows, 1980; Schubert et al., 2003,
Farrar et al., 2005; Yu et al., 2008). Ebenso beeinflusst es die neuronale Differenzierung
(Aizenman et al., 1986; Wozniak et al., 1993; Schechter und Abboud, 2001). Es wird
angenommen, dass das Insulin-Signaling einen integrativen Faktor darstellt, der die neuronale
Differenzierung mit Nahrungsinformationen koordiniert und so die Geschwindigkeit der
Differenzierung an Verénderungen des Erndhrungszustands anpassen kann (Leopold, 2004).
SchlieBlich verfiigt Insulin auch Uber eine das Neuritenwachstum stimulierenden Funktion
(Recio-Pinto et al., 1984; Recio-Pinto et al., 1986), die wahrscheinlich in Abhangigkeit von
Astrozyten agiert (Ang et al., 1993; Heni et al., 2011).

1.4 Ubergewicht, Insulinresistenz und die Parkinson Krankheit

Verschiedene epidemiologische Studien haben eine potentielle Verbindung von Diabetes
und neurodegenerativen Erkrankungen hergestellt. So konnte fir Patienten mit Diabetes ein
erhdhtes Risiko fir Demenz (Peila et al., 2002), fir Neuropathie (Charles et al., 2011) und fir

Alzheimer (Arvanitakis et al., 2004a) gezeigt werden. Ein mdglicher Zusammenhang
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zwischen Ubergewicht, Insulinresistenz, Diabetes und Parkinson wurde ebenfalls in vielen

Studien analysiert und wird im Folgenden genauer dargelegt.

1.41  Widerspruchliche Ergebnisse tUber den Zusammenhang zwischen Diabetes
Mellitus und der Parkinson Krankheit in Humanstudien

Verschiedene klinische Studien haben eine mogliche Assoziation von DM und Parkinson

untersucht. Die Ergebnisse sind dabei, ebenso wie das Design der Studien, unterschiedlich
und der Zusammenhang zwischen diesen beiden Erkrankungen damit weiter unklar.
Bei einem groRen Teil der Studien handelt es sich um retrospektive Fall-Kontroll-Studien
sowie um Querschnittsstudien (Tab. 1.2), die jedoch unterschiedliche Ergebnisse lieferten. So
zeigte sich bei einigen dieser Studien ein inverser Zusammenhang zwischen DM und der
Entwicklung der PK (Powers et al., 2006; Scigliano et al., 2006; D'Amelio et al., 2009;
Miyake et al., 2010). Ein anderer Teil der Studien konnte dagegen keinen Zusammenhang
zwischen Parkinson und DM feststellen (Leibson et al., 2006; Becker et al., 2008), wahrend
ein dritter Teil eine positive Assoziation zwischen DM und Parkinson postulierte
(Schernhammer et al., 2011; Sun et al., 2012). Zusatzlich konnte flr Parkinson Patienten mit
Insulinresistenz ein erhohtes Risiko flir Demenz sowie bei Patienten mit DM starker
ausgepragte Symptome der PK gefunden werden (Bosco et al., 2012; Cereda et al., 2012). Die
unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studien sind wahrscheinlich vor allem auf die meist sehr
kleinen KohortengréRen sowie die Datenerfassung durch Selbstangaben zuriickzufuihren.

Bei einem weiteren Teil der klinischen Untersuchungen handelt es sich um prospektive
Kohorten-Studien (Tab. 1.3), die aber ebenfalls zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen. So
konnte auch hier einerseits keine Assoziation zwischen Parkinson und Diabetes gefunden
werden (Simon et al., 2007; Palacios et al., 2011), andererseits zeigten einige Studien einen
positiven Zusammenhang (Hu et al., 2007; Driver et al., 2008; Xu et al., 2011). Eine inverse
Assoziation der beiden Krankheiten wurde dagegen nicht gefunden.

Somit ist ein positiver Zusammenhang zwischen DM und der PK durchaus denkbar,
konnte jedoch in klinischen Studien bislang noch nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Weitere Patientenstudien, die diese Assoziation genauer untersuchen, scheinen deshalb

notwendig.
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Fall-Kontroll-Studien
Referenz Studiendesign Nachweis von DM / PK | Kohorten- Hauptresultat
groie
Studien mit einer inversen Assoziation
Powers et | - klinische Daten PK: Patientendaten / PK: 352 Inverse Assoziation
al., 2006 |- Querschnittsstudie diagnostizierte Falle Kontrollen: zwischen Parkinson
- Amerikanische Population DM: Selbstangaben, 484 und DM bei Ménnern
(Washington State) abgesichert tber
medizinische
Aufzeichnungen
Scigliano | - Kklinische Daten PK: Patientendaten / PK: 178 Inverse Assoziation
etal, - Retrospektiv, ¢ 17 Jahre diagnostizierte Félle Kontrollen: von Parkinson und DM
2006 - Italienische Population DM: Patientendaten / 533
diagnostizierte Falle
D’Amelio |- klinische Daten PK: Selbstangaben, nicht | PK: 318 Inverse Assoziation
etal, - Querschnittsstudie abgesichert Kontrollen: von Parkinson und
2009 - Italienische Population DM: Selbstangaben, 318 vorausgehendem DM
abgesichert Uber
medizinische
Aufzeichnungen
Miyake et | - klinische Daten PK: Patientendaten / PK: 249 Inverse Assoziation
al., 2010 |- Querschnittsstudie diagnostizierte Falle Kontrollen: von Parkinson und DM
- Japanische Population DM: Selbstangaben, 368
nicht abgesichert
Studien ohne Assoziation
Leibson - klinische Daten PK: Patientendaten / PK: 197 Keine Assoziation
etal., - Retrospektiv, ¢ 19 Jahre diagnostizierte Falle Kontrollen: zwischen Parkinson
2006 - Amerikanische Population DM: Patientendaten / 197 und DM
(Minnesota) diagnostizierte Falle
Becker et |- “General Practice Research | PK: Patientendaten / PK: 3637 Keine Assoziation
al., 2008 Database” diagnostizierte Falle Kontrollen: zwischen Parkinson
- Retrospektiv, ¢ 11 Jahre DM: Patientendaten / 3637 und DM
- Britische Population diagnostizierte Falle
Studien mit einer positiven Assoziation
Schern- - Danish Hospital Register PK: Pharmazie-Berichte | PK: 1931 Signifikante
hammer |- Retrospektiv, ¢ 5 Jahre Parkinson-Medikamente | Kontrollen: Assoziation zwischen
etal., - Dénische Population DM: Pharmazie-Berichte | 9651 DM und Parkinson,
2011 Diabetes-Medikamente speziell bei Fallen der
PK mit jungem
Anfangsalter
Bosco et |- Klinische Daten PK: diagnostizierte Falle | PK: 57 Insulinresistenz bei
al., 2012 |- Prospektiv, ¢ 3 Jahre DM: Glukose PK mit Parkinsonpatienten ist
- Italienische Population Toleranztest Demenz: 53 | mit einem erhohten
Risiko fir Demenz
assoziiert
Cereda et |- Klinische Daten PK: in der Klinik PK: 89 DM als Risikofaktor
al., 2012 |- Querschnittsstudie diagnostizierte Félle PK und DM: | flr starkere Parkinson
- Italienische Population DM: Selbstangaben, 89 Symptome
abgesichert tiber
Interviews
Sunetal., |-, Taiwan’s National Health PK: Patientenberichte, DM: DM ist mit einem
2012 Insurance (NHI) database” Krankenhausberichte 603 416 erhéhten Risiko fiir
- Retrospektiv, ¢ 8 Jahre DM: zu Messbeginn Kontrollen: Parkinson assoziiert
- Taiwanesische Population diagnostizierte Falle 472 188

Tab. 1.2: Fall-Kontroll-Studien Gber den Zusammenhang von DM und der PK. DM: Diabetes Mellitus; PK:

Parkinson Krankheit; ¢: Durchschnittliche Untersuchungsdauer
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Prospektive Kohorten-Studien

Referenz |

Studiendesign

| Nachweis von DM / PK

| KohortengroRe | Hauptresultat

Studien ohne Assoziation

Simon et | Frauen: PK: Selbstangaben, Frauen: 121 064 Keine
al., 2007 |- Nurses’ Health Study abgesichert Uber - davon DM: 2155 | Assoziation
- ¢ 22,9 Jahre Arztbefragung - davon PK: 264 zwischen
Méanner: DM: Selbstangaben, nicht Maénner: 50 833 Parkinson und
- Health Professionals abgesichert - davon DM: 1604 | DM
Follow-up Study - davon PK: 266
- Amerikanische
Population
- ¢ 12,6 Jahre
Palacios |- Cancer Prevention PK: Selbstangaben, Frauen: 79 949 Keine
etal., Study I1, Nutrition abgesichert Giber - davon PK: 236 Assoziation
2011 Cohort Arztbefragung Ménner: 63 306 zwischen
- ¢ 18 Jahre DM: Selbstangaben, nicht - davon PK: 420 Parkinson und
- Amerikanische abgesichert DM
Population — Diabetes zu Messbeginn
Studien mit positiver Assoziation
Huetal., |- ¢ 18 Jahre, PK: Medikamenten- Frauen: 26 384 T2DM ist mit
2007 - Finnische Population Verschreibungen - davon DM: 507 einem erhdhten
T2DM: Selbstangaben, - davon PK: 309 Parkinson Risiko
abgesichert Gber Ménner: 25 168 assoziiert
Krankenhausregister und - davon DM: 591
Medikamenten- - davon PK: 324
Verschreibungen
— Diabetes zu Messbeginn
Driver et | - Physicians® Health PK: Selbstangaben, in 73 Manner: 21 841 DM ist ein
al., 2008 Study Fallen abgesichert tber - davon DM: 2410 | Risikofaktor fur
- ¢ 23 Jahre medizinische Berichte - davon PK: 556 Parkinson bei
- Amerikanische DM: Selbstangaben, nicht Maénnern
Population abgesichert
Xu et al., |- National Insitute of PK: Selbstangaben, Kohorte: 288 662 | DM ist mit einem
2011 Health-AARP Diet and | abgesichert tber - davon DM: erhdhten
Health Study Arztbefragung 21611 Parkinson Risiko
- ¢ 15 Jahre DM: Selbstangaben, nicht - davon PK: 1565 | assoziiert
- Amerikanische abgesichert
Population

Tab. 1.3: Prospektive Kohorten Studien tiber den Zusammenhang von DM und der PK. DM: Diabetes

Mellitus; PK: Parkinson Krankheit; ¢: Durchschnittliche Untersuchungsdauer

1.4.2

Widerspruchliche

Ergebnisse  Uber

den

Fettaufnahme und der Parkinson Krankheit in Humanstudien

Zusammenhang

zwischen

Neben Insulinresistenz und Ubergewicht wird auch die Fettaufnahme mit der Diat als ein

mdoglicher Risikofaktor bei der Entwicklung der PK angesehen, weshalb dieser potentielle
Zusammenhang in verschiedenen Kklinischen Studien untersucht wurde. Einige Studien
konnten dabei eine hohe Aufnahme an tierischen Fetten mit einem erhdhten Risiko fir die
Entstehung der PK assoziieren (Logroscino et al., 1996; Anderson et al., 1999; Johnson et al.,
1999). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei anderen klinischen Studien jedoch kein signifikanter
Zusammenhang (Hellenbrand et al., 1996; Chen et al., 2003; Powers et al., 2003). Diese

relativ  kleinen
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KohortengrélRen sowie die Erfassung der Fettaufnahme anhand von Fragebdgen und
Interviews zuriickzufihren.

Neben dem Gesamtfettgehalt der Diat scheint besonders die Zusammensetzung des
aufgenommenen Fettes eine Rolle bei der Entwicklung einer neurodegenerativen Erkrankung
zu spielen. Dabei wird vor allem die Aufnahme von MUFAs und PUFAs mit einem
verminderten Risiko fir die PK assoziiert (Seidl et al., 2014). Ungesattigte Fettséduren sind ein
wichtiger Bestandteil neuronaler Zellmembranen, deren Zusammensetzung durch die mit der
Diat aufgenommenen Fettsduren beeinflusst wird (Youdim et al., 2000). Besonders PUFAS
weisen anti-oxidative, anti-inflammatorische und neuroprotektive Eigenschaften auf (Blok et
al., 1996; Kim et al., 2001; Robinson und Mazurak, 2013; Zhang et al., 2013). Eine
verminderte PUFA-Konzentration in neuronalen Membranen kann in verstérkter
Lipidperoxidation und erhéhtem oxidativen Schaden resultieren und so moglicherweise zum
Absterben der Neuronen beitragen (Farooqui und Horrocks, 1998). Die potentiell protektive
Rolle der mehrfach ungesattigten Fettsauren bei der Entstehung der PK zeigte sich auch in
verschiedenen klinischen Studien. So ist die Aufnahme an MUFAs und PUFAs invers mit der
Entstehung der PK assoziiert (Abbott et al., 2003; de Lau et al., 2005). Zudem zeigte eine
Meta-Analyse eine inverse Assoziation der PK mit der Aufnahme der essentiellen -
Linolensdure (Kamel et al., 2014). Ebenso konnten in der SN von Parkinson-Patienten
erhdohte  Konzentrationen an  PUFA-Peroxidations-Metaboliten  und  verminderte

Konzentrationen an PUFAs und Glutathion gefunden werden (Chen et al., 2003).

1.4.3 Mausstudien zeigen einen moglichen Zusammenhang zwischen Ubergewicht,

Insulinresistenz und der Parkinson Krankheit

Der mdogliche Zusammenhang zwischen Neurodegeneration und Insulinresistenz wurde
auch im Tiermodell untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass Ubergewicht und Diabetes
zu einer milden Atrophie und Insulinresistenz des Gehirns fuhren und dabei
Neuroinflammation, oxidativer Stress und Defizite in der cholinergenen Funktion entstehen
(Winocur et al., 2005; Moroz et al., 2008). Ubergewichtige Ratten leiden unter kognitiven
Beeintrachtigungen sowie Defiziten im rdumlichen Lernen und im Erinnerungsvermoégen
(Winocur und Greenwood, 2005; Winocur et al.,, 2005). Zudem verschlimmert die
metabolische Inflammation in (bergewichtigen sowie in diabetischen Mausen die
Degeneration der doperminergen Neuronen (Wang et al., 2014). Zusatzlich konnten bei
Ratten kognitive Beeintrachtigungen nach Fltterung einer Hochfett Diat (HFD) nachgewiesen

werden (Greenwood und Winocur, 1996). Eine Diat mit erhhten Konzentrationen an SFAS
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und Cholesterol fuhrte ebenfalls zu Beeintrdchtigungen im Geddchtnis und verdnderte die
hippocampale Morphologie (Granholm et al., 2008). Effekte einer HFD kdnnen sehr schnell
nachgewiesen werden, sodass bei Ratten nach nur 9 Tagen eine verminderte kognitive
Leistung gezeigt wurde (Murray et al., 2009). Weiterhin scheint eine HFD wahrend der
Schwangerschaft auch die kognitiven Funktionen der Nachkommen zu beeintrachtigen und zu
erhdhtem oxidativen Stress und Inflammation zu fuhren (White et al., 2009).

Zudem konnte anhand von Nagermodellen auch ein Einfluss der HFD auf sowohl den
mesolimbischen, als auch den nigrostriatalen Dopamin-Signalweg nachgewiesen (Fulton et
al., 2006; Palmiter, 2007; Davis et al., 2008b; Geiger et al., 2009). Ebenso fihrte eine HFD zu
einer erhohten Empfindlichkeit der Dopamin produzierenden Neuronen in der SN gegenuber
Parkinson-induzierenden Toxinen, was im verstarkten Absterben dieser Neurone resultierte
(Choi et al., 2005; Morris et al.,, 2010; Bousquet et al., 2012). Anhand von striatalen
Gehirnschnitten konnte zudem gezeigt werden, dass sowohl das lang-, als auch das
kurzfristige Fittern einer HFD die Dopamin Freisetzung erhéht (Zhang et al., 2005; Geiger et
al., 2009).

Oxidativer Stress und Inflammation spielen moglicherweise Schlisselrollen bei dem durch
HFD induzierten kognitiven Verlust. So konnte bei Mausen, die eine HFD erhielten und
eindeutige kognitive Beeintrachtigungen zeigten, sowohl oxidativer Stress, als auch
Inflammation im Gehirn nachgewiesen werden (Zhang et al., 2005; Souza et al., 2007; Pistell
et al., 2010). Zudem flihrte eine HFD zu erhohtem altersabhangigen oxidativen Stress im
Gehirn (Mattson et al., 2003; Perry et al., 2003). Moglicherweise ist aber auch BDNF (brain
derived neurotrophic factor) in die Reduktion der kognitiven Funktion involviert. BDNF
unterstitzt die synaptische Plastizitat und die neuronale Erregbarkeit (Jovanovic et al., 2000)
und scheint bei der Erhaltung der Lernféhigkeit und der Gedé&chtnisfunktion speziell im
alternden Gehirn eine wichtige Rolle zu spielen (Croll et al., 1998; Kovalchuk et al., 2002).
Beeintrachtigungen in der kognitiven Funktion nach Fitterung einer HFD waren sowohl bei
Ratten, als auch bei M&usen mit verminderten Konzentrationen an BDNF assoziiert (Wu et
al., 2004; Stranahan et al., 2008; Pistell et al., 2010).

Eine kirzlich durchgefiihrte Studie mit [A53T]aSyn transgenen Méausen konnte jedoch
keine Verschlechterung der kognitiven Funktion nach Futterung einer hochkalorischen Diat
nachweisen. Stattdessen waren die Ma&use resistent gegenuber durch HFD induziertem
Ubergewicht und Insulinresistenz und wiesen ein vermindertes Korperfett und einen erhéhten

Kalorienverbrauch auf (Rothman et al., 2014).
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Abb. 1.4: Beeintréchtigte Signalwege bei der Parkinson Krankheit und bei Diabetes Mellitus. Genetik,
Umweltfaktoren sowie der personliche Lebensstil kdnnen Autophagie, Mitochondrienfunktion,
Inflammationsprozesse und den Glukosemetabolismus beeinflussen. Stérungen in diesen Prozessen kdnnen
unter anderem sowohl die Entstehung der PK, als auch von DM beférdern.

1.5 Stdrungen in gemeinsamen Signalwegen bei Diabetes Mellitus und der
Parkinson Krankheit

Obwohl Parkinson und Diabetes klinisch unterschiedliche Krankheiten darstellen, weisen
beide Krankheiten Beeintrachtigungen in gemeinsamen Signalwegen auf. Mdglicherweise
kann eine Storung in einem dieser Signalwege das Risiko sowohl fir die PK, als auch fir DM
erhdhen (Santiago und Potashkin, 2013) (Abb. 1.4).

1.5.1  Stérungen der Autophagie und der Mitochrondrienfunktion sind mit der

Parkinson Krankheit und mit Diabetes Mellitus assoziiert

Sowohl bei Parkinson, als auch bei DM, konnten mitochondriale Beeintrachtigungen
nachgewiesen werden. Parkinson Patienten zeigen einen Funktionsverlust des
mitochondrialen Komplex 1 in Teilen des Gehirns, wie der SN und dem frontalem Cortex,
sowie in anderem Gewebe, wie Muskeln und Blutplattchen (Schapira et al., 1989; Shoffner et
al., 1991; Haas et al., 1995; Parker et al., 2008). Ebenso stehen die mit der PK assoziierten
Gene PINK1, PARKIN, SNCA, LRRK2 und DJ-1 mit der mitochondrialen Funktion in
Verbindung. So wird DJ-1 in Neuronen bei oxidativem Stress hochreguliert und schiitzt diese
vor mitochondrialer Dysfunktion (Hao et al., 2010; McCoy und Cookson, 2012). Zudem
wurden einerseits im ZNS von Parkinson Patienten, andererseits aber auch in den Inselzellen
des Pankreas bei Patienten mit T2DM verminderte DJ-1 Konzentrationen nachgewiesen. DJ-1

defiziente Mause zeigen sowohl im Alter, als auch bei Uber die Diat induzierter
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Gewichtszunahme eine verschlechterte Glukosetoleranz und eine verminderte -Zell-Flache
(Jain et al., 2012).

Auch fir Patienten mit DM konnten mitochondriale Stérungen nachgewiesen werden, die
jedoch vor allem die Skelettmuskeln betreffen. So weisen Patienten mit T2DM eine
verminderte Anzahl und morphologisch veranderte Mitochondrien auf (Kelley et al., 2002).
Zudem korreliert die oxidative Kapazitat des Skelettmuskels, welche hauptséchlich von der
mitochondrialen Funktion abhangig ist, direkt mit der Insulinsensitivitat (Razak und Anand,
2004). Diéat-induzierte diabetische Mause zeigen auflerdem eine erhohte ROS (reactive
oxygen species) Produktion im Skelettmuskel, was ebenfalls mit einer verdnderten
Mitochondrienstruktur assoziiert ist (Bonnard et al., 2008).

Sowohl die PK, als auch DM sind zudem mit Stérungen in Signalwegen des Proteinabbaus
assoziiert. Fehlgefaltete I6sliche sowie aggregierte unldsliche Proteine werden einerseits Uber
das UPS (Ubiquitin-proteasom system) und andererseits tber den ALP (Autophagy-lysosom
pathway) abgebaut (Ciechanover, 2005; Rubinsztein, 2006). Eine Beeintrachtigung in einem
dieser Signalwege kann zur Akkumulation und Aggregation von Proteinen und damit zu
zellularer Toxizitéat fuhren. Stérungen in der Autophagie zeigen sich bei der PK vor allem im
ZNS. So basiert die exzessive Proteinaggregation der PK mdglicherweise auch auf einer
Deregulierung der Autophagie. Sowohl Stérungen im UPS (Olanow und McNaught, 2006),
als auch im ALP wurden bereits mit der PK in Verbindung gebracht (Pan et al., 2008), da
beide Signalwege auch in den Abbau von aSyn involviert sind (Webb et al., 2003; Ferrucci et
al., 2008; Spencer et al., 2009). Einige Proteine, die genetisch mit der PK assoziiert sind,
spielen ebenfalls eine Rolle bei der Autophagie. Sowohl Mutationen in LRRK2, als auch der
Verlust der DJ-1 Funktion resultieren in Stérungen der Autophagie (Alegre-Abarrategui et al.,
2009; Krebiehl et al., 2010; Ramonet et al., 2011). Parkin und Pink1 werden zu geschadigten
Mitochondrien rekrutiert und fordern dort die Autophagie (Narendra et al., 2008; Vives-Bauza
et al.,, 2010). Die PK wird aullerdem mit der Morbus Gaucher, einer lysomalen
Speicherkrankheit, die durch den Mangel an Glucocerebrosidase (GCase) verursacht wird,
assoziiert. Mutationen in dem fir das Enzym kodierenden GBA Gen wurden als haufiger
monogenetischer Risikofaktor fir die PK und fir DLK identifiziert (Aharon-Peretz et al.,
2004; Mitsui et al., 2009; Sidransky et al., 2009; Mata et al., 2010). Es wird angenommen,
dass die GCase die Aggregation von aSyn beeinflusst. So konnte bei Patienten mit sowohl der
PK oder DLK, als auch GBA Mutationen eine starke Kolokalisation von aSyn und GCase in
LK und LN nachgewiesen werden (Goker-Alpan et al., 2010). Zudem resultiert der
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funktionelle Verlust der GCase in erhohter aSyn Aggregation und gesteigerter Neurotoxizitdt
(Cuervo et al., 2004; Mazzulli et al., 2011).

Auch DM wird mit Stérungen der Autophagie assoziiert, die sich, anders als bei der PK,
jedoch vor allem im Pankreas zeigen. So weisen sowohl transgene diabetische, als auch WT
Mause mit HFD eine erhthte Auophagosom-Bildung in den B-Zellen des Pankreas auf (Ebato
et al., 2008; Bartolome et al., 2012). Zudem resultiert der KO von ATG7 (Autophagy-related
protein 7), einem fur die Autophagosombildung essentiellen Gen, in B-Zellen in einer
Degenerierung der Langerhans’schen Inseln sowie beeintrachtigter Glukosetoleranz und
reduzierter Insulinsekretion (Ebato et al.,, 2008; Quan et al.,, 2012). Der Ausfall der
Autophagie in den pankreatischen pB-Zellen kann so den Ubergang von Ubergewicht zu DM
fordern (Quan et al., 2012). Sowohl das ER, als auch Mitochondrien sind zudem einerseits mit
dem Lipid- und dem Glukosemetabolismus, andererseits aber auch mit dem korrekten Ablauf
der Autophagie verbunden. Werden diese Organe oxidativ gestresst, so kann T2DM entstehen
(Rieusset, 2011). Chronische Uberernihrung kann zudem zu einer erhéhten Apoptoserate in
ausgewachsenen Neuronen (Moraes et al., 2009), in neugeborenen Neuronen, in sich
teilenden Zellen (McNay et al., 2012) sowie in neuronalen Stammzellen (Li et al., 2012) des
Hypothalamus fihrten.

Somit konnten sowohl fiir die PK, als auch fur DM Stérungen in der Autophagie und in
mitochondrialen Funktionen nachgewiesen werden. Wéhrend diese sich bei der PK jedoch vor
allem auf das ZNS beschranken, sind bei DM hauptsachlich der Pankreas und die
Skelettmuskeln betroffen. Unklar bleibt, ob bei DM auch autophagische Prozesse im Gehirn
beeintrachtigt sind, welche mdglicherweise zu der Entstehung der PK beitragen kénnen sowie
ob die Stoérungen der Autophagie bei der PK sich auf die Progression von DM auswirken

kdnnen.

152 Erhohte periphere Inflammationsprozesse zeigen sich bei Diabetes Mellitus und

der Parkinson Krankheit

Besonders  bei der Entstehung von  Insulinresistenz ~ spielen  periphere
Inflammationsprozesse eine wesentliche Rolle. Anhand von Humanstudien konnte ein klarer
Zusammenhang zwischen der chronischen Aktivierung von pro-inflammatorischen
Signalwegen und verminderter Insulinsensitivitat gezeigt werden (de Luca und Olefsky,
2008). In verschiedenen Stadien von DM und Insulinresistenz wurden erhohte Serum-
Konzentrationen der Zytokine TNFa sowie IL 6 und 8 gemessen (Hotamisligil et al., 1995;

Roytblat et al., 2000; Straczkowski et al., 2002). Auch im Tiermodell zeigt sich der
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Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und verstérkten Inflammationsprozessen. So ist bei
ubergewichtigen Nagern die TNF Produktion im Fettgewebe erhoht, zudem zeigt sich in
Leber, Fettgewebe und der Skelettmuskulatur eine erhéhte JNK (c-Jun N-terminal kinase)
Aktivitat, einer Kinase die durch Stressreaktionen aktiviert werden kann und zu den
inflammatorischen Reaktionen beitrdgt (Hotamisligil et al., 1993; Hirosumi et al., 2002).
Verschiedene Induktoren der Insulinresistenz, wie beispielsweise FFA, pro-inflammatorische
Zytokine und oxidativer Stress aktivieren die Expression des nos-2 (nitric oxide synthase 2)
Gens, welche fir iINOS (inducable nitric oxide synthase) kodiert, eine Kinase die grofe
Mengen an NO (nitric oxide) produzieren kann (Sugita et al., 2005). iNOS KO Méuse sind
dagegen vor durch Ubergewicht ausgeldste Insulinresistenz geschiitzt und zeigen eine erhohte
PI3K Aktivitat (Perreault und Marette, 2001).

Auch bei der PK konnen periphere Inflammationsprozesse nachgewiesen werden. So
zeigen sich bei Parkinson Patienten erhthte Serumkonzentrationen an TNFa sowie der
Zytokine IL 2, IL 4, IL 6 und IL 10 (Dufek et al., 2009; Reale et al., 2009; Scalzo et al., 2009;
Mosley et al., 2012). Erhohte Plasmakonzentrationen an IL 6 korrelieren dabei mit einem
gesteigerten Risiko fir die PK (Chen et al., 2008b). Zudem konnten erhéhte Konzentrationen
an Autoantikorpern gegen aSyn im Serum sowie in der Cerebrospinalflissigkeit von

Parkinson Patienten nachgewiesen werden (Papachroni et al., 2007; Maetzler et al., 2011).

1.5.3  Gesteigerte Neuroinflammation kann bei der Parkinson Krankheit und bei
Diabetes Mellitus nachgewiesen werden

Als Kennzeichen der Neuroinflammation gelten aktivierte Mikroglia, reaktive Astrozyten
und infiltrierende T-Zellen im Parenchym des ZNS. Diese Verédnderungen werden von einer
erhohten Produktion von Zytokinen, Chemokinen, Prostaglandinen, Proteinen der
Komplementkaskade und ROS sowie RNS (reactive nitrogen species) begleitet, was in
manchen Féllen in einem Riss in der Blut-Hirn-Schranke resultieren kann (Ransohoff und
Perry, 2009).

Mikroglia sind sesshafte, phagozytische und im ganzen ZNS verbreitete Zellen, die die
erste Line der Immunabwehr des Gehirns bilden. Sie besitzten TLRs (toll like receptors)
sowie Zytokin- und Chemokinrezeptoren (Stone et al., 2009). Aktivierte Mikroglia geben
verschiedene Stoffe ab, die toxische Substanzen abwehren konnen, aber besonders bei
chronischer Aktivierung auch die Verletzung und das Absterben von Neuronen beschleunigen
konnen. Zu diesen Stoffen gehdren ROS, RNS, proinflammatorische Zytokine und

Prostaglandine (Stone et al., 2009; More et al., 2013). Astrozyten sind die haufigsten
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Gliazellen des Gehirns, die ebenfalls im ganzen Gehirn verbreitet sind (Sherwood et al.,
2006). Sie geben Neuronen strukturelle Unterstlitzung und spielen auBerdem eine aktive und
integrale Rolle bei der Vermittlung des physiologischen und pathologischen Status von
Neuronen (Mena und Garcia de Yebenes, 2008; Heneka et al., 2010). Auch Astrozyten weisen
unter anderem Zytokinrezeptoren und TLRs auf (Bsibsi et al., 2002; Carpentier et al., 2005).
TLRs sind evolutiondr konservierten Rezeptoren, die pathogene Muster erkennen und so eine
wichtige Rolle bei der Abwehr von Krankheitserregern spielen. TLRs aktivieren eine
Immunantwort nach Erkennen spezifischer pathogener Liganden wie PAMPs (pathogen-
associated  molecular  patterns) sowie nach  Gewebeschadigung und  nach
entzliindungsinduzierten, nicht-mikrobischen Gefahren durch DAMPs (damage-associated
molecular patterns) (Kawai und Akira, 2010; Jialal et al., 2014).

Vor allem die PK wird mit einer erhdhten Neuroinflammation in Verbindung gebracht. Die
Fehlregulierung des Immunsystems gilt als langsamer und kontinuierlicher Faktor der
neuronalen Dysfunktion und bedingt unter anderem die chronische Natur der PK (Hirsch und
Hunot, 2009; Lee et al., 2009; More et al., 2013). In der SN sowie im Striatum von Gehirnen
von Parkinson Patienten konnten beispielsweise aktivierte Mikroglia und eine erhohte Dichte
von Astroglia nachgewiesen werden (McGeer et al., 1988; Damier et al., 1993; Hunot et al.,
1999). Ebenso wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von Mikroglia und dem
Fortschreiten der Krankheit gefunden (McGeer et al., 1988; Czlonkowska et al., 1996; He et
al., 2001; Sugama et al., 2003; Block und Hong, 2007) und die Anzahl der Astrozyten verhélt
sich invers proportional zum Untergang dopaminerger Neuronen (Damier et al., 1993). Auch
bei einer aSyn iiberexprimierenden Mauslinie konnte eine erhohte Aktivierung der Mikroglia
nachgewiesen werden, in anderen Nagermodellen fur die PK zeigte sich eine verstérkte
Astroglia Reaktion (Czlonkowska et al., 1996; Rodrigues et al., 2001; Su et al., 2008).
Anhand von [A53T]aSyn transgenen Maiusen konnten nach LPS (Lipopolysaccharid)
Stimulation zudem verstarkte Neuroinflammation, das Absterben dopaminerger Neuronen
und zytoplasmatische aSyn Einschliisse nachgewiesen werden (Gao et al., 2008). aSyn kann
zudem Mikroglia direkt aktivieren und dabei die TLR Expression beeinflussen (Beraud et al.,
2011). AulRerdem wurden sowohl im Blut, als auch in Gehirnen von Parkinson Patienten
erhdhte Konzentrationen von proinflammatorischen Markern wie TNFa, IL 1B, IL 6, ROS
und Eicosanoiden gemessen (McGeer et al., 1988; Mogi et al., 1994; Nagatsu et al., 2000).

Auch chronische Uberernahrung und Insulinresistenz kénnen Inflammation im Gehirn
auslosen. Wahrend bei der PK jedoch vor allem die SN betroffen ist, beeintrachtigt die

Insulinresistenz hauptsachlich regulatorische Funktionen des Hypothalamus (Thaler und
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Schwartz, 2010; Cai, 2013). So filhren Ubergewicht, Uberernahrung und eine chronische
Storung des Energiegleichgewichts zu einer Hochregulierung des IKKp (I-kappa-B-kinase)—
NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) Signalings im Gehirn,
wodurch inflammatorische Prozesse induziert und Verdnderungen in Korpergewicht und
Fettmasse geférdert werden kdnnen (Zhang et al., 2008; Milanski et al., 2009; Posey et al.,
2009; Oh et al., 2010; Meng und Cai, 2011). Dies geschieht unter anderem Uber TLRs, die
auch durch zirkulierende FFA stimuliert werden kénnen und dabei neben dem IKKB — NFKB
Signalweg auch JNK und andere intrazellulare inflammatorische Signale aktivieren (Fessler et
al., 2009). Die Fahigkeit TLRs zu stimulieren konnte beispielsweise fur Palmitinsaure (n-3;
16:0) (Kim et al., 2007; Davis et al., 2008a; Kleinridders et al., 2009), aber auch fir
Stearinsaure (18:0) und Linolensaure (18:3) gezeigt werden (Milanski et al., 2009). Zudem
konnen die Futterung einer HFD sowie intracerebroventrikulare Lipidinfusionen bei Nagern
das hypothalamische IKKP - NF-KB Signaling und eine erh6hte mRNA Expression von
TLR 4, NF-KB, TNFa, IL 1B und IL 6 induzieren (Zhang et al., 2008; Milanski et al., 2009;
Posey et al., 2009; Wang et al., 2012).

Die Aktivierung inflammatorischer Mediatoren wird auch (ber die Bildung von AGEs
(advanced glycation endproducts) aus Proteinen und Lipiden stimuliert (Yan et al., 1994; Xie
et al., 2013). Zusatzlich konnten auch Astroglia und Mikroglia als Forderer der
hypothalamischen Inflammation bei durch die Diat entstandenem Ubergewicht identifiziert
werden (Horvath et al., 2010; Thaler et al., 2012). So wirken AGEs auf verschiedene
Rezeptoren in Mikroglia und Makrophagen und stimulieren so die Produktion von Zytokinen
und Chemokinen (Vlassara et al., 2002; Wada und Yagihashi, 2005).

1.6 Die Rolle des Hirnstamms bei der Parkinson Krankheit und bei
Diabetes Mellitus

Anatomisch gesehen besteht der Hirnstamm aus Mittelhirn (mesencephalon), Briicke
(pons) und verlangertem Mark (medulla oblongata) (Abb. 1.5). Im Mittelhirn befinden sich
groRe Ansammlungen von Nervenzellkérpern, wie der SN und dem nucleus ruber, die fir
Muskelaktivitdten wichtig sind. Ebenso liegen hier die Ursprungsorte des Ill. und des IV.
Hirnnervs, welche die Augenmuskeln innervieren. Das Mesencephalon durchlaufen wichtige
afferente und efferente Bahnen zwischen Gehirn und Riickenmark, zudem enthélt es Anteile
der Seh- und der Horbahn. Die Pons beinhaltet die Nervenzellkérper fir die V. bis VIII.

Hirnnerven sowie fir Teile des Kreislauf- und des Aktivitatszentrums. Sie erhalt aullerdem
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Informationen aus dem Hororgan und dem Gesicht, welche sie an das Kleinhirn weiterleitet.
In der Medulla oblongata befinden sich die Ursprungsorte der IX. bis XII. Hirnnerven.
Ebenso enthélt sie die Pyramidenbahn, die groRte der vom Gehirn das Rickenmark
absteigenden Nervenbahnen, die die Impulse der willkirlichen Motorik Ubertragt. AuRerdem
beinhaltet sie Gruppen von Nervenzellen, die zusammen mit anderen Teilen des Hirnstamms

das Atem- und Kreislaufzentrum bilden.

Cortex Hippo-

Cerebellum
campus
Mesencephalon
Hirnstamm
Pons Medulla
oblongata

Abb. 1.5: Schematische Ubersicht eines Sagittalschnitts eines Mausgehirns. Der Sagittalschnitt erlaubt
einen guten Uberblick tiber die unterschiedlichen Hirnregionen des Mausgehirns. Der Hirnstamm befindet sich
im hinteren Drittel des Gehirns und kann in Mesencephalon, Pons und Medulla oblongata unterteilt werden. Er

ist sowohl bei der Entstehung von DM, als auch bei der PK involviert.

Der Hirnstamm spielt sowohl bei der Entstehung von DM, als auch bei der PK eine
wichtige Rolle. So sind die Neurone des Hirnstamms direkt in die Kontrolle der
Energiehomoostase involviert, indem sie Statusinformationen uber den energetischen Zustand
des Korpers auf verschiedenen Ebenen verarbeiten (Schneeberger et al., 2014). Sie erkennen
beispielsweise zirkulierende Metabolite und Hormone, die von peripheren Organen
ausgeschuttet wurden, und erhalten Uber den Nervus Vagus Informationen Uber den
Gastrointestinaltrakt (Silver et al., 1989; Grill et al., 1998; Gao und Horvath, 2007; Schwartz,
2010). Ebenso empfangen sie neuronale Inputs von Nuclei des Mittel- und Vorderhirns, die
ebenfalls energiebezogene Signale wahrnehmen und integrieren. Zudem projizieren sie in
lokale Kreislaufe des Hirnstamms sowie in andere Gehirnregionen und geben so
Informationen fir die Kontrolle der Energiebilanz weiter (Sahu et al., 1988; Horvath et al.,
1999; Blevins und Baskin, 2010; Warden et al., 2012). Ubergewicht und Insulinresistenz
gehen somit nicht nur mit Anderungen im peripheren Stoffwechsel einher, sondern wirken
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sich auch auf neuronale Kreisldaufe sowie die Neurone des Hirnstamms aus (Morton et al.,
2006; Schneeberger et al., 2014).

Bei der Entstehung der PK spielt der Hirnstamm eine wesentliche Rolle und ist recht friih
von der Synukleinopathie betroffen (Beach et al., 2009). Der Verlust der dopaminergen
Neuronen in der SN gilt zudem als hauptverantwortlich fir die motorischen Symptome der
PK (Surmeier und Sulzer, 2013). So weisen Patienten mit der PK einen Verlust von
Neuromelanin in der SNpc auf (Greenfield und Bosanquet, 1953). In den Neuromelanin-
positiven Zellen der SNpc kann bei Parkinson Patienten zudem fast immer Lewy Pathologie
nachgewiesen werden (Del Tredici et al., 2002). Auch im Nucleus dorsalis nervi vagi, dem
grolten parasympathischen Nucleus des Hirnstamms und einer der Hirnnervenkerne des
Nervus vagus, treten LK und der Verlust von Neuronen auf (Gai et al., 1992; Del Tredici et
al., 2002). Diese Symptomatik kann ebenfalls in der intermedidren Retikularformation (Hirsch
et al., 1987; Jellinger, 1988) sowie in den Raphe Kernen, die fir die serotoninergene
Innervation des ZNS verantwortlich sind, gefunden werden (Halliday et al., 1990; Gai et al.,
1991). Neuronaler Verlust und Lewy Pathologie zeigt sich weiterhin im Locus caeruleus
(Greenfield und Bosanquet, 1953; Zarow et al., 2003) und im Nucleus pedunculopontine
(Hirsch et al., 1987; Jellinger, 1988). Zusétzlich scheint die Hirnstamm Pathologie auch fur
nicht motorische Symptome der PK mitverantwortlich zu sein und gastrointestinale Probleme,

Schmerzen, Depressionen und Schlafstérungen zu verstarken (Grinberg et al., 2010).
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1.7 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss der lebenslangen Futterung einer HFD (40 kcal%
Fett) auf verhaltensbiologische, histologische sowie proteinbiochemische Parameter bei

(Thy1)-h[A30P]aSyn transgenen Méusen zu untersuchen.

Die verwendeten Mé&use entwickeln wahrend des Alterns eine hirnregionsspezifische
Synukleinopathie, die mit motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen einhergeht und mit
den Stadien der Synukleinopathie in menschlichen Patienten korreliert (Neumann et al., 2002;
Neumann et al., 2004; Freichel et al., 2007). Mit Hilfe einer HFD kann Insulinresistenz nicht
nur in peripheren Organen, sondern auch im Gehirn induziert (Winzell und Ahren, 2004,
Obrosova et al., 2007; Metlakunta et al., 2008) und so unter anderem die Entwicklung von
neurodegenerativen Vorgangen beeinflusst werden (Choi et al., 2005; Morris et al., 2010;
Bousquet et al., 2012; Wang et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb folgende Fragestellungen genauer untersucht

werden:

1. Konnen durch Futterung der HFD erhéhtes Korpergewicht und eine gestorte
Glukosetoleranz bei h[A30P]aSyn transgenen Méusen induziert werden und sind diese

metabolischen Veranderungen vergleichbar mit denen bei WT Méusen?

2. Werden die altersabh@ngigen motorischen sowie kognitiven Defizite der h[A30P]aSyn

transgenen Mause durch die HFD beeinflusst?

3. Wird die hirnregionsspezifische Ausbildung der Synukleinopathie sowie die damit

einhergehende Astrogliose durch Futterung der HFD beeinflusst?

4. Konnen weitere Effekte der HFD nachgewiesen werden? Fiihrt die HFD beispielsweise zu
Verénderungen im PI3K — Akt Signalweg, der sowohl mit DM, als auch mit der PK in

Verbindung gebracht wird?

Zusétzlich sollten die verschiedenen Kinasen, denen bislang eine Rolle bei der
Phosphorylierung von aSyn zugeschrieben wurde, genauer untersucht werden (Dzamko et al.,
2014), wobei ein besonderes Augenmerk auf GRK 5 gelegt wurde. Von Interesse war
einerseits ob GRK 5 im untersuchten Mausmodell fur die pathologische S129-aSyn
Phosphorylierung verantwortlich ist. Andererseits stellte sich die Frage ob die HFD einen
Einfluss auf Lokalisation und Proteinmenge der Kinase ausubt.
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2 Methoden

2.1 In vivo Experimente

2.1.1  Verwendete Tiere und Zuchtbedingungen

In allen Experimenten wurden ausschlieBlich ménnliche (Thy1)-h[A30P]aSyn transgene

Mause (C57/BI6 Hintergrund, Generierung beschrieben in Kahle et al., 2001 und Neumann et
al., 2002) bzw. als Kontrollen C57/BI6 Wild-Typ (WT) Mause, welche durch Rickkreuzung
aus heterozygoten (Thyl)-h[A30P]aSyn transgenen Méusen gewonnen wurden, verwendet.
Die verwendeten Mause exprimieren humanes oSyn mit der A30P Punktmutation
(h[A30P]aSyn) unter Kontrolle des ZNS spezifischen Promotors Thyl, was zu einer zwei- bis
dreifachen Erhdhung an aSyn im ZNS flhrt (Kahle et al., 2001). Alle Mé&use wurden unter
kontrollierten Bedingungen (Raumtemperatur: 21°C, relative Luftfeuchtigkeit: 55-65%) in
einem zirkadianen Rhythmus (12 h Dunkel- und 12 h Hellphase) in der Tierhaltung des
Hertie-Instituts fur klinische Hirnforschung, Tibingen, in Typ 4 long Kafigen gehalten.
Ab einem Alter von 4 Wochen erhielten die Mé&use entweder eine (SD, 9 kcal% Fett, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest) oder eine HFD (45 kcal% Fett, Harlan Laboratories,
Niederlande). Das Korpergewicht wurde von diesem Zeitpunkt an wochentlich bestimmt.

Alle Tierversuche wurden vom Regierungsprasidium Tubingen genehmigt und liegen unter

den Bewilligungsnummern N2/10 sowie N9/12 vor.

2.1.2 Hochfett-Futter

Ab einem Alter von 4 Wochen erhielten jeweils 56 h[A30P]aSyn transgene Mé&use sowie
52 WT Kontrollen eine spezielle HFD (TD.06415 Adjusted Calories Diet 45/Fat, Teklad
Custom Research Diets, Harlan Laboratories, Niederlande) mit einem Gesamtfettgehalt von
45 kcal%. Der Fettanteil der Didt wurde durch 36% SFAS, 47% MUFAs sowie 17% PUFAS
gebildet. Der Kohlenhydratanteil der Diat betrug 36,2 kcal%, Proteine machen 19,0% der
Gesamtkalorien aus (Abb. 2.1, Tab. 2.1). Weitere 56 transgene aSyn Mause erhielten ab dem
Alter von 4 Wochen eine SD (ssniff R/M-H Extrudat, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest), in
welcher die Gesamtkalorien nur zu 9% durch Fett gebildet wurden. Dieser Fettanteil wurde zu
17,5% aus SFA, zu 19,9% aus MUFA sowie zu 62,6% aus PUFA zusammengesetzt. Im
Vergleich zur HFD wurde ein wesentlich héherer Anteil der Gesamtkalorien der SD durch
Kohlenhydrate (58 kcal%) sowie durch Proteine (33 kcal%) gebildet (Tab. 2.1). Diese
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Unterschiede in der Verteilung der Energielieferanten sind auf eine erhéhte Fettmenge in der
Trockenmasse der HFD zurlckzufihren (22,8% HFD vs. 3,8% SD), wahrend der
Gesamtgehalt an Kohlenhydraten (41,4% HFD vs. 47,2% SD) sowie Proteinen (21,7% HFD
vs. 21,6% SD) vergleichbar war (Tab. 2.1).

Abb. 2.1: Makronahrstoffe und
=:;°,::Z:;DD'Z Fettsaureprofil von SD und HFD.

80—A BO—B

70 4 70
Haupt-Kalorienlieferanten der SD sind

i 60_- Kohlenhydrate sowie Proteine, wahrend
die Energie der HFD vor allem durch Fett
gebildet wird (A). Das Gesamtfett der SD
wird  hauptséchlich  durch  PUFAs
gebildet, wahrend die HFD vor allem aus

SFA sowie MUFAs besteht (B).

% kcal
% Gesamtfett

Protein  Kohlenhydrate  Fett SFA MUFA PUFA

Hochfett-Diat Standard-Diat
% Gesamt- %okcal | 70 Gesamt % keal
anteil anteil
Protein 21,7 19,0 21,6 33
Kohlenhydrate 41,4 36,2 47,2 58
Fett 22,8 44,8 3,8 9

Tab. 2.1: Zusammensetzung der Makronahrstoffe der HFD und SD.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass die HFD einen erhohten Gesamtanteil an Fett
enthielt, was zu einer veranderten prozentualen kalorischen Zusammensetzung der
Makronahrstoffe fuhrte. Zudem unterschied sich auch das Fettsaureprofil der beiden Diaten.
Dieser Unterschied in der Zusammensetzung fiihrte zu einer erhohten Energiedichte der HFD
im Vergleich mit der SD (HFD: 4,6 kcal / g vs. SD: 3,1 kcal / g).

2.1.3 Glukose Toleranztest

Der Glukose Toleranztest (GTT) dient der Uberpriifung der Insulinsekretion als Antwort
auf eine hohe Glukosezufuhr. Hierfur wurde den fir 12 Stunden auf Nahrungsentzug
gesetzten Mausen 2 g Glukose pro kg Korpergewicht (Glukosteril 50%, Fresenius Kabi

GmbH, Bad-Homburg) intraperitoneal injiziert. Wéhrend des Tests wurden die Mause
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weiterhin unter Karenz gehalten. Direkt vor der Glukose-Injektion sowie 15, 30, 60, 90 und
120 min danach wurde der Blutzuckerspiegel mit einem Blutglukose Messgerdt (Accu-
Check® Sensor, Roche, Mannheim) bestimmt. Der GTT wurde im Alter von 13 sowie 43
Wochen mit jeweils 9 h[A30P]aSyn transgenen Mausen mit SD (aSyn SD), 9 h[A30P]aSyn
transgenen Mausen mit HFD (aSyn HFD) sowie 9 WT Mausen mit HFD (WT HFD)
durchgefiihrt.

214 Rota Rod

Mit Hilfe des Rota Rods (TSE Systems, Bad Homburg) kann die lokomotorische Aktivitat
und Koordination der Mé&use untersucht werden. Ziel war es eine mdglicherweise verfriht
eintretende lokomotorische Beeintrachtigung der h[A30P]JaSyn transgenen Mause mit HFD
zu untersuchen. Das Rota Rod besteht aus einer horizontalen Laufrolle, welche durch
Trennwénde in funf einzelne Bahnen geteilt wird. Die Laufrolle befindet sich 14,7 cm
oberhalb des Bodengitters und damit hoch genug, um bei den Tieren eine Fallaversion
auszulosen, aber so niedrig, dass sich die Mause beim Fall nicht verletzen. Die Méuse wurden
zuerst trainiert auf der rotierenden Laufrolle zu laufen. Wahrend des Testes beschleunigt die
Laufrolle innerhalb von 120 Sekunden von 0 auf 18 rpm (rounds per minute) (Phase 1) und
dreht sich dann fur weitere 120 Sekunden mit 18 rpm (Phase 2). Fallt ein Tier von der
Laufrolle, so wird automatisch eine Lichtschranke aktiviert und der Lauf gestoppt.

Die maximale Laufdauer auf dem Rota Rod wurde ab dem Alter von 26 Wochen alle 2
Wochen bei 19 aSyn SD, 17 aSyn HFD sowie 19 WT HFD Maiusen getestet. ES wurden
jeweils vier einzelne Laufe durchgefiihrt, zwischen denen die Mduse mindestens 90 Sekunden

pausierten, und der Lauf mit der besten Laufzeit gewertet.

2.15 Cat Walk

Mit Hilfe des Cat Walk Systems (CatWalk XT, Noldus Information Technology,
Niederlande) kann das Laufmuster von Maéusen analysiert und somit madglicherweise
vorhandene Verénderungen in der Motorik in Folge der erhdhten Fettfutterung und der
dadurch eventuell verfriiht induzierten Synukleinopathie Gberprift werden.

Im Cat Walk laufen die Mduse uber eine etwa 90 cm lange Glasplatte durch einen etwa 10
cm breiten, durch Wande abgetrennten Gang. Unter der Glasplatte ist eine Kamera installiert,
welche die Bewegung der Méuse aufzeichnet. Die Kamera befindet sich dabei 22 cm

unterhalb der Glasplatte, die Kameraverstarkung wurde auf 37 fixiert, die Intensitatsschwelle
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auf 0,27. Mit Hilfe dieses Aufbaus kdnnen mit der zugehorigen Software (CatWalk XT 9.0,
Noldus Information Technology, Niederlande) verschiedenste Bewegungs-Parameter der
Méuse untersucht werden. Hierflr mussen die FuBabdriicke jeweils manuell benannt und
klassifiziert werden, die Software fuhrt anschlieBend alle Analysen automatisch durch. Alle
weiteren Berechnungen wurden in Excel sowie Origin Pro 8G durchgefihrt. Fir die Studie
von Interesse waren dabei vor allem die Intensitét, welche die Maus mit den Hinterldufen auf
die Glasplatte austibt sowie die Schrittlange und die FuRabdrucklénge.

Im Alter von 30 Wochen wurden 14 aSyn SD sowie 10 aSyn HFD Méause zunéchst
trainiert angstfrei Gber die Glasplatte zu laufen und dann anschlieBend ab einem Alter von 31
Wochen im zweiwdéchigen Rhythmus getestet. Ein Lauf bestand dabei aus drei Einzellaufen.
Nur Laufe mit einer Dauer von weniger als 10 Sekunden und mit einer maximalen Varianz

von 60% wurden als giiltig gewertet.

Abb. 2.2: Virtuelle Einteilung des Open Fields. Das

ermedinte Open Field wird in die Zonen ,outer”, ,border®,

Hintermediate” und ,,center* eingeteilt und die jeweilige

Aufenthaltsdauer sowie die zuriickgelegte Distanz der

M@use in den einzelnen Zonen gemessen.

2.1.6  Open Field

Das Open Field (Hall und Ballachey, 1932; Hall, 1934) besteht aus einer 60 cm x 60 cm
groBRen, nach oben hin offenen Box, liber welcher eine Videokamera angebracht ist. Mit Hilfe
dieses Tests kann das Erkundungs- sowie Vermeidungsverhalten von Mausen untersucht und
Aussagen uber Aktivitdtsmuster getroffen werden. Untersucht werden sollte, ob diese
Parameter bei h[A30P]JaSyn transgenen Maéausen durch Fitterung der HFD beeinflusst
wurden.

Hierfir wurden die Mause einzeln in eine Ecke des Open Fields gesetzt und ihre
Bewegung 10 Minuten lang aufgezeichnet. So konnten beispielsweise die insgesamt
zuriickgelegte Distanz sowie die explorierte Flache analysiert werden. Durch virtuelle
Einteilung des Open Fields in vier verschiedene Zonen (,,outer” — ,,border — , intermediate* —
,,center) war es zudem moglich zu unterscheiden, ob eine Maus hauptsachlich nur den Rand
der Box erkundet, oder sich auch in die Mitte des Open Fields begibt (Abb. 2.2). Das Open
Field wurde im Alter von 24 sowie von 42 Wochen mit jeweils 20 aSyn SD, aSyn HFD sowie

WT HFD Méusen durchgefuhrt.
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2.1.7  Angstkonditionierung

Mit Hilfe der Angstkonditionierung kann das emotionale Lernen der Mduse Uberpriift und
Informationen Uber die Amygdala- sowie Hippocampus-Funktion gesammelt werden. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die Fahigkeit zum emotionalen Lernen bei h[A30P]JaSyn
transgenen Maé&usen im Alter beeintrachtigt ist (Freichel et al., 2006). Anhand der
Angstkonditionierung sollte eine moglicherweise verfriihte Beeintrachtigung des emotionalen
Lernens bei h[A30P]aSyn transgenen Miusen durch die erhohte Fettaufnahme Uberpruft
werden.

Fur die Angstkonditionierung wurden die Mause einzeln in die AKS Fear-Conditioning
Box Advanced (TSE Systems, Bad Homburg) gesetzt. Diese besteht aus einer hélzernen Box
mit integrierter Messkammer. Die Messkammer wird entweder von durchsichtigen oder von
schwarzen Plexiglas-Wanden umgeben und enthdlt ein FuBschockgitter. Unter dem Gitter
befindet sich eine Abfallschale, welche mit Papiertiichern abgedeckt wird. Nach jedem Tier
wurden Gitter und Abfallschale gereinigt, um einen konstanten Geruch in der Kammer zu
gewahrleisten. Uber der Kammer befinden sich zwei Lichtquellen sowie an der Seite eine
Tonquelle, die einen 2,9 kHz Ton abgibt. Licht- und Tonquelle sowie der FuRschock werden
durch das AKS Fear Conditioning Cotnrol Unit 2 kontrolliert.

Wahrend der 6-minutigen Konditionierungsphase wurden schwarze Plexiglaswénde
verwendet. Die Konditionierung wurde durch einen 20-sekiindigen Licht- und Tonstimulus
(CS, conditioned stimulus) angekindigt. Direkt nach dem CS erhielten die zu
konditionierenden Tieren einen einsekindigen FuBschock von 2x 0,6 mA (US, unconditioned
stimulus). Die Kontrolltiere wurden nur mit dem CS stimuliert, erhielten aber keinen US (2x
0,0 mA). Die Konditionierung wurde innerhalb der 6 Minuten 8 Mal wiederholt.

Um das emotionale Kontext Lernen zu bestimmen, wurden die Mé&use 24 Stunden nach der
Konditionierung fur 3 Minuten in die gleiche Kammer, die bereits bei der Konditionierung
verwendet wird, gesetzt. Konditionierte Tiere reagieren bei funktionierendem Kontext Lernen
mit reduziertem Explorationsverhalten sowie erhdhter Schockstarre. Weitere 6 Stunden spater
erfolgte die Messung des emotional assoziativen Cued Lernens abhangt. Hierflr wurde der
Kontext der Messkammer geéndert, indem die schwarzen Plexiglaswénde durch durchsichtige
ersetzt und das Fullschockgitter durch einen laminierten und von Einstreu bedeckten
Pappboden verdeckt wurde. Um einen konstanten Geruch zu garantieren wurde die Einstreu
nach jedem Tier gewechselt und die Wande gereinigt. Die Mé&use wurden fur 5 Minuten in die
Messkammer gesetzt und die Bewegung aufgezeichnet. Wéhrend der ersten Minuten konnten

die Méuse die Kammer ohne weitere Beeintrachtigung explorieren. Darauf folgte eine
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dreimindtige Prasentation des CS, was bei konditionierten und lernféhigen Tieren zu einer
sinkenden Exploration sowie erhohter Schockstarre und geringerer Laufdistanz fiihrt. Der
Test wurde mit einer weiteren einmindtigen Phase ohne Stimulusprasentation beendet.

Die Angstkonditionierung wurde im Alter von 4 Monaten mit jeweils 11 nicht
konditionierten aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Maiusen sowie mit jeweils 9
konditionierten aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Maéusen durchgefiihrt. Im Alter von 9
Monaten wurden 12 konditionierte sowie 12 nicht konditionierte aSyn SD, 10 konditionierte
sowie 10 nicht konditionierte aSyn HFD und 9 konditionierte sowie 9 nicht konditionierte
WT HFD Mause verwendet. Im Alter von 12 Monaten wurde der Versuch mit 9
konditionierten sowie 9 nicht konditionierten aSyn SD, 8 konditionierten sowie 9 nicht
konditionierten aSyn HFD und 9 konditionierten sowie 8 nicht konditionierten WT HFD
Méusen durchgefuhrt.

2.18 Toten der Mause und Gehirnentnahme

Alle Mause wurden durch zervikale Dislokation mit anschlieRender Dekapitation getotet.
Das Gehirn wurde entnommen und entweder zur Proteinextraktion oder fir die
Immunohistochemie weiter verarbeitet. Fir die Proteinextraktion wurden die Gehirne in
einem Eppendorf-Gefal in flissigem Stickstoff gefroren und anschlielend bei -80° Celsius
bis zur Verwendung gelagert. Um eine Immunohistochemie durchfiihren zu kénnen, wurden
die Gehirne zunéchst in TBS gewaschen und anschlielend in 4% PFA in PBS fixiert. Es
folgte die sagittale oder coronare Einbettung in Paraffin.

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1  Lyse von M&usegehirnen zur Proteinisolation

Das Gehirn wurde zun&chst in Cerebellum, Hirnstamm und Cortex sowie das Resthirn
getrennt und in jeweils einzelne 2 ml Reaktionsgefalie gegeben. Anschliefend wurde jeder
Teil einzeln, zusammen mit jeweils 100 pl RIPA-Puffer pro mg Gehirn in einen
HomogenisatorgefalR nach Dounce (Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden) gegeben und
manuell homogenisiert. Das Homogenisat wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal tberfuhrt und
mit RIPA-Puffer auf 2 ml aufgefullt. Es folgte eine 30 min(tige Lyse auf Eis. AnschlieRend
wurde 15 min bei 14000 rpm und 4° C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefal? uberfihrt.
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2.2.2 Bestimmen des Gesamtproteingehalts

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mit dem BCA-Kit (Pierce, USA) gemessen.
Hierfir wurde jeweils 10 ul einer 1:10 Verdinnung der Probe mit 100 pl des
Detektionsreagenz  in  einer  Mikrotiterplatte vermischt. Je Probe wurde eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Zugleich wurde eine Standardkurve aus BSA (Bovine
Serum Albumin) in Lysepuffer mit Konzentrationen von 0,025 — 2 mg/ ml pipettiert und
ebenfalls mit dem Detektionsreagenz vermischt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fir 30
min. AnschlieBend erfolgte die Messung der Extinktion bei 560 nm mit einem
Mikrotiterplattenphotometer (Biorad, Munchen), wobei die Proteinkonzentration anhand der

Standardkurve berechnet wurde.

kleine Gele Trenngel (7,5%) Trenngel (10%) Trenngel (15%) Sammelgel
Trenngelpuffer 2,75 ml 2,75 ml 2,75 ml -
Sammelgelpuffer - - - 0,69 ml
40% Acrylamid 19:1 2,07 ml 2,75 ml 4,1 ml 0,31 mil
ddH,O 6,06 ml 5,38 ml 4,1ml 1,72 mi
10% APS 0,11 ml 0,11 ml 0,11 ml 0,028 ml
TEMED 0,011 ml 0,011 ml 0,011 ml 0,003 ml
groRe Gele Trenngel (7,5%) Trenngel (10%) Trenngel (15%) Sammelgel
Trenngelpuffer 6,05 ml 6,05 mi 6,05 ml -
Sammelgelpuffer - - - 1,51 ml
40% Acrylamid 19:1 4,55 ml 6,00 mi 9,02 mi 0,68 ml
ddH,O 13,33 ml 11,83 mi 9,02 mi 3,79 ml
10% APS 0,242 ml 0,242 ml 0,242 ml 0,061 ml
TEMED 0,024 ml 0,024 ml 0,024 ml 0,006 ml

Tab. 2.2: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel der SDS-Page.

223  SDS-PAGE

Mit Hilfe der SDS-PAGE (SDS - Polyacrylamidgel — Elektrophorese) kénnen Proteine
ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt werden. Durch Binden des negativ geladenen SDS
an die Proteine erhalten diese eine negative Gesamtladung, sodass die Laufgeschwindigkeit
im Gel vor allem vom Molekulargewicht der Proteine abhdngt. Es wurde eine
diskontinuierliche SDS-PAGE mit Trenn- und Sammelgel verwendet (Zusammensetzung:
siehe Tab. 2.2). Die Acrylamid-Konzentration des Trenngels wurde in Abhdngigkeit von der
GroRe des zu detektierenden Proteins gewdhlt. Jeweils 25 g Proteinlysat wurden im
Verhaltnis 5:1 mit 6x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) vermengt, fir 5 min bei 95°C
aufgekocht und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Es wurden sowohl kleine Gele (Mini
Trans Blot Cell, Biorad, Minchen; 10 x 7,5 cm), als auch groRe Gele (Trans Blot Cell,
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Biorad, Minchen; 15 x 20 cm) verwendet. Als Molekulargewichtsstandard wurden zudem
10 ul Proteinmarker (Biorad, Minchen) geladen. Die Laufkammer wurde mit Laufpuffer
gefiillt und die Elektrophorese flr die ersten 30 min bei 110 V (kleine Gele) bzw. 130 V
(groRe Gele) und anschlielend bis zum Ende bei 140 V (kleine Gele) bzw. 165V (groRe
Gele) durchgefihrt.

Antigen Spezies Verdlinnung Verdinnung Herkunft
(Western Blot) (Immuno-
histochemie)
humanes aSyn (15G7) Ratte 1:5 1:50 Eigene Herstellung
(Kahle et al., 2000)
pS129- aSyn Kaninchen 1:1000 1:500 Abcam (ab51253)
GAPDH Maus 1:50000 Meridian Life Science
(#H86504M)
GFAP Kaninchen 1:10000 1:2500 Abcam (ab7260)
GRK 5 Kaninchen 1:500 1:500 Abcam (ab64943)
AKT Kaninchen 1:2000 Cell Signaling (#9272)
pS473-AKT Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#4060)
pT308-AKT Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (#4056)
Kaninchen-HRP Ziege 1:1000 Jackson
(Western Blot)
Maus-HRP Ziege 1:1000 Jackson
(Western Blot)
Ratte-HRP Ziege 1:1000 Jackson
(Western Blot)

Tab. 2.3: Verwendete Primar- und Sekundar-Antikérper im Western Blot und der Immunochistochemie.

224 Western Blot

Nach erfolgreicher Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE erfolgte der Transfer auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) — Membran, welche zuvor fir 10 Sekunden in Methanol
aktiviert wurde. Bei kleinen Gelen wurde der Transfer via eines nassen Tank-Blot Systems
(Mini Trans-Blot, BioRad, Miinchen) bei 4°C fir 2 h bei 100 V durchgefiihrt. Transferiert
wurde von Kathode zu Anode, wofir ein Blot-Sandwich mit folgendem Aufbau hergestellt
wurde: Kathode — Schwamm — Blotting-Papier — Gel — PVDF-Membran — Blotting-Papier —
Schwamm - Anode. Die Schwamme sowie das Blotting-Papier wurden vor dem
Zusammenbau in Transfer-Puffer getrankt. GroRe Gele wurden bei 4°C fir 2 h bei 20 V halb-
trocken geblottet (Semi-Dry Electroblotter Sedec, peglab, Erlangen). Das Blotting Sandwich
hatte dabei folgenden Aufbau: Kathode — 3x Blotting-Papier — Gel — PVDF-Membran — 3x

Blotting Papier — Anode.
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Nach Beenden des Transfers wurde die Membran aus der Transfer-Kammer entnommen
und fir eine Stunde bei Raumtemperatur in Block-Losung gewaschen. Die Inkubation mit
dem Primérantikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C, anschliefend wurde 3x 5 min in TBST
gewaschen sowie weitere 5 min geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur sowie weiteres Waschen (3x 15 min)
in TBST. Fur die Detektion wurde Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore, USA) verwendet, wobei pro Membran jeweils 1 ml der Detektionslésungen A und
B vermengt wurden und die Membran damit fur 5 min inkubiert wurde. AnschlieBend folgte
die Signalubertragung auf Hyperfilm (Hyperfilm ECL high performance chemiluminescence,
GE-Healthcare, Miinchen).

2.2.5  “Strippen” der PVDF-Membranen

Um nach der Kopplung eines Antikorpers weitere Antikorper auf der gleichen Membran
verwenden zu konnen, wurde diese fur 30 min bei 56°C in Stripping-Puffer inkubiert.
AnschlieBend wurde 3x 15 min bei Raumtemperatur in TBST gewaschen sowie eine Stunde

geblockt. Danach wurde die Membran mit einem neuen Primarantikorper inkubiert.

2.3 Histologie

2.3.1 Praparation von Paraffin-Schnitten

Das frisch entnommene Gehirn wurde in 4% PFA in PBS fiir mindestens 48 Stunden
fixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne entweder sagittal oder coronar in Paraffin
eingebettet. Die Paraffinblécke wurden mit einem Mikrotom (Mikrotom Microm HM355S,
Fisher Scientific, Schwerte) in 4 um dicke Schnitte geschnitten und auf einem Objekttrager
(SuperFrost Plus, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) fixiert. Auf jedem Objekttréager
wurden jeweils drei aufeinanderfolgende Schnitte fixiert, anschlieend wurden sechs Schnitte

verworfen und die folgenden drei Schnitte auf dem né&chsten Objekttrager fixiert.

2.3.2 Immunhistochemie

Fir die Immunohistochemie wurden die Schnitte zuerst in einem Glasstander tiber Nacht
bei 58° C aufgebacken. Anschlielend wurde de-paraffiniert sowie hydriert (2x 5 min Xylene
— 2x 3 min 100% EtOH — 2x 3 min 95% EtOH — 2X 3 min 75% EtOH — 2x 3 min TBS).

Um die Peroxidase Aktivitdt zu inhibieren wurden die Schnitte fir 30 min in 0,3% H-,0,
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(Roth, Karlsruhe) in TBS inkubiert und anschlieBend 3x 8 min in TBS gewaschen. Zur
Freilegung der Antigene wurden die Schnitte fur 35 min auf 90°C in Zitratpuffer erhitzt, bei
Raumtemperatur abgekihlt (30 — 45 min) und wiederum in TBS gewaschen (3x 5 min).
AnschlieBend wurde 60 min mit 5% Antiserum in TBS geblockt, wobei das Antiserum (ASe)
abhéngig vom zu verwendenden Erstantikorper (1. AK) gewéhlt wurde (1. AK Hase — ASe
Ziege; 1. AK Maus — ASe Pferd; 1. AK Ratte — ASe Hase) (Tab. 2.3). Das Blocking-
Reagenz wurde abgenommen, der Erstantikdrper mit 2% Antiserum in TBS zugegeben und
uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Waschen in TBS (3x 5 min) wurde der Zweitantikorper
(1:200 Biotinyliertes 1gG, Vectastain Vector Laboratories, USA) mit 3% Antiserum in TBS
auf die Schnitte pipettiert und 60 min inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt (TBS, 3x
8 min) und anschlieend die Signalamplifizierung mittels Avidin-Biotin-Komplex (ABC-AP
Kit, Vector Laboratories, USA) fur 30 min bei Raumtemperatur. Nach Waschen in TBS (3x
5 min) erfolgte die sichtbare Reaktion mittels Alkaline-Phosphatase (Vector Blue Alkaline
Phosphatase Substrate Kit, Vector Laboratories, USA) fur 20 - 30 min bei Raumtemperatur.
Um die Reaktion zu stoppen, wurde in TBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit Nuclear
Fast Red (Vector Nuclear Fast Red, Vector Laboratories, USA) fir 5 min gegengeféarbt. Nach
Waschen mit Leitungswasser wurden die Schnitte dehydriert (5 min 70% Ethanol — 2x 5 min
95% Ethanol — 2 5 min 100% Ethanol — 2x 5 min Xylen) und in Pertex (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckelt.

2.3.3  Gallyas Silber Farbung

Fur die Silber Farbung nach Gallyas wurden die Schnitte zundchst aufgebacken und de-
paraffiniert / hydriert (siehe 2.3.2). AnschlieBend wurden die Schnitte fir 5 min in 5%
Periodsdaure, welches als starkes Oxidationsmittel agiert, gegeben. Die Schnitte wurden
gewaschen (2x 5 min), unter leichtem Schutteln fiir eine Minute erst in alkaliner Silber-lodid
Losung und anschlieBend fur 10 min in 0,5% Azetsdure inkubiert. Es folgte die 20-30
minutige Entwicklung in der frisch hergestellten Entwicklerlésung. AnschlieBend wurden die
Schnitte fur 3 min in 0,5% Azetsdure inkubiert, 5 min in H,O gewaschen, fir 5 min in 0,1%
Goldchlorid inkubiert, mit H,O gespult, fir 5 min in 1% Natrium-Thiosulfat inkubiert und
wiederum mit H,O gespllt. Es folgte die Gegenfarbung mit Nuclear Fast Red (Vector Nuclear
Fast Red, Vector Laboratories, USA), die Dehydrierung und das Eindeckeln mit Pertex
(Merck, Darmstadt).
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2.3.4  Thioflavin-S Farbung

Um die in Paraffin eingebetteten Schnitte mit Thioflavin-S farben zu kénnen, wurden die
Schnitte zunéchst ebenfalls tber Nacht in einem Glasstdnder bei 58°C aufgebacken. Es folgte
die De-Paraffinierung / Hydrierung sowie die Inhibierung mit H,O, (siehe 2.3.2). Alle
weiteren Schritte wurden unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die Schnitte wurden fiir 30 min
in Thioflavin-S und Hoechst-Farbstoff (0,1% Thioflavin S, 1:1000 Hoechst in TBS) inkubiert.
AnschlieBend wurde 2x 2 min in 70% Ethanol gewaschen, bis kein gelber Farbstoff mehr von
den Schnitten in das Ethanol berging. Es folgte ein Waschschritt (2x 3min) in TBS. Die
Schnitte wurden waéssrig eingedeckelt (Vectamount AQ, Vector Laboratories, USA) und mit
Nagellack versiegelt.

2.35 Mikroskopie und densitometrische Auswertung

Die gefarbten Schnitte wurden mit dem Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Jena) mikroskopiert.
Fur die einzelnen Hirnregionen wurden jeweils Mosaik-Bilder unterschiedlicher
VergroRerung angefertigt (4x / 20x / 40x). Die Verarbeitung der mikroskopierten Bilder
erfolgte mit der Axio Vision Rel. 4.8 Software (Carl Zeiss AG, Jena). Fur die
densitometrische Auswertung wurde pro Maus jeweils ein 610 um x 610 um groRes
reprasentatives Mikroskopiebild einer 20x VergroRerung ausgewéhlt und mit Hilfe der
Image J Software (National Institute of Health, USA) weiter verarbeitet. Dabei wurde zuerst
die gesamte Gewebefldche und anschlieRend die gefarbte Flache des Ausschnittes gemessen.
AnschlieBend wurde mit Excel die prozentual gefarbte Flache bestimmt und der Durchschnitt

pro Gruppe berechnet.

2.3.6 Statistik

Alle mathematischen Berechnungen sowie samtliche T-Tests wurden mit Excel 2010
(Microsoft, USA) durchgefiihrt. Alle weitere Statistik wurde mit Origin Pro 8G (OriginLab,

USA) durchgefiihrt, womit auch die Diagramme erstellt wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Hochfett Diat auf in vivo Parameter h[A30P]aSyn

transgener Mause

Um den Einfluss der HFD auf Verhaltensebene zu untersuchen, wurden verschiedene in
vivo Experimente mit h[A30P]aSyn transgenen mit SD gefiitterten (aSyn SD), mit
h[A30P]aSyn transgenen mit HFD gefiitterten (aSyn HFD) sowie mit HFD gefiitterten WT
Mausen (WT HFD, n = 20) durchgefihrt (Abb. 3.1). Hierzu zahlen der Glukose Toleranztest
mit 13 sowie mit 43 Wochen, die Angstkonditionierung mit 17, 39 und 52 Wochen (4, 9 und
12 Monaten) und das Open Field mit 24 und 42 Wochen. Des Weiteren wurden ab einem
Alter von 26 Wochen Versuche auf dem Rota Rod sowie ab einem Alter von 31 Wochen auf
dem Cat Walk, jeweils im zweiwdchentlichen Rhythmus durchgefihrt.

OF OF
24w 42w
AK AK AK
GTT 17w 39w | GTT 52w
13w 43w
10w 2(|)w 3(I)w 4(')w 50w 6?w 7(}w s(l)w Alter (Wochen)
26w Rota Rod 58w,

31w Cat Walk 83w

Abb. 3.1: Zeitliche Ubersicht der in vivo Experimente. Verschiedene in vivo Experimente wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt. Hierzu z&hlen der Glukose Toleranztest (GTT) mit 13 sowie mit
43 Wochen, die Angstkonditionierung (AK) mit 17, 39 und 52 Wochen (4, 9 und 12 Monaten) und das Open
Field (OF) mit 24 und 42 Wochen. Zudem wurden jeweils zweiwochentlich Tests auf dem Rota Rod, ab einem

Alter von 26 Wochen, sowie auf dem Cat Walk, ab einem Alter von 31 Wochen, durchgefihrt.

3.1.1  Erhohtes Korpergewicht

Das Korpergewicht spielt bei der Entstehung von Insulinresistenz und DM eine
entscheidende Rolle, wobei besonders ein erhdhtes Gewicht als Risikofaktor angesehen wird.
Um den Einfluss der HFD auf das Korpergewicht zu untersuchen, wurden aSyn SD (n = 20),
aSyn HFD (n = 20) sowie WT HFD Mause (n=20) wochentlich gewogen, das
Korpergewicht notiert und fur die einzelnen Gruppen gemittelt.

Dabei zeigte sich, dass die aSyn HFD Maiuse bereits im Alter von 10 Wochen ein um etwa

2 g signifikant erhohtes Korpergewicht im Vergleich mit den aSyn SD Mausen aufwiesen.
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Dieser signifikante Unterschied vergrof3erte sich weiter und blieb bis zum zuletzt gemessenen

Zeitpunkt von 55 Wochen bestehen, an welchem die aSyn HFD Méuse etwa 12 g schwerer

waren, als die mit SD gefitterten transgenen Tiere. Die mit HFD gefltterten WT Mause

wiesen ab dem Alter von 15 Wochen ein signifikant erh6htes Korpergewicht im Vergleich mit

den aSyn SD Maiusen auf. Dieser anfingliche Gewichtsunterschied von etwa 3,59

vergroRerte sich kontinuierlich bis zum zuletzt gemessenen Zeitpunkt von 55 Wochen, an

dem er etwa 20 g betrug. Im Gegensatz dazu war zwischen den mit HFD gefitterten

h[A30P]aSyn transgenen und den mit HFD gefiitterten WT Méusen zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Gewichtsunterschied messbar (Abb. 3.2, Tab. 3.1).

70+

—— By 3D (n=20) Abb. 3.2: Erhohtes Korpergewicht nach Futterung
85| —o— uSyn HFD (n = 20) P il . .. .
- WIHFD (e 201 T der HFD. Die HFD fiihrte ab einem Alter von 10
55 - e Wochen (aSyn HFD) bzw. 15 Wochen (WT HFD) zu
— 504 wa —
EE’AS_ ***/// einem erhohten Korpergewicht [g] im Vergleich mit
% 40+ yd T aSyn SD Miusen. Dargestellt sind Mittelwerte = StAbw,
2 35 ../ _— N . . .
‘é& . S signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem
g
S / T-Test berechnet (aSyn HFD vs. aSyn SD: ***P < (,001
20
. / WT HFD vs. aSyn SD: **P < 0,001).
10 T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Alter (Wochen)

Korpergewicht [g]
aSyn SD (n =20) aSyn HFD (n = 20) WT HFD (n = 20)

5 Wochen 19,41 +1,77 20,07 +1,38 19,35+ 3,12

10 Wochen 28,11 +1,81 30,45 £ 2,04*** 28,65+ 2,01

15 Wochen 31,25 + 2,05 37,55 + 4,48*** 34,95 + 3,87
20 Wochen 33,60+ 2,19 41,60 + 5,01*** 41,25 + 5,39"*
25 Wochen 34,60 + 2,06 44,05 + 5,54*** 45,20 + 4,61
30 Wochen 35,75+ 2,20 46,60 + 5,90*** 47,20 + 3,29
35 Wochen 37,55+ 2,48 49,30 + 5,32%** 49,15 + 3,48
40 Wochen 38,75 + 2,69 51,05 + 5,68*** 51,20 + 3,817
45 Wochen 39,15 + 2,56 50,90 + 5,92%** 51,55 + 4,19
50 Wochen 40,75 + 3,77 53,50 + 6,30*** 52,65 + 5,70
55 Wochen 42,10 + 4,87 54,45 + 7,05%*** 52,71 + 5,03

Tab. 3.1: Entwicklung des Korpergewichts. Angegeben sind Mittelwerte = StAbw [g] fir aSyn SD, aSyn
HFD sowie WT HFD Mause ab dem Alter von 5 Wochen. Signifikante Unterschiede wurden mittels
beidseitigem T-Test ermittelt und beziehen sich einerseits auf den Vergleich aSyn HFD vs. aSyn SD
(***P < 0,001), andererseits auf den Vergleich WT HFD vs. aSyn SD Miuse (*P < 0,01; P < 0,001).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der HFD sowohl bei WT Mausen, als auch bei
h[A30P]aSyn transgenen Mausen ein signifikant erhdhtes Kérpergewicht induziert werden
konnte. Da zwischen mit HFD gefiitterten WT Mausen und h[A30P]JaSyn Maiusen kein
Unterschied gefunden wurde, kann davon ausgegangen werden, dass die HFD einen
vergleichbaren Einfluss auf das Kérpergewicht beider Mauslinien ausubt.

3.1.2 Verschlechterte Glukose-Toleranz

Der GTT wird eingesetzt, um die Insulinsekretion der Skelettmuskeln in Reaktion auf eine
hohe Glukosezufuhr zu Gberprufen und hilft eine gestorte Glukosetoleranz zu erkennen. Fur
den Glukose Toleranztest wurden neun aSyn HFD, neun aSyn SD sowie neun WT HFD
Méuse im Alter von 13 Wochen sowie jeweils neun weitere Mause im Alter von 43 Wochen
untersucht.

Anhand Abb. 3.3 (A) sowie Tab. 3.2 ist zu erkennen, dass im Alter von 13 Wochen im
nichternen Zustand kein Unterschied in der Blutglukosekonzentration zwischen den
einzelnen Gruppen gefunden werden konnte. Nach Glukoseinjektion zeigte sich jedoch bereits
nach 15 Minuten sowohl bei den aSyn HFD Mausen, als auch bei den WT HFD Méusen ein
im Vergleich mit aSyn SD Mausen signifikant erhohter Blutglukosespiegel. Wahrend der
Blutglukosespiegel der aSyn SD Maéuse nach 15 Minuten sein Maximum aufwies und sich
danach kontinuierlich verringerte, stieg der Blutglukosespiegel der aSyn HFD sowie der WT
HFD Maéuse weiter an und erreichte erst 30 min nach Glukoseinjektion sein Maximum.
AnschlieRend sank auch bei den mit HFD gefltterten Mausen der Blutglukosespiegel, blieb
jedoch weiterhin signifikant ber dem der Tiere mit SD. Nach 120 min erreichte der
Blutglukosespiegel der aSyn SD Miuse wieder annéhernd das Ausgangsniveau, wiahrend der
der aSyn HFD Maiuse sowie der WT HFD Méiuse weiter erhoht blieb. Zwischen den mit HFD
gefiitterten h[A30P]JaSyn transgenen und den mit HFD gefiitterten WT Maiusen konnte
dagegen wéhrend des gesamten Tests kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Diese
Resultate korrelieren mit dem zum Zeitpunkt der Messung im Vergleich zu den aSyn SD
Tieren (26,3 £ 1,5 g) bereits signifikant erhohtem Korpergewicht der aSyn HFD (30,4 +
3,71 g) sowie der WT HFD Mause (31,3 £ 3,7 g).
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Abb. 3.3: Verschlechterte Glukosetoleranz im GTT nach Fitterung der HFD. Im Alter von 13 Wochen
fanden sich sowohl bei aSyn HFD, als auch bei WT HFD Maiusen 15 min nach Glukoseapplikation und bis zum
Ende des Tests signifikant erhdhte Blutglukosespiegel (A). Im Alter von 43 Wochen war bereits der Nichtern-
Blutglukosespiegel der aSyn HFD sowie der WT HFD Maéuse erhoht und lag auch wihrend des gesamten Tests
iiber dem Blutglukosespiegel der aSyn SD Maiuse (C). Ebenso war das Korpergewicht der Mause mit HFD
sowohl im Alter von 13 Wochen (B), als auch mit 43 Wochen signifikant erhoht (D). Zwischen aSyn HFD und
WT HFD Mausen konnten dagegen keine Unterschiede gefunden werden. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +
SEM (A /C) bzw. £ StAbw (B /D), signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet
(aSyn HFD vs. aSyn SD: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 / WT HFD vs. aSyn SD: P < 0,01; **P < 0,001).

Im Alter von 43 Wochen wiesen sowohl die aSyn HFD Mause, als auch die WT HFD
Maiuse eine im Vergleich mit den aSyn SD Maiusen bereits signifikant erhéhte Nichtern-
Blutglukose auf (Abb. 3.3 (C) und Tab. 3.2). Auch nach Glukoseinjektion blieb die
signifikant erhohte Blutglukosekonzentration bei den Mé&usen mit HFD bestehen. 30 Minuten
nach Injektion wurde fir alle Gruppen die maximale Blutglukosekonzentration gemessen.
AnschlieBend sank der Blutglukosespiegel jeweils kontinuierlich ab, erreichte aber bei den
aSyn SD Maiusen nach 120 min ein wesentlich geringeres Niveau, als bei den aSyn HFD
sowie den WT HFD Madusen. Das Korpergewicht der untersuchten Mause mit HFD
unterschied sich dabei nicht (aSyn HFD: 482 + 5,6 g vs. WT HFD: 48,1 + 1,1 g). Im
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Gegensatz dazu lag jedoch das Korpergewicht der aSyn SD Tiere (35,6 = 2,6 g) signifikant
unter dem der aSyn HFD Mause sowie dem der WT HFD Méuse.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die HFD sowohl im Alter von 13
Wochen, als auch von 43 Wochen zu einer signifikant verschlechterten Glukosetoleranz bei
h[A30P]aSyn transgenen sowie bei WT Maéausen im Vergleich zu mit SD gefutterten
h[A30P]aSyn Mausen fiihrte. Im Alter von 43 Wochen fiihrte die HFD zudem zu einer
signifikant erhohten Nuchtern-Blutglukose. Zwischen aSyn HFD und WT HFD Maéusen
konnte dagegen kein Unterschied gefunden werden, weshalb von einer gleichartigen Wirkung
der Diat auf die Mause beider Genotypen ausgegangen werden kann.

13 Wochen 0 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
= [mg / dl] [mg /dl] [mg /dl] [mg /dl] [mg / dl] [mg / dl]
aSyn SD 74,9 361,8 3174 180,8 123,4 100,2
(n=9) +35 +95 +257 +118 +6,7 +34
aSyn HFD 771 4145 461,3 328,9 219,6 161,9

(n=9) +48 +13,0%** +28,6** + 36,3** +23,7%* +235*
WT HFD 81,4 4243 451,4 283,9 197,1 153,7
(n=9) +58 +17,1% +18,1" + 243" +17,9% +11,6%
43 Wochen 0 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
- [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
aSyn SD 74,3 325,3 332,0 2311 172,0 131,56
(n=9) +28 +143 +284 +199 +139 +6,6
aSyn HFD 89,3 395,3 457,1 363,2 289,2 215,8
(n=9) + 4 1%* +134** + 25 3** + 30,4%* + 30,5%* +20,5%*
WT HFD 119,7 478,8 390,8 283,9 284,1 205,6
(n=9) + 35" + 20,6 +21,9" + 30,6 + 275" +12 4"

Tab. 3.2: Blutglukosekonzentrationen im Glukose Toleranztest. Die Blutglukosekonzentrationen wurden fir
aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD Mause im Alter von 13 sowie 43 Wochen zu den angegebenen
Zeitpunkten bestimmt und fiir die einzelnen Gruppen gemittelt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM [mg/dl].
Signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test ermittelt und beziehen sich einerseits auf den
Vergleich zwischen aSyn HFD und aSyn SD Méusen (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) sowie andererseits
zwischen WT HFD und aSyn SD Miusen (P < 0,01; **P < 0,001).

3.1.3  Verkirzte Lebensspanne

Die kontinuierliche Expression von humanem [A30P]JaSyn fiihrt bei den verwendeten
transgenen Mé&usen im Alter von etwa anderthalb bis zwei Jahren zur Auspragung eines
eindeutigen motorischen Phanotyps mit einer starken Lahmung der Hinterlaufe, der eine
Toétung der Maduse unumgénglich macht. Um einen mdglichen Einfluss der HFD auf die
zeitliche Entwicklung der Symptomatik zu untersuchen, wurde die Lebensspanne von 26
aSyn Miusen mit SD sowie 25 aSyn Maidusen mit HFD bestimmt und auf einer

Uberlebenskurve aufgetragen (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Verminderte Lebensspanne h[A30P]aSyn transgener Mausen mit HFD. Das Todesalter der aSyn
SD sowie der aSyn HFD Miusen wurde auf einem Uberlebensdiagramm (A / C) aufgetragen und der Mittelwert
(= StAbw) flr die einzelnen Gruppen berechnet (B / D). Sowohl bei Betrachten des Todesalters aller Mause (A /
B), als auch bei alleinigem Betrachten des Todesalters der Méause mit motorischem Phanotyp (C / D) zeigte sich
ein signifikant verfriihtes Ableben der aSyn HFD Maiuse. Signifikante Unterschiede wurden mittels Kaplan-
Meier-Schétzer berechnet (**P < 0,01; ***P < 0,001).

Bei Vergleich des Todesalters aller M&use (Abb. 3.4 A / B) zeigte sich eine signifikant
verminderte Lebensspanne der aSyn HFD Miuse im Vergleich mit den aSyn SD Tieren
(aSyn SD: 20,1 + 1,7 Monate vs. aSyn HFD: 16,5 + 3,5 Monate). Da einige Tiere mit HFD
auch durch andere Ursachen als die phanotypische Symptomatik ums Leben kamen, wurden
in einem zweiten Schritt nur die Méuse untersucht, deren Ableben auf die Ausprédgung des
Phénotyps zuruickgefiihrt werden konnte (Abb. 3.4 C / D). Aufgrund dessen verringerte sich
die Anzahl der aSyn HFD Méuse auf 14, wdhrend die Anzahl der untersuchten aSyn SD
Méuse konstant blieb. Auch diese allein auf das Phénotyp-bedingte Ableben konzentrierte
Analyse zeigte ein signifikant verfriihtes Ableben der aSyn HFD Maiuse im Vergleich mit den
aSyn SD Tieren (aSyn SD: 20,1 £+ 1,7 Monate vs. HFD: 17,2 &+ 2,7 Monate).
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Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass die HFD zu einer verringerten
Lebensspanne bei h[A30P]aSyn Méiusen fiihrte, welche unter anderem auf eine verfriihte

Auspragung des motorischen Phanotyps zurlickzufihren ist.

3.1.4  Beeintrachtigtes Lernen in der Angstkonditionierung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die verwendeten h[A30P]aSyn transgenen Méuse
im Alter von 12 Monaten ein im Vergleich mit WT Mausen signifikant verschlechtertes
Cued-Lernen in der Angstkonditionierung aufweisen (Freichel et al., 2007). Von Interesse
war deshalb, ob die zusatzliche Futterung einer HFD die emotionale Lernféhigkeit in der
Angstkonditionierung bei diesen Mdusen weiter beeintrachtigt. Hierfur wurden im Alter von
4, 9 sowie 12 Monaten aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD Maiuse konditioniert einen
Licht- und Tonstimulus mit einem FulRschock zu verbinden. Am folgenden Tag wurde die
Laufdistanz der Tiere sowohl im Kontext-, als auch im Cued Test gemessen.

Im Alter von 4 Monaten zeigte sich im Kontext Test sowohl bei den konditionierten aSyn
SD, als auch bei den konditionierten aSyn HFD und den konditionierten WT HFD Miusen
eine signifikant verminderte Laufdistanz im Vergleich mit den jeweils nicht konditionierten
Kontrollen. Ebenso konnte auch im Cued Test eine signifikant verminderte Laufdistanz der
konditionierten Mé&use aller Gruppen im Vergleich mit den nicht konditionierten Kontrollen
gemessen werden (Tab. 3.3, Abb. 3.5 A/ B).

Auch im Alter von 9 Monaten konnte im Kontext Test fir alle Gruppen eine signifikant
verminderte Laufdistanz der konditionierten Mé&use im Vergleich mit den jeweils nicht
konditionierten Kontrollen gemessen werden (C). Bei Uberpriifen des Cued Lernens konnte
bei den aSyn SD Miuse sowie den WT HFD Maiuse weiterhin eine signifikant verminderte
Laufdistanz der konditionierten Mause gemessen werden. Im Gegensatz dazu zeigten
konditionierte aSyn HFD Méuse keine signifikante Reduktion der Laufdistanz (D).

Im Alter von 12 Monaten konnte sowohl bei den aSyn SD Maiusen, als auch bei den WT
HFD Mausen eine signifikant verminderte Laufdistanz der konditionierten Mé&use im
Kontext-Test gemessen werden. Dagegen konnte zwischen konditionierten aSyn HFD
Mausen und nicht konditionierten Kontrollen kein signifikanter Unterschied gefunden werden
(E). Im Cued Test zeigten nur konditionierte WT HFD Méuse eine signifikant reduzierte
Laufdistanz, wiahrend bei den aSyn SD Maiusen sowie bei den aSyn HFD Maiusen kein
signifikanter Unterschied zwischen konditionierten Tieren und Kontrollmdusen gemessen

werden konnte (F).
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Abb. 3.5: Verfruhte Beeintrachtigung h[A30P]aSyn transgener Mause im Kontext und Cued Lernen der
Angstkonditionierung nach Futterung der HFD. Die Laufdistanz von konditionierten aSyn SD, aSyn HFD
und WT HFD Mausen sowie von jeweils nicht konditionierten Kontrollen wurde im Kontext Test (A / C / E)
sowie im Cued Test (B / D / F) bestimmt. Der Test wurde im Alter von 4 (A / B), 9 (C / D) sowie 12 Monaten
(E/F) durchgefuhrt. Dabei zeigte sich sowohl im Kontext, als auch im Cued Test eine vorzeitige
Beeintrachtigung der aSyn HFD Mause. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM [cm], signifikante Unterschiede
wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet und beziehen sich jeweils auf den Vergleich zwischen

konditionierten und nicht konditionierten Mausen der gleichen Gruppe (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).
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Zusammenfassend zeigte die Angstkonditionierung, dass sich das emotionale Lernen der
mit HFD gefltterten WT Mause, sowohl im Kontext, als auch im Cued Test, im
Alterungsprozess zwar verschlechterte, jedoch bis zum Alter von 12 Monaten bestehen blieb.
Im Gegensatz dazu konnte bei h[A30P]aSyn Méausen mit SD im Alter von 12 Monaten kein
funktionales Cued-Lernen mehr festgestellt werden. Die Kombination von h[A30P]aSyn
Genotyp und HFD fiihrte zur starksten Beeintrachtigung im emotionalen Lernen. So konnte
bereits im Alter von 9 Monaten kein funktionales Cued-Lernen mehr festgestellt werden, im

Alter von 12 Monaten zeigte sich zudem eine signifikante Beeintrachtigung des Kontext-

Lernen.
Laufdistanz [cm]
4 Monate . Kontgx-t _ Ko_njcex'_c _ Cueq o C_ugd _
—_— Nicht konditioniert Konditioniert Nicht konditioniert Konditioniert
Svn SD 1854,72 + 228,73 361,62 £ 62,99*** 3304,45 + 266,63 1581,11 + 185,86***
Sy (n=11) (n=9) (n=11) (n=9)
aSvn HFD 1624,92 + 201,46 471,32 £ 77 5%** 2890,67 + 125,67 1704,71 + 223,48***
y (n=11) (n=9) (n=11) (n=9)
WT HFED 2236,45 + 163,49 520,28 +118,34*** 3078,85 + 178,06 2073,34 + 258,79**
(n=11) (n=9) (n=11) (n=9)
9 Monate . Kontgx_t _ Ko_nf[ex'_[ _ Cuec_i o C_u_ed _
—_ Nicht konditioniert Konditioniert Nicht konditioniert Konditioniert
Svn SD 2161,27 + 229,53 797,58 + 222 44%** 3101,77 £ 167,13 1888,59 + 263,30**
i (n = 10) (n = 10) (n = 10) (n = 10)
aSvn HFD 1905,66 + 231,44 804,32 + 104,45** 2870,51 + 286,49 2538,33 + 255,01
y (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
WT HED 1376,33 + 150,80 658,36 + 139,86** 2798,33 + 216,99 2053,27 + 183,09*
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
12 Monate _ Kontgx_t _ Ko_nf[ex'_[ _ Cuec_i o C_u_ed _
_— Nicht konditioniert Konditioniert Nicht konditioniert Konditioniert
1362,53 + 175,06 567,01 £ 131,37** 2771,38 + 251,47 2375,28 + 269,05
aSyn 5D (n=9) (1=9) (n=9) (1=9)
1904,26 + 171,13 782,65 + 122,84 2527,70 + 135,63 2753,48 + 300,56
aSyn HFD (n=9) (n=8) (n=9) (n=8)
WT HED 1294,19 + 194,03 683,36 + 103,31* 2571,61 + 295,45 1707,51 £ 229,91*
(n=8) (n=9) (n=8) (n=9)

Tab. 3.3: Laufdistanz im Kontext und Cued Test der Angstkonditionierung. Die Laufdistanz wurde fir
konditionierte sowie nicht konditionierte aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Méuse im Alter von 4, 9 sowie 12
Monaten bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM [cm]. Signifikante Unterschiede wurden mittels
beidseitigem T-Test berechnet und beziehen sich jeweils auf den Vergleich von konditionierten mit nicht
konditionierten Mausen der gleichen Gruppe (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).
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3.1.5  Verschlechterte relative Laufleistung im Rota Rod

Das Rota Rod diente der Untersuchung einer moglicherweise friihzeitigen motorischen
Einschrinkung der aSyn HFD Mause (n = 17) im Vergleich mit aSyn SD Maiusen (n = 19)
sowie mit WT HFD Mausen (n = 19). Neben der absoluten Laufleistung (s) erfolgte auch die
Betrachtung der relativen Laufleistung, indem die Laufzeiten der einzelnen Mé&use mit 26
Wochen jeweils als 100 % angesehen und die Zeiten der folgenden Wochen hierzu in
prozentuale Relation gesetzt wurden.
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Abb. 3.6: Verminderte Laufzeit im Rota Rod nach Futterung der HFD. Die absolute Laufzeit [s] der aSyn
HFD sowie der WT HFD Mause lag wihrend der gesamten Testdauer deutlich unter der der aSyn SD Mause
(A). Bei Betrachten der relativen Laufzeit [%26 Wochen] zeigte sich allein bei den aSyn HFD Maiusen eine
signifikant sinkende Laufleistung im Zeitverlauf (B). Das Korpergewicht aller M&use mit HFD war wahrend
der gesamten Testdauer signifikant erhoht (C). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + SEM (A / B) bzw.
Mittelwerte + StAbw (C), signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich
aSyn SD vs. aSyn HFD: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 / Vergleich aSyn SD vs. WT HFD: #P < 0,05;
P < 0,01; P < 0,001 / Vergleich aSyn HFD vs. aSyn HFD 26 Wochen: 5P < 0,05; %P < 0,05).
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Alter Zeit [s] Zeit [%26 Wochen] Kérpergewicht [g]
[Wo- oSyn asyn WT aSyn aSyn WT asSyn asyn WT
chen] SD HFD HFD SD HFD HFD SD HFD HFD
26 92,56 66,17 66,09 100 100 100 33,89 4376 | 4584
+718 | +6,49 + 3,60" +0 +0 +0 +1,85 | +5,37 + 4,45
28 89,52 62,39 73,51 101,09 91,24 115,28 35,32 44,47 | 4647
+6,64 | +10,32 + 3,85 +706 | +556 | +791 | +275 | 5,35 + 3,96"
30 93,72 66,06 76,67 102,33 99,33 112,49 34,95 4529 | 47,06
+10,91 | +747 +527 +920 | +465 | +10,18 | +2,09 | +581 + 3,90"#
3 90,09 61,86 72,08 100,78 93,94 112,58 35,58 4924 | 48,16
+730 | +7,35 +6,32 +7,49 +6,29 | +1121 | +2,48 | +4,25 + 3,03%
34 94,62 67,04 73,18 105,06 98,21 117,21 36,00 48,82 48,47
+825 | +11,96 +7,18 +8,63 +879 | +1434 | +224 | £5227 | +3,39"
36 94,44 59,57 71,51 98,83 87,00 113,28 36,32 4824 | 5011
+10,97 | +10,64 + 6,46 +751 +841 | +1236 | +2,65 | +5.04 + 4 53"
38 87,89 54,62 68,34 98,83 76,12 108,35 37,00 50,06 50,63
+6,71 | +1232° | +7.23 +751 +795 | +13,01 | +2,47 | £586 | +4,81%
40 90,81 58,65 65,93 102,03 83,17 106,12 37,53 49,88 51,00
£729 | +1231° | +524 +8,51 +828 | +10,86 | +2,61 | £5817" | +4,94"
42 80,26 54,46 63,53 90,12 76,50 102,16 38,16 50,41 | 51,63
+6,61 | +12,57 +5,66 +744 | +784 | +1116 | +302 | £5,96 + 4,35"#
4 87,40 54,25 67,23 99,18 75,90 108,13§ 38,32 48,41 51,45##
+771 | +1244 +6,87 +949 | 7,84 | +1350° | £3,79 | £591 +4,94
46 83,42 55,83 66,61 94,72 77,40 107,16 38,74 50,71 52,58
+537 | +13,05 | +5,63" +6,87 +941 | +11,87 | +341 | £5737 | +4,98%
48 85,96 50,82 59,81 97,56 75,10 95,80 38,74 51,35 52,95
+593 | +8397 | +569% | +690 | +754 | +1136 | +3,33 | +6,33" | +5,05%
50 92,09 53,30 58,89 100,81 74,61 92,60 39,37 51,76 53,00
+865 | +12,717 | +6,65™ +6,38 +845 | +11,74 | +353 | 6,197 | +5,62"
52 98,42 51,94 61,52 111,00 73,56 96,75 39,11 51,88 53,16
+867 | £11,217 | +7,20% | +1095 | +820 | +1304 | +333 | +587 | +6,00%
54 91,22 51,12 62,03 102,58 73,61 98,02 40,84 52,12 51,68
+7,12 | +10577 | +6,60% +8,07 +750 | +12,34 | +641 | £7,0277 | +6,41"
56 83,99 44,14 65,35 92,26 66,48 104,98 39,79 52,47 | 50,00
+819 | 695" | £7,79% | +669° | 7,38 | £1504 | +428 | £597 +7,81%
58 84,32 40,85 57,31 92,93 61,25 100,14 39,47 5329 | 4871
+662 | +621™ | +7,60" | +628%% | £642 | £1689 | £4,39 | £588 +8,26"

Tab. 3.4: Laufleistung auf dem Rota Rod. Die Laufzeit [s] auf dem Rota Rod wurde fiir aSyn SD (n = 19),
aSyn HFD (n =17) sowie WT HFD (n = 19) ab dem Alter von 26 Wochen alle zwei Wochen bestimmt und
zudem das Korpergewicht [g] ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM (Laufzeit) bzw. = StAbw
(Korpergewicht), signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich aSyn SD
vs. aSyn HFD: *P < 0,05; **P < 0,01 / Vergleich aSyn SD vs. WT HFD: *P < 0,05; *P < 0,01; **P < 0,001 /
Vergleich aSyn HFD vs. aSyn HFD 26 Wochen: §P < 0,05; §§P < 0,01).

Anhand Abb. 3.6 (A) sowie Tab. 3.4 ist zu erkennen, dass im Alter von 26 Wochen sowohl
die aSyn HFD, als auch die WT HFD Mause signifikant kiirzer auf dem Rota Rod verblieben,
als die aSyn SD Tiere. Diese verminderte absolute Laufzeit der Méduse mit HFD blieb
wéhrend der gesamten Testdauer bestehen und wurde auch beim zuletzt untersuchten
Zeitpunkt von 58 Wochen gemessen. Die Unterschiede in der Laufzeit korrelieren mit dem
wéhrend der gesamten Testdauer signifikant erhohten Korpergewicht der Mause mit HFD
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(Abb. 3.6 C / Tab. 3.4). Im Gegensatz dazu konnte zwischen aSyn HFD und WT HFD
Mausen kein signifikanter Unterschied in der absoluten Laufzeit auf dem Rota Rod gefunden
werden.

Bei Betrachten der relativen Laufleistung (Abb. 3.6 B) zeigte sich, dass sowohl die
Laufzeit der aSyn SD Mause, als auch der WT HFD Maiuse im Zeitverlauf relativ konstant
blieb. So lag die Laufzeit der aSyn SD Méuse im Alter von 48 Wochen bei 97,56 + 6,90%,
die der WT HFD Mause bei 96,80 £ 11,36%. Im Gegensatz dazu verschlechterte sich die
relative Laufzeit der aSyn HFD Maiuse im Zeitverlauf stark und lag im Alter von 48 Wochen
bei nur noch 75,10 + 7,54%. In den folgenden Wochen sank die relative Laufleistung der
aSyn HFD Méuse weiter und lag bei den zuletzt untersuchten Zeitpunkten von 56 und 58
Wochen signifikant unter der erzielten Zeit mit 26 Wochen. Es ist davon auszugehen, dass
diese Ergebnisse nicht ausschlieBlich auf das erhohte Korpergewicht der aSyn HFD Maiuse
zurlickzufuhren sind, da die WT HFD Tiere ein vergleichbares Gewicht aufwiesen, ohne dass
jedoch eine sinkende Laufleistung nachgewiesen werden konnte.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die absolute Laufzeit auf dem Rota Rod vor allem
durch das Kdrpergewicht beeinflusst wurde und unabhéngig vom Genotyp war. Im Gegensatz
dazu fuhrte die Kombination von HFD und h[A30P]aSyn Genotyp ab einem Alter von 56

Wochen zu einer signifikant verminderten Laufleistung auf dem Rota Rod.

3.1.6  Verminderte Laufdistanz, Geschwindigkeit und Verweildauer in den inneren

Zonen im Open Field

Mit Hilfe des Open Fields sollte ein moglicherweise verandertes Aktivitdtsmuster sowie
das Erkundungs- und Vermeidungsverhalten der mit HFD gefiitterten h|A30PJaSyn Mause
untersucht werden. Hierflir wurden im Alter von 24 sowie 42 Wochen jeweils 20 aSyn SD,
aSyn HFD und WT HFD Maduse im Open Field getestet.

Wie anhand Tab. 3.5 und Abb. 3.7 A zu erkennen zeigte sich im Alter von 24 Wochen eine
deutlich erhohte Laufaktivitat der h[A30P]JaSyn transgenen Miuse im Vergleich mit den WT
HFD Tieren. So legten sowohl die aSyn SD, als auch die aSyn HFD Maéuse eine signifikant
groRere Laufdistanz zuriick als die WT HFD Tiere. Dies korrelierte mit der ebenfalls
signifikant geringeren Laufgeschwindigkeit der WT HFD Maéuse im Vergleich mit den aSyn
SD sowie den aSyn HFD Maéusen (B). Das Korpergewicht der aSyn HFD und der WT HFD
Maiuse unterschied sich dagegen nicht, lag aber jeweils signifikant iiber dem der aSyn SD

Méuse (Tab. 3.5).
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Abb. 3.7: Verandertes Verhalten im Open Field nach Futterung der HFD. Sowohl im Alter von 24, als auch
von 42 Wochen zeigten WT HFD Maéuse eine verminderte Laufdistanz [cm] und Laufgeschwindigkeit [cm/s]. Im
Alter von 42 Wochen waren auch die Laufdistanz und Laufgeschwindigkeit der aSyn HFD Méuse vermindert
(A/ B). Im Alter von 24 Wochen konnten keine Unterschiede in der Verweildauer [s] in den inneren Zonen
gefunden werden (C). Im Alter von 42 Wochen zeigten WT HFD Méuse sowohl im Vergleich mit aSyn SD, als
auch mit aSyn HFD Méusen eine signifikant verminderte Verweildauer in den inneren Zonen (D). Dargestellt
sind jeweils Mittelwerte + StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet
(Vergleich aSyn SD vs. aSyn HFD bzw. vs. WT HFD: **P < 0,01; ***P < (0,001 / Vergleich aSyn HFD vs. WT
HFD: *P < 0,05; P < 0,01; **P < 0,001).
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Laufdistanz [cm]

aSyn SD (n = 20)

aSyn HFD (n = 20)

WT HFD (n = 20)

24 Wochen

5351,92 + 1307,57°%

4771,33 + 1076,99%F

3232,99 + 853,11

42 Wochen

4539,76 + 1334,75°

3538,05 + 839,68%**

2156,41 + 788,29

Geschwindigkeit [cm/s]

oSyn SD (n = 20)

aSyn HFD (n = 20)

WT HFD (n = 20)

24 Wochen

8,92 + 2,18%¢

7,95 + 1,805

5,39 +1,42

42 Wochen

7,57 +2,23%%

5,90 + 1,40%%**

3,59+1,31

Kdrpergewicht [g]

oSyn SD (n = 20)

aSyn HFD (n = 20)

WT HFD (n = 20)

24 Wochen

33,70 +£1,38

44,65 + 4,56***

43,00 + 6,18***

42 Wochen

39,20 + 3,42

50,70 £ 5,50***

52,00 £ 3,53***

Tab. 3.5: Laufdistanz, Geschwindigkeit und Kdrpergewicht im Open Field. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte £ StAbw fir aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Miuse im Alter von 24 und 42 Wochen.
Signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich aSyn SD vs. aSyn HFD
bzw. vs. WT HFD: **P <0,01; ***P < 0,001 / Vergleich aSyn WT vs. aSyn SD bzw. aSyn HFD:
$55p < 0,001).

Auch im Alter von 42 Wochen konnte eine signifikant groBBere Laufdistanz der aSyn SD
sowie der aSyn HFD Maéuse im Vergleich mit WT HFD M&usen gemessen werden (Tab. 3.5
und Abb. 3.7 A). Zusétzlich zeigte sich aber auch eine signifikant verminderte Laufdistanz
der aSyn HFD Maiuse im Vergleich zu den aSyn SD Maiusen. Auch in diesem Alter
korrelierte die verminderte Laufdistanz der mit HFD gefiitterten Mause mit der ebenfalls
geringeren Laufgeschwindigkeit. So lag die Geschwindigkeit der aSyn HFD Mause
signifikant unter der der aSyn SD Tiere. Die Geschwindigkeit der WT HFD Maiuse war
sowohl signifikant geringer als die der aSyn SD, als auch als die der aSyn HFD Miuse (B).
Ebenso wie auch mit 24 Wochen, lag auch im Alter von 42 Wochen das Kérpergewicht der
aSyn SD Maéuse signifikant unter dem der aSyn HFD sowie dem der WT HFD Mduse,
wahrend zwischen den Gruppen mit HFD kein Unterschied gemessen werden konnte.

Es kann somit angenommen werden, dass die Laufdistanz sowie die Laufgeschwindigkeit
im Alter von 24 Wochen vor allem durch das h[A30P]aSyn Transgen beeinflusst wurden,
wéhrend ein Einfluss der HFD nicht nachgewiesen werden konnte. Im Alter von 42 Wochen
scheint das h[A30P]aSyn Transgen weiterhin eine erhohte Laufdistanz sowie
Laufgeschwindigkeit zu induzieren. Andererseits scheint in diesem Alter die HFD die
Aktivitat ebenfalls zu beeinflussen und zu vermindern.

Durch virtuelle Einteilung des Open Fields in verschiedene Zonen kann das Erkundungs-
und Vermeidungsverhalten der M&use untersucht werden. Hierflir wurde die Verweildauer der
Mause in den drei inneren Zonen ,,Border®, ,,Intermediate* und ,,Center* untersucht (Abb. 3.7

C / D und Tab. 3.6). Dabei zeigte sich, dass im Alter von 24 Wochen alle drei Gruppen die
59



Ergebnisse

drei inneren Zonen &hnlich lang besuchten, sodass keine signifikanten Unterschiede gefunden

werden konnten.

24 Wochen Outer [s] Border [s] Intermediate [s] Center [s]
aSyn SD (n = 20) 558,30 + 16,41 25,19 £ 9,67 10,71 £5,09 5,62 + 3,00
oSyn HFD (n = 20) 552,01 + 22,66 28,24 £ 11,39 12,81 £ 8,15 6,90 £ 5,70
WT HFD (n = 20) 567,85 + 27,50 20,93 £ 16,65 7,31£6,17 4,11 £5,84
42 Wochen Outer [9] Border [s] Intermediate [s] Center [s]
aSyn SD (n = 20) 599,86 + 23,69 23,23+9,81 11,25+ 13,06 5,64 £ 4,70
oSyn HFD (n =20) 576,20 + 16,51* 14,72 £ 9,87** 5,76 £5,09 3,30+ 4,09
WT HFD (n = 20) 593,28 + 6,55*** 7 | 428+ 3 57***FH |1 71 42 26*" [ 0,71 +0,97***"

Tab. 3.6: Verweildauer in den verschiedenen Zonen des Open Fields. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +
StAbw [s] fiir aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Mause im Alter von 24 sowie 42 Wochen. Signifikante
Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich aSyn SD vs. aSyn HFD bzw. vs. WT
HFD: *P <0,05; **P <0,01; ***P < 0,001 / Vergleich aSyn HFD vs. WT HFD: *P < 0,05; *P < 0,01;
P < 0,001).

Im Alter von 42 Wochen verbrachten die aSyn SD Maéuse dhnlich viel Zeit in den inneren
Regionen wie auch schon mit 24 Wochen (Abb. 3.7 C / D und Tab. 3.6). Im Gegensatz dazu
sank die Verweildauer der aSyn HFD sowie der WT HFD Méuse im Alter von 42 Wochen in
den inneren Zonen stark ab. So lag die Verweildauer der aSyn HFD Mause in der Border-
Zone signifikant unter der der aSyn SD Tiere und die Verweildauer der WT HFD Mause war
sowohl signifikant geringer als die der aSyn SD, als auch der aSyn HFD Méuse. Auch in der
Intermediate-Zone zeigte sich bei den aSyn SD Méusen eine dhnliche Zeit wie auch mit 24
Wochen, wihrend die der aSyn HFD Maéuse vermindert war und die der WT HFD Méuse
signifikant unter der der aSyn SD sowie der aSyn HFD Miuse lag. Im Center des Open Fields
verbrachten die WT HFD Maiuse ebenfalls signifikant weniger Zeit, als die aSyn SD Maiuse
und die aSyn HFD Miuse.

Dementsprechend scheint im Alter von 24 Wochen weder das h[A30P]aSyn Transgen,
noch die HFD das im Open Field messbare Erkundungs- und Vermeidungsverhalten
signifikant zu beeinflussen. Im Alter von 42 Wochen scheint die HFD dagegen einen Einfluss
auszutiben und zu einer verminderten Verweildauer der Mause mit HFD in den inneren
Regionen des Open Fields zu fihren. Dieser Effekt war jedoch bei den WT HFD Méusen

wesentlich starker ausgepragt, als bei den h[A30P]aSyn transgenen Tieren mit HFD.
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3.1.7  Vorzeitiges Scheitern im Cat Walk

Mit Hilfe des CatWalk Systems kann das Laufmuster von Mausen analysiert und so
mdoglicherweise vorhandene Veranderungen in der Motorik aufgrund der erhohten
Fettfiitterung tiberpriift werden. Hierfiir wurden 10 aSyn HFD sowie 14 aSyn SD Maiuse ab
einem Alter von 31 Wochen alle zwei Wochen getestet.

Anhand Abb. 3.8 ist zu erkennen, dass bei den aSyn HFD Maiusen der Cat Walk Test im
Alter von durchschnittlich 76,80 £ 5,85 Wochen und damit signifikant friher in Folge der
motorischen Symptomatik abgebrochen werden musste, als bei den aSyn SD Maiusen (83,71

+ 7,51 Wochen).

% =§::j:D E'ﬂ‘;‘); Abb. 3.8: Verfriihtes Scheitern im Cat Walk h[A30P]aSyn transgener

92

%0 Mause mit HFD. Die aSyn HFD Méuse waren aufgrund der motorischen
_ ::: Symptomatik vorzeitig nicht mehr in der Lage den Cat Walk zu
g 8 ’ durchlaufen. Angegeben ist das durchschnittliche Abbruchsalter, dargestellt

82 4
% 80 ] sind jeweils Mittelwerte £ StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels
< : beidseitigem T-Test berechnet (*P < 0,05).

74 ]

72]

70—‘

Bei Untersuchen von Schrittlinge (mm), Fufabdrucklange (mm) sowie der mittleren
Abdruckintensitidt konnten dagegen keine signifikanten Unterschiede in der Auspragung
zwischen aSyn SD und aSyn HFD Maiusen und somit kein Einfluss der HFD auf die
betrachteten Parameter festgestellt werden. Ebenfalls unabhéngig von der Diét zeigte sich,
dass bei allen Mausen mit Beginn der motorischen Symptomatik, sowohl Schrittlange, als
auch FuBabdrucklange und mittlere Abdruckintensitat aller GliedmaRen stark absanken (Abb.
3.9/ Tab. 3.7).

Wihrend des gesamten Test wiesen die aSyn HFD Méuse ein im Vergleich mit den aSyn
SD Mausen signifikant erhohtes Korpergewicht auf. Da trotz des deutlich hoheren
Korpergewichts der aSyn HFD Méuse keine Unterschiede in der Ausprdgung der
untersuchten Parameter gefunden werden konnten, ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse

des Cat Walks unabhéngig vom Korpergewicht der Mause sind.
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Abb. 3.9: Kein Unterschied bei verschiedenen Schrittparametern zwischen h[A30P]aSyn transgenen
Mausen mit SD und mit HFD. 14 aSyn SD sowie 10 aSyn HFD Méuse wurden ab einem Alter von 31 Wochen
zweiwdchentlich auf dem Cat Walk getestet und die Schrittlange [mm], die FuBabdrucklange [mm] sowie die

mittlere Abdruckintensitat fir jede Gruppe bestimmt und gemittelt.
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Schrittlange [mm]
[V\//Ao Iéﬁren] aSyn SD aSyn HFD
RF RH LF LH RF RH LF LH
31 54,77 54,21 54,53 54,02 53,95 51,65 51,87 51,21
+10,76 +11,37 + 11,56 +11,27 + 8,04 + 5,56 +8,31 +7,72
67 48,17 43,29 48,10 43,41 45,19 42,55 46,29 43,41
+10,42 +12,04 +10,47 +11,20 +8,21 +8,81 +451 +7,82
77 50,25 45,21 50,41 44,80 37,91 30,59 40,00 29,46
+9,31 +8,26 +8,19 +7,68 +11,15 +8,78 +8,73 +11,43
83 35,23 29,26 34,75 27,70
+ 10,52 +11,46 + 10,68 + 13,02
Alter FuBabdrucklange [mm]
[Wochen] aSyn SD aSyn HFD
RF RH LF LH RF RH LF LH
31 6,09 6,00 5,98 6,40 6,99 8,00 6,70 7,87
+1,05 +1,66 +0,84 +1,25 +0,72 +0,78 +0,80 +1,40
67 5,94 5,77 5,83 5,90 6,11 6,07 6,28 6,05
+1,16 +2,02 +132 +1.87 +1,53 +1,48 +1,26 +1,75
77 5,94 5,81 5,95 5,85 5,23 5,17 5,67 4,50
+1,53 +1,09 1,40 +1,12 +1,18 * 2,46 +1,08 +2,15
83 5,12 3,89 5,16 4,08
+1,11 +2,22 +0,93 +2,09
Alter Mittlere Abdruckintensitét
[Wochen] aSyn SD aSyn HFD
RF RH LF LH RF RH LF LH
31 136,28 144,18 135,10 146,19 137,45 144,55 138,48 144,92
+21,40 + 23,22 +18,98 +19,63 +4,60 +4,39 + 7,06 +4,62
67 122,79 125,36 122,53 126,82 122,69 123,76 124,28 123,72
+6,50 +7,85 +6,93 +10,98 +12,04 +10,70 +11,43 +10,38
77 121,64 121,10 120,72 122,65 116,30 112,63 120,33 110,16
+10,46 +9,20 17,74 + 8,09 +9,42 +9,74 +11,03 +11,37
83 116,88 110,49 116,45 111,59
+7,02 +9,30 + 6,28 + 10,88

Tab. 3.7: Schrittlange, FuRabdruckléange und mittlere Abdruckintensitat im Cat Walk. 14 aSyn SD sowie
10 aSyn HFD Méuse wurden ab einem Alter von 31 Wochen auf dem Cat Walk getestet. Dargestellt sind

jeweils Mittelwerte £ StAbw.

3.1.8  Zusammenfassung des Einflusses der Hochfett Diat auf die untersuchten in vivo

Parameter

Anhand der in vivo Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der HFD
sowohl ein erhohtes Korpergewicht, als auch eine gestorte Glukosetoleranz bei h[A30P]aSyn
transgenen sowie bei WT Mausen induziert werden konnte. Bei den transgenen Mé&usen flhrte
die HFD auBerdem durch verfriihtes Auftreten des motorischen Phanotyps zu einer
verminderten Lebensspanne.

Mit der Angstkonditionierung konnte gezeigt werden, dass allein das h[A30P]aSyn
Transgen zu einer Beeintrachtigung im Cued Lernen im Alter von 12 Monaten flhrte.
Transgene Mduse mit zusétzlicher HFD verloren allerdings bereits im Alter von 9 Monaten
ihre F&higkeit zum Cued Lernen und wiesen im Alter von 12 Monaten auch kein funktionales

63



Ergebnisse

Kontext Lernen mehr auf. Dementsprechend scheint die HFD sowohl das Amygdala-, als
auch das Hippocampus-abhéngige Lernen der transgenen Mause verfriiht zu beeintréchtigen.

Das Rota Rod zeigte, dass die absolute Laufzeit vor allem vom Koérpergewicht der Méuse
abhéngig ist. Folglich konnte kein Unterschied zwischen aSyn HFD und WT HFD Mausen
gefunden werden, wihrend die h[A30P]aSyn Miuse mit SD signifikant besser abschnitten.
Bei Betrachten der relativen Laufleistung in % zu der Laufzeit mit 24 Wochen zeigte sich
jedoch ab einem Alter von 56 Wochen eine signifikante Verschlechterung bei den
h[A30P]aSyn Mausen mit HFD, wéhrend die relative Laufleistung der WT HFD sowie der
h[A30P]aSyn Mause mit SD iiber den Zeitverlauf konstant blieb. Demnach scheint die HFD
in Kombination mit dem h[A30P]JaSyn Genotyp zu einer verfrilhten motorischen
Beeintrachtigung auf dem Rota Rod zu fiihren.

Im Open Field zeigte sich, dass sowohl die zurtickgelegte Laufdistanz, als auch die
Laufgeschwindigkeit bei h[A30P]aSyn transgenen Méusen signifikant erhoht war. Wahrend
sich im Alter von 24 Wochen jedoch kein Einfluss der HFD zeigte, fiihrte diese im Alter von
42 Wochen zu einer verminderten Laufdistanz und Geschwindigkeit. Weiterhin konnte im
Open Field gezeigt werden, dass im Alter von 24 Wochen das Erkundungs- und
Vermeidungsverhalten der Mduse weder durch den h[A30P]aSyn Genotyp, noch durch die
HFD beeinflusst wurde. Im Alter von 42 Wochen schien dagegen die HFD zu einem
verminderten Erkundungs- sowie einem erhéhten Vermeidungsverhalten zu fuhren.

Der Cat Walk Test musste bei den h[A30P]aSyn HFD Mausen in Folge der motorischen
Symptomatik signifikant frither abgebrochen werden als bei den h[A30P]aSyn SD Tieren.
Abgesehen davon konnten keine Unterschiede in der Auspragung der untersuchten Parameter

und damit kein Einfluss der HFD festgestellt werden.
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3.2 Einfluss der Hochfett Diat auf histologische und proteinbiochemische

Parameter

3.21 Einfluss der Hochfett Diat auf die Entwicklung der Synukleinopathie im

Hirnstamm

Anatomisch gesehen besteht der Hirnstamm aus Mittelhirn, Pons und Medulla oblongata.
Er besitzt verschiedene physiologische Funktionen und ist beispielsweise in die Kontrolle des
kardiovaskuldren und respiratorischen Systems sowie in Schmerzempfinden und Bewusstsein
involviert. Zudem verfligt er tber sensorische und motorische Funktionen und hat auf’erdem
eine wichtige Leitungsaufgabe, da alle Informationen von Cerebellum und Cerebrum in
Richtung des Korpers und zurtick durch ihn hindurch gefihrt werden.

Bei der Synukleinopathie ist der Hirnstamm eine frih und haufig stark von der Lewy-
Pathologie betroffene Hirnregion (Beach et al., 2009; Braak et al., 2002). Untersucht werden
sollte deshalb, ob die HFD die Entwicklung der Synukleinopathie im Hirnstamm beeinflusst.

3211 Kein Unterschied im h[A30P]aSyn Proteinlevel

Die verwendeten transgenen Maiuse exprimieren humanes transgenes o-Synuklein
(h[A30P]aSyn) mit der A30P-Punktmutation unter der Kontrolle des ZNS-spezifischen
Promotors Thyl. Um einen moglichen Einfluss der HFD auf die h[A30P]aSyn
Proteinkonzentration zu untersuchen, wurden Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD und
WT HFD Mausen immunohistochemisch mit einem spezifischen Antikérper fir humanes
aSyn (15G7) gefarbt.

Anhand Abb. 3.10 ist zu erkennen, dass sowohl bei 16 Monate alten aSyn HFD Maiusen
(C-D), als auch bei 16 sowie 20 Monate alten aSyn SD Maiusen (A-B, E-F) groRflachig
humanes, transgenes oSyn nachgewiesen werden konnte. Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen waren dabei nicht zu erkennen. Im Gegensatz dazu zeigten WT HFD
Mause (G-H) keine 15G7 positive Farbung. Somit konnte bei allen transgenen Mausen, nicht
jedoch bei WT HFD Maiusen, das transgene aSyn im Hirnstamm nachgewiesen werden. Die
HFD zeigte allerdings keinen erkennbaren Einfluss auf die Verteilung oder

Auspragungsstarke des h[A30P]aSyns.
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16 Monate 20 Monate

Abb. 3.10: Kein Unterschied in der h[A30P]aSyn Proteinmenge im Hirnstamm h[A30P]aSyn
transgener Mause mit SD und mit HFD. Sagittalschnitte von Gehirnen 16 Monate alter aSyn SD (n = 5)
und aSyn HFD (n=4) sowie 20 Monate alter aSyn SD (n=8) und WT HFD Méusen (n=4) wurden

immunohistochemisch mit einem 15G7-spezifischen Antikdrper gefarbt. Dabei konnte bei 16 Monate alten
aSyn HFD (C-D) sowie bei 16 und 20 Monate alten aSyn SD Maiusen (A-B, E-F) humanes aSyn
nachgewiesen werden. Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu zeigten WT HFD Mause auch im Alter von 20 Monaten keine 15G7 positive Farbung (G-H).

3212 Vorzeitige pathologische Phosphorylierung von a-Synuklein am Serin-129

Das wesentliche neuropathologische Kennzeichen der PK sind Protein-Aggregate, die zu
einem groBen Teil aus Amyloid-artigem, fibrillaren und am S129 phosphorylierten aSyn
bestehen (Spillantini et al., 1997; Okochi et al, 2000). Um den Einfluss der HFD auf die
pathologische Phosphorylierung von aSyn im Hirnstamm zu untersuchen, wurden
Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD Méiusen immunohistochemisch mit
einem pS129-aSyn spezifischen Antikorper (ab51253, abcam) gefarbt.

Anhand Abb. 3.11 ist zu erkennen, dass im Alter von 16 Monaten bei aSyn SD Mausen
(n =5) nur vereinzelt eine S129-aSyn Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte (A-B).
Im Gegensatz dazu wurden bei aSyn HFD Méusen (n = 5) im Alter von 16 Monaten bereits
groRflachige und starke S129-Phosporylierungungen des aSyn gefunden (C-D). Stérkere
VergroRerung brachte dabei sowohl Lewy-Neurit-dhnliche (C‘) und Spheroid-&hnliche
Strukturen (C°), als auch Lewy-artige Akkumulierungen in neuronalen Zellkérpern (D*-D°)
zum Vorschein. Bei aSyn SD Maiusen konnte diese starke pathologische S129-aSyn
Phosphorylierung erst im Alter von 20 Monaten (n = 8) nachgewiesen werden (E-F). Die
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gefunden Strukturen (E*-F‘‘) unterschieden sich dabei nicht von denen der 16 Monate alten
aSyn HFD Mause. Im Gegensatz dazu zeigten die WT HFD Méuse (n = 4) auch im Alter von
20 Monaten keine S129-aSyn Phosphorylierung (G-H).
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Abb. 3.11: Vorzeitige pathologische S129-aSyn Phosphorylierung im Hirnstamm h[A30P]aSyn
transgener Mé&use mit HFD. Sagittalschnitte von Gehirnen von aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Méusen
wurden immunohistochemisch mit einem Antikérper gegen pS129-aSyn gefarbt. Im Alter von 16 Monaten
konnte bei aSyn SD Maiusen (n=5; A-B) die neuropathologische Phosphorylierung nur vereinzelt
nachgewiesen werden, wihrend diese bei aSyn HFD Méusen (n = 5; C-D) bereits stark ausgepragt war. Im
Alter von 20 Monaten zeigten auch aSyn SD Méuse eine stark pS129-aSyn-positive Farbung (n = 8; E-F),
wahrend bei WT HFD Mausen (n = 4; G-H) weiterhin keine positiven Signale gefunden werden konnte.
Densitometrische Auswertung (1) bestatigte das signifikant verfrihte Auftreten der pS129-aSyn positiven
Farbung bei aSyn HFD Méusen. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte £ StAbw, signifikante Unterschiede
wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu aSyn HFD 16 Monate: **P < 0,01; ***P < 0,001 /
Vergleich zu aSyn SD, 20 Monate: p< 0,05; #p < 0,01).

Densitometrische Auswertung der gefarbten Flache bestatigte das signifikant vorzeitige
Auftreten der starken S129-aSyn Phosphorylierung bei 16 Monate alten aSyn HFD Mausen
(5,31 £ 1,21%) im Vergleich mit gleich alten aSyn SD Mausen (2,12 + 1,34%), ebenso wie
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im Vergleich mit 20 Monate alten WT HFD Mausen (0,13 £ 0,11%). Im Alter von 20
Monaten war die S129-aSyn Phosphorylierung auch bei aSyn SD Maiusen (5,12 = 2,92%),
sowohl im Vergleich mit 16 Monate alten aSyn SD Maéusen, als auch im Vergleich mit 20
Monate alten WT HFD Maéusen, signifikant erhoht. Zwischen 20 Monate alten aSyn SD und
16 Monate alten aSyn HFD Méusen konnte dagegen kein Unterschied gefunden werden.
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Abb. 3.12: Vorzeitig erhdhte pS129-aSyn Proteinmenge im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Miuse
mit HFD bei unveranderter Menge an h[A30P]aSyn. Die Proteinmenge an pS129-aSyn, an humanem aSyn
(15G7) sowie an GAPDH wurde von 17 Monate alten aSyn HFD und aSyn SD Miusen (A) sowie von 17
Monate alten aSyn HFD und 20 Monate alten aSyn SD Maiusen (B) im Immunoblot detektiert. Quantifizieren
der Bandenstarke zeigte eine erhdhte pSer129-aSyn Proteinmenge bei 17 Monate alten aSyn HFD Maiusen im
Vergleich mit gleich alten aSyn SD Mdusen (D) und eine ahnlich starke Phosphorylierung im Vergleich mit 20
Monate alten aSyn SD Maiusen (F). Im Gegensatz dazu konnte kein Unterschied in der h[A30P]aSyn-

Proteinmenge gefunden werden (C, E). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + StAbw.

Bei Uberpriifen des pS129-aSyn Proteinlevels im Immunoblot (Abb. 3.12) zeigte sich ein
ahnliches Bild, wie auch schon in der immunohistochemischen Farbung. Hierfur wurde die
Proteinmenge an pSerl29-aSyn sowie an humanem aSyn in Hirnstammlysaten von 17
Monate alten aSyn HFD (n = 5) und aSyn SD Méusen (n = 5) (A) sowie von 17 Monate alten
aSyn HFD und 20 Monate alten aSyn SD (n=5) (B) detektiert. Quantifizieren der
Bandenstérke liel} eine erhéhte S129-aSyn Phosphorylierung bei 17 Monate alten aSyn HFD
im Vergleich mit ebenso alten aSyn SD Méusen erkennen (D). Im Alter von 20 Monaten
zeigte sich dann auch bei den aSyn SD Maiusen ein erhohtes pSer129-aSyn Proteinlevel,
vergleichbar mit dem der 17 Monate alten aSyn HFD Tiere (F). Wie schon bei der
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immunohistochemischen Untersuchung konnte auch im Immunoblot kein Unterschied in der
Proteinmenge an h[A30P]aSyn zwischen den transgenen Mausen mit den unterschiedlichen
Diaten gefunden werden (C, E).

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die HFD die neuropathologische S129-aSyn
Phosphorylierung im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Méusen vorzeitig induziert wurde.
Da jedoch keine Anderungen in Muster oder Auspragung der Phosphorylierung nachgewiesen
werden konnten, ist von einem rein zeitlichen, nicht aber einem qualitativen Einfluss der HFD

auszugehen.

3.2.1.3 Vorzeitiges Auftreten Gallyas-Silber positiver Strukturen

Die Gallyas Silberfarbung wird allgemein verwendet, um pathologische, neurofibrillare
Ablagerungen sichtbar zu machen. Um einen mdglichen Einfluss der HFD auf diese
Ablagerungen im Hirnstamm zu untersuchen, wurden Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn
HFD sowie von WT HFD Méusen mit der Gallyas Silberfarbung behandelt.

Anhand Abb. 3.13 ist zu erkennen, dass bei den aSyn HFD Méusen (n = 5) im Alter von
16 Monaten pathologische Ablagerungen bereits groRflachig zu erkennen waren (C-D). Eine
starkere VergroRerung machte sowohl Lewy-Neurit-artige Strukturen (C‘, D), als auch
Farbungen neuronaler Zellkorper (C*¢, D*“) erkennbar. Im Gegensatz dazu konnten bei aSyn
SD Mausen im Alter von 16 Monaten (n = 6) keine Silber-positiven Ablagerungen gefunden
werden (A-B). Diese zeigten sich erst im Alter von 20 Monaten (n = 8; E-F), wobei ebenfalls
sowohl gefarbte neuronale Zellkorper (E<, F*“), als auch Lewy-Neurit-artige Strukturen (E°,
F*) erkennbar waren. Bei WT HFD Maéusen (n = 4) konnten selbst im Alter von 20 Monaten
keine Silber-positiven Ablagerungen nachgewiesen werden (G-H). Densitometrische
Auswertung der Silber-positiv gefarbten Flachen zeigte, dass bei den 16 Monaten alten aSyn
HFD Mausen 2,1 + 1,2 % des untersuchten Hirnstammgewebes gefarbt war und damit eine
signifikant grofere Fliche als bei den 16 Monate alten aSyn SD Méusen (0,26 + 0,31%)
sowie den 20 Monate alten WT HFD Mausen (0,02 + 0,01%). Die geférbte Flache der aSyn
SD Mause mit 20 Monaten (1,24 + 0,31%) lag ebenfalls sowohl signifikant Gber der 16
Monate alter aSyn SD Mause, als auch {iber der 20 Monate alter WT HFD Méuse. Zwischen
16 Monate alten aSyn HFD und 20 Monate alten aSyn SD Mausen konnte dagegen kein

signifikanter Unterschied gefunden werden.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die HFD die neuropathologischen Silber-positiven
Ablagerungen im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Mausen vorzeitig induzierte. Da keine
Unterschiede in Muster und Auspragung der Farbung gefunden werden konnten, ist davon
auszugehen, dass die HFD die Gallyas-Silber positive Neuropathologie nur zeitlich, nicht aber
qualitativ beeinflusst.
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Abb. 3.13: Vorzeitiges Auftreten Gallyas-Silber positiver Strukturen im Hirnstamm h[A30P]aSyn
transgener Méause mit HFD. Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Méusen wurden
immunohistochemisch mit der Gallyas Silberfarbung gefarbt. Im Alter von 16 Monaten konnten bei aSyn SD
Madusen (n = 6; A-B) keine pathologischen Silber-positiven Ablagerungen gefunden werden, wéhrend diese bei
oSyn HFD Miusen (n = 5; C-D) schon groBflachig vorhanden waren. Ahnlich starke, Silber-positive Farbung
zeigte sich bei aSyn SD Maiusen erst im Alter von 20 Monaten (n = 8; E-F), wéahrend bei WT HFD Méausen
(n =4; G-H) weiterhin keine positiven Signale gefunden werden konnten. Densitometrische Auswertung (1)
bestétigte das signifikant vorzeitige Auftreten der Silber-positiven Farbung bei aSyn HFD Méusen im Vergleich
mit aSyn SD Tieren. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels
beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu aSyn HFD 16 Monate: *P < 0,05 / Vergleich zu aSyn SD 20
Monate: P < 0,01; **P < 0,001).
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Abb. 3.14: Vorzeitiges Auftreten Thioflavin-S positiver, Amyloid-artiger Strukturen im Hirnstamm
h[A30P]aSyn transgener Méuse mit HFD. Sagittalschnitte von Gehirnen von aSyn SD, aSyn HFD sowie WT
HFD Méusen wurden immunohistochemisch mit Thioflavin-S gefarbt. Im Alter von 16 Monaten konnten bei
aSyn SD Mausen (n =6; A-B) keine Thioflavin-S positiven, Amyloid-artigen Strukturen gefunden werden,
wiéhrend diese bei aSyn HFD Méusen (n = 5; C-D) schon vielfach sichtbar waren. Im Alter von 20 Monaten
zeigten auch aSyn SD Miuse stark Thioflavin-S-positive Farbung (n = 7; E-F), wéahrend bei WT HFD Méusen
(n=4; G-H) weiterhin keine positiven Signale gefunden werden konnten. Densitometrische Auswertung (1)
bestétigte das signifikant verfriihte Auftreten der Thioflavin-S positiven Strukturen bei aSyn HFD Mausen im
Vergleich zu aSyn SD Tieren. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte = StAbw, signifikante Unterschiede wurden
mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu aSyn HFD 16 Monate: *P < 0,05 / Vergleich zu aSyn SD
20 Monate: “P < 0,05).
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3.2.14 Vorzeitiges Auftreten Thioflavin-S positiver, amyloidartiger Strukturen

Mit Hilfe der Thioflavin-S Farbung kann die Amyloid-artige Qualitat der Synukleinopathie
untersucht werden. Um den Einfluss der HFD auf die amyloidare Struktur im Hirnstamm zu
untersuchen, wurden Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD Méusen mit
Thioflavin-S geféarbt.

Wie anhand Abb. 3.14 zu erkennen, zeigten aSyn SD Maiusen (n =6) im Alter von 16
Monaten noch keine Thioflavin-S positive Fluoreszenzfarbung (A-B). Im Gegensatz dazu
konnten bei aSyn HFD Miusen (n=5) in diesem Alter bereits Thioflavin-S positive
amyloidare Strukturen nachgewiesen werden (C-D). Vergleichbare Amyloid-artige Strukturen
zeigten sich erst bei 20 Monate alten aSyn SD Maéusen (n = 7; D-E), wahrend bei WT HFD
Méausen (n=4) weiterhin keine positiven Signale gefunden werden konnten (F-G).
Densitometrische Auswertung der gefarbten Flache bestétigte das signifikant verfrihte
Auftreten dieser amyloidaren Strukturen bei 16 Monate alten aSyn HFD Maéusen (0,50 +
0,31%) im Vergleich mit ebenso alten aSyn SD Mausen (0,01 + 0,01%) sowie mit 20 Monate
alten WT HFD Maéusen (0 £+ 0%). Bei 20 Monate alten aSyn SD Méusen (0,52 + 0,41%) war
die positiv gefarbte Fliche ebenfalls signifikant groBer als bei 16 Monate alten aSyn SD
Mausen sowie bei 20 Monate alten WT HFD Mausen. Im Gegensatz dazu konnte kein
Unterschied zwischen den 16 Monate alten aSyn HFD und den 20 Monate alten aSyn SD
Méusen gefunden werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die HFD die Bildung von mit Thioflavin-S
nachweisbaren, amyloid-artigen Strukturen im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Mé&usen
verfriht induziert werden konnte. Da keine Unterschiede in Art und Verbreitung des
Farbemusters im Vergleich mit dlteren Tieren mit SD gefunden werden konnte, ist von einer

rein zeitlich verfriihten Induktion, nicht aber von einer qualitativen Anderung auszugehen.

3.2.2  Vorzeitige Astrogliose im Hirnstamm nach Futterung der Hochfett Diat

Das Protein GFAP (Glial fibrillary acidic protein) bildet den Hauptbestandteil der
Intermedidrfilamente im Zytoplasma von Gliazellen und wird als ein Marker fiir Astrogliose
eingesetzt. Verschiedene Studien zeigen, dass eine HFD bei Nagern mit Astrozyten-
getriebener Inflammation und Hypertrophie in Verbindung steht (Choi et al., 2005; Dunbar et
al., 2005; Sriram et al., 2002, White et al., 2009). Von Interesse war, ob die HFD einen

Einfluss auf die Astrogliose im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Méause ausiibt. Hierfiir
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wurden Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD mit einem GFAP
spezifischen Antikorper (ab7260, Abcam) immunohistochemisch gefarbt.

Wie anhand Abb. 3.15 zu erkennen, konnten im Alter von 16 Monaten bei aSyn SD
Mausen (n=5; A-B) nur vereinzelte und schwache GFAP-positive Signale nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu zeigten die aSyn HFD Méiuse (n = 5) im Alter von 16 Monaten
bereits eine starke Astrogliose (C-D). Eine dhnlich starke Astrogliose konnte bei aSyn SD
Mausen (n = 8) erst im Alter von 20 Monaten nachgewiesen werden (E-F), wahrend die WT
HFD Méuse (n =5) auch in diesem Alter nur vereinzelte GFAP-positive Signale zeigten (G-
H). Densitometrische Auswertung der gefarbten Flache bestétigte die verfriihte GFAP-
Induktion bei den aSyn HFD Mausen. Im Alter von 16 Monaten zeigten diese mit 6,99 +
2,52% eine signifikant groBere positiv gefarbte Flache als gleich alte aSyn SD Mause (1,34 +
1,23%) sowie 20 Monate alte WT HFD Mause (0,62 £ 0,42%). Im Alter von 20 Monaten war
die positiv gefarbte Fliche bei aSyn SD Mausen ebenfalls stark erhoht (4,79 + 1,98%) und lag
signifikant iiber der 16 Monate alter aSyn SD Méuse sowie 20 Monate alter WT HFD Méuse.
Zwischen den 20 Monate alten aSyn SD und den 16 Monate alten aSyn HFD Mausen konnte
dagegen kein signifikanter Unterschied gefunden werden.

Analyse des GFAP-Proteinlevels im Immunoblot (Abb. 3.16) zeigte ein &hnliches Bild wie
auch schon die immunohistochemische Farbung. Hierfir wurde Hirnstammlysat von 17
Monate alten aSyn HFD (n= 6) und aSyn SD Maiusen (n = 6) sowie von 20 Monate alten
aSyn SD (n = 6) und WT HFD Madusen (n =5) im Immunoblot detektiert. Dabei war sowohl
bei 17 Monate alten aSyn HFD, als auch bei 20 Monate alten aSyn SD Maiusen ein stark
erhohtes GFAP-Signal erkennbar, wihrend bei 17 Monate alten aSyn SD sowie 20 Monate
alten WT HFD Mausen nur schwache Signale detektiert werden konnten. Quantifizieren der
Bandenstérke zeigte eine signifikante Erhéhung des GFAP-Proteinlevels bei 17 Monate alten
aSyn HFD Maiusen im Vergleich mit ebenso alten aSyn SD Tieren sowie mit 20 Monate alten
WT HFD Maéusen. Im Alter von 20 Monaten war das GFAP-Proteinlevel bei aSyn SD
Méusen ebenfalls sowohl im Vergleich mit gleich alten WT HFD Mausen, als auch im
Vergleich mit 17 Monate alten aSyn SD Mausen signifikant erhdht. Zwischen den 20 Monate
alten aSyn SD Méusen und den 17 Monate alten aSyn HFD Tieren konnte dagegen auch im
Immunoblot kein Unterschied in der GFAP-Proteinmenge gefunden werden.

Diese Ergebnisse zeigen eine signifikant verfriihte, massive Astrogliose im Hirnstamm
h[A30P]aSyn transgener Mause mit HFD. Da jedoch keine Unterschiede in der Ausprigung
der Astrogliose im Vergleich mit dlteren aSyn SD Mausen gefunden werden konnten, ist von

einer rein zeitlich verfrihten und nicht qualitativ veranderten GFAP-Induktion auszugehen.
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Ebenso scheint die HFD allein zu keiner Astrogliose zu fuihren, da bei WT HFD M&usen auch
im Alter von 20 Monaten keine signifikant erhéhte GFAP-Menge nachgewiesen werden
konnte.

16 Monate 20 Monate
\ B2 A AT ' 3 ) EA TR R G

15 ]/ BB aSyn HFD (n = 5)
15 ][ aSynSD (n=5)
14 ]/ cSyn SD (n=8)
413 ]|EEAWT HFD  (n=5)

11

geféarbte Flache (%)
=]
1

16 Monate 20 Monate

Abb. 3.15: Vorzeitige Astrogliose im Hirnstamm h[A30P]eSyn transgener Mause mit HFD.
Sagittalschnitte von Gehirnen von aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD M:iusen wurden
immunohistochemisch mit einem GFAP-spezifischen Antikdrper gefarbt. Im Alter von 16 Monaten konnten
bei aSyn SD Méusen (n=5; A-B) nur schwache und vereinzelte GFAP-positive Signale gefunden werden,
wihrend bei aSyn HFD Miusen (n = 5; C-D) bereits massive Astrogliose erkennbar war. Eine solche
Astrogliose wurde bei aSyn SD Méusen erst im Alter von 20 Monaten gefunden (n = 8; E-F), wéhrend bei WT
HFD Méusen (n = 5; G-H) auch in diesem Alter nur duferst vereinzelte positive Signale nachzuweisen waren.
Densitometrische Auswertung (1) bestétigte die signifikant verfriihte Induktion der Astrogliose bei aSyn HFD
Méusen im Vergleich zu aSyn SD Tieren. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte = StAbw, signifikante
Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu aSyn HFD 16 Monate: **P < 0,01 /
Vergleich zu aSyn SD 20 Monate: *P < 0,01; **P < 0,001).
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Abb. 3.16: Vorzeitig erhdhte GFAP-Proteinmenge im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Mause mit
HFD. Die Proteinmenge an GFAP sowie an GAPDH wurde von 17 Monate alten aSyn HFD und aSyn SD
sowie von 20 Monate alten aSyn SD und WT HFD Méusen im Immunoblot detektiert (A). Quantifizieren der
Bandenstarke bestétigte eine signifikant verfriihte Erhohung der GFAP-Proteinmenge bei 17 Monate alten
aSyn HFD Méusen, vergleichbar mit der 20 Monate alter aSyn SD Méuse (B). Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu
aSyn HFD 17 Monate: *P < 0,05; ***P < 0,001 / Vergleich zu aSyn SD 20 Monate: “P < 0,05; **P < 0,001).

3.23  Kein Einfluss der Hochfett Diat auf Synukleinopathie und Astrogliose in

anderen untersuchten Hirnregionen

Neben dem Hirnstamm sind auch andere Hirnregionen von der Synukleinopathie betroffen
(Braak et al.,, 2002; Beach et al., 2009). Von Interesse war deshalb, ob die HFD die
Entwicklung der Synukleinopathie sowie der Astrogliose auch in anderen Regionen des
Gehirns beeinflusst. Hierfiir wurden Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD sowie WT
HFD Méusen ab einem Alter von 4 Monaten mit den unterschiedlichen Farbungen behandelt
und anschlieBend Hirnstamm, Cerebellum, Cortex und Hippocampus untersucht.

Wie anhand Tab. 3.8 zu erkennen, konnte bei h[A30P]aSyn transgenen Méusen bereits im
Alter von 4 Monaten humanes aSyn in allen untersuchten Hirnregionen mit dem spezifischen
15G7 Antikorper nachgewiesen werden. Unterschiede zwischen transgenen Mdausen mit SD
und solchen mit HFD konnten jedoch nicht gefunden werden. Im Gegensatz dazu wurde bei
WT HFD Méusen bis zum Alter von 20 Monaten kein 15G7- positives Signal detektiert.

S129 phosphoryliertes aSyn konnte in Cortex und Hippocampus sowohl bei aSyn SD, als
auch bei aSyn HFD Maiusen ebenfalls ab dem Alter von 4 Monaten grof3flichig nachgewiesen
werden. In der weilRen Substanz des Cerebellums fanden sich zudem vereinzelt positive
Signale. Unterschiede zwischen den Gruppen konnten dabei nicht nachgewiesen werden und
zeigten sich auch nicht im Verlauf des Alterns. Im Gegensatz dazu konnte bei WT HFD
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Mausen in den untersuchten Hirnregionen weder bei jungen noch bei alten Tieren am S129-
phosphoryliertes aSyn nachgewiesen werden.

Gallyas-Silber positive, neurofibrillare  Ablagerungen konnten ausschlieBlich im
Hirnstamm oSyn transgener Maiduse ab einem Alter von 16 Monaten (aSyn HFD)
beziehungsweise 20 Monaten (aSyn SD) detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden in
Cortex, Cerebellum und Hippocampus zu keinem Zeitpunkt Silber-positive Strukturen
gefunden. Bei WT HFD Mausen konnten selbst bei alten Tieren in keiner der untersuchten

Hirnregionen Silber-positive Signale nachgewiesen werden.

humanes aSyn (15G7) pS129-aSyn
h[A30P]aSyn | h[A30P]aSyn WT h[A30P]aSyn | h[A30P]aSyn WT
SD HFD HFD SD HFD HFD
Cortex 4 Monate 4 Monate - 4 Monate 4 Monate --
Cerebellum 4 Monate 4 Monate -- -- -- --
Hippocampus 4 Monate 4 Monate -- 4 Monate 4 Monate --
Hirnstamm 4 Monate 4 Monate - 16 Monate 20 Monate --
Gallyas-Silber Farbung Thioflavin-S Farbung
h[A30P]aSyn | h[A30P]aSyn WT h[A30P]aSyn | h[A30P]aSyn WT
SD HFD HFD SD HFD HFD
Cortex -- -- -- -- -- --
Cerebellum -- -- -- -- -- --
Hippocampus -- -- -- -- -- --
Hirnstamm 16 Monate 20 Monate - 16 Monate 20 Monate --
Astrogliose (GFAP)
h[A30P]aSyn | h[A30P]aSyn WT
SD HFD HFD
Cortex -- -- --
Cerebellum 4 Monate 4 Monate 4 Monate
Hippocampus 4 Monate 4 Monate 4 Monate
Hirnstamm 16 Monate 20 Monate --

Tab. 3.8: Kein Einfluss der HFD auf die Synukleinopathie und Astrogliose in Cortex, Cerebellum und
Hippocampus. Sagittalschnitte von aSyn SD, aSyn HFD und WT HFD Méusen wurden ab einem Alter von 4
Monaten jeweils mit den unterschiedlichen Farbungen behandelt. Nur im Hirnstamm, nicht aber in Cortex,
Cerebellum und Hippocampus, konnten Unterschiede zwischen aSyn SD und aSyn HFD gefunden werden.
Angegeben ist jeweils das Alter des ersten Auftretens einer positiven Farbung. Ist kein Alter angegeben, so

konnte zu keinem Zeitpunkt eine positive Farbung detektiert werden.
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Die mit der Thioflavin-S Farbung untersuchte amyloid-artige Struktur der
Synukleinopathie konnte ebenfalls nur im Hirnstamm von aSyn HFD (16 Monate) sowie
aSyn SD Maiusen (20 Monate) nachgewiesen werden. In den Cortex, Cerebellum und
Hippocampus sowie bei WT HFD Mé&usen konnten dagegen keine Thioflavin-S positiven
Signale detektiert werden.

Mit Hilfe des Astrogliosemarkers GFAP konnten bereits im Alter von 4 Monaten positive
Signale in Cerebellum und Hippocampus bei aSyn SD, aSyn HFD sowie WT HFD Méusen
gefunden werden. Unterschiede in der Quantitat und Qualitat der Farbung wurden dabei nicht
festgestellt und zeigten sich auch nicht mit steigendem Alter der M&use. Im Gegensatz dazu
konnten im Cortex zu keinem Zeitpunkt GFAP-positive Signale gefunden werden. Einzig im
Hirnstamm zeigte sich ein Unterschied zwischen aSyn HFD Maiusen, bei denen ab einem
Alter von 16 Monaten stark GFAP-positive Signale detektiert werden konnten, und aSyn SD
Mausen, bei denen diese erst im Alter von 20 Monaten gefunden wurden. Bei WT HFD

Mausen zeigte sich dagegen auch im hohen Alter keine Astrogliose im Hirnstamm.

3.24  Verminderte Akt-Phosphorylierung im Hirnstamm nach Fitterung der
Hochfett Diat

Der PI3K-Akt Signalweg ist hochkonserviert und wird unter anderem durch neurotrophe
Faktoren sowie Insulin beeinflusst (Hemmings und Restuccia, 2012). Akt besitzt Gber 100
bekannte Substrate und hat diverse Effekte auf die zelluldre Funktion und das Zellwachstum
(Manning und Cantley, 2007). Fir eine maximale Akt-Aktivierung ist eine Phosphorylierung
sowohl am T308, als auch am S473 notwendig (Alessi et al., 1997). Untersucht werden sollte,
ob die HFD die Phosphorylierung von Akt im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Miuse
beeinflusst. Hierflr wurde im Immunoblot mit spezifischen Antikorpern die Proteinmenge an
pT308-Akt (#2965, Cell Signaling), pS473-Akt (#4060, Cell Signaling) und Akt (#9272, Cell
Signaling) im Hirnstamm 17 Monate alter aSyn SD (n = 6) und aSyn HFD Miéuse (n = 6)
sowie 20 Monate alter aSyn SD (n = 6) und WT HFD Méuse (n = 5) detektiert.

Zuerst wurde die Phosphorylierung von Akt am T308 untersucht (Abb. 3.17 A) und die
Bandenstarke quantifiziert (C). Dabei war eine nur schwache T308-Akt-Phosphorylierung bei
17 Monate alten aSyn HFD und 20 Monate alten aSyn SD Mausen erkennbar, wéhrend die
Phosphorylierung bei 17 Monate alten aSyn SD und 20 Monate alten WT HFD Mausen
deutlich starker war. Quantifizieren der Bandenstarke zeigte, dass die T308-Akt-
Phosphorylierung der 17 Monate alten aSyn HFD Mausen sowohl im Vergleich mit gleich

alten aSyn SD Madusen, als auch im Vergleich mit 20 Monate alten WT HFD Tieren
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signifikant vermindert war. Ebenso lag auch die T308-Akt-Phosphorylierung der 20 Monate
alten aSyn SD Maiuse signifikant unter der 17 Monate alter aSyn SD Mause. Ein Unterschied
zwischen den 17 Monate alten aSyn HFD und den 20 Monate alten aSyn SD Maiusen konnte
dagegen nicht gefunden werden.

A
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Abb. 3.17: Verminderte T308- und S473-Akt-Phosphorylierung im Hirnstamm h[A30P]aSyn
transgener Méause mit HFD. Die Proteinmenge an pT308-Akt (A) sowie pSer473-Akt (B) und jeweils als
Kontrolle von Akt wurde im Immunoblot bei 17 Monate alten aSyn HFD und aSyn SD sowie 20 Monate alten
aSyn SD und WT HFD bestimmt. Quantifizieren der Bandenstérke bestétigte eine signifikant verminderte
pT308-Akt (C) sowie pS473-Akt Menge bei den 17 Monate alten aSyn HFD Mé&usen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu
aSyn HFD 17 Monate: *P < 0,05; **P < 0,01 / Vergleich zu aSyn SD 17 Monate: *P < 0,05).

AnschlieBend wurde die Phosphorylierung von Akt am S473 untersucht (Abb. 3.17 B) und
die Bandenstarke quantifiziert (D). Dabei zeigte sich ebenfalls eine signifikant verminderte
Phosphorylierung bei den aSyn HFD Maiusen im Alter von 17 Monaten im Vergleich mit
gleich alten aSyn SD Tieren sowie im Vergleich mit 20 Monate alten WT HFD Maiusen.
Allerdings konnte keine signifikant verminderte S473-Akt-Phosphorylierung bei 20 Monate

alten aSyn SD Mausen festgestellt werden, was aber moglicherweise mit der grolen Varianz
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zwischen den einzelnen Mdusen zu erklaren ist. Die starkste Phosphorylierung war zudem bei
20 Monate alten WT Mausen zu erkennen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die T308-Akt-Phosphorylierung bei
h[A30P]aSyn transgenen Madusen in einem hohen Alter vermindert wird und dies bei
Futterung einer HFD verfriht geschieht. Zudem fihrt die HFD bei h[A30P]aSyn Miusen mit
17 Monaten zu einer verminderten S473-Akt-Phosphorylierung, was jedoch bei 20 Monate

alten und ebenfalls symptomatischen aSyn SD Mausen nicht gezeigt werden konnte.

3.25 Kein Einfluss der Hochfett Didt auf GRK 5 im Hirnstamm

In vitro konnte nachgewiesen werden, dass die Serin / Threonin Kinase GRK 5 aSyn
phosphorylieren kann (Pronin et al., 2000). Untersucht werden sollte, ob eine veranderte
Menge an GRK 5 im Hirnstamm des verwendeten h[A30PJaSyn Mausmodells gefunden
werden kann und ob die HFD das Proteinniveau beeinflusst.

Hierfr wurden Sagittalschnitte von 16 Monate alten aSyn SD (n =5) und aSyn HFD
(n=5) sowie 20 Monate alten aSyn SD (n =8) und WT HFD Madusen (n =5) mit einem
Antikorper gegen GRK 5 (ab64943, Abcam) immunohistochemisch gefarbt. Wie anhand
Abb. 3.18 zu erkennen, konnten im Alter von 16 Monaten sowohl bei aSyn SD (A-B), als
auch bei aSyn HFD Mausen (C-D) nur vereinzelte schwache GRK 5-positive Signale
nachgewiesen werden. Im Alter von 20 Monaten zeigten die aSyn SD Méuse jedoch vielfach
positive GRK 5 Farbungen (E-F), wahrend WT HFD Maéuse (G-H) auch in diesem Alter nur
vereinzelte GRK 5 positive Signale aufwiesen. Densitometrische Auswertung der geféarbten
Schnitte zeigte eine signifikant erhohte gefarbte Flache bei 20 Monate alten aSyn SD Mausen,
sowohl im Vergleich mit 16 Monate alten aSyn HFD sowie aSyn SD Méusen, als auch im
Vergleich mit 20 Monate alten WT HFD Mausen. Zwischen den anderen Gruppen konnten
dagegen keine Unterschiede nachgewiesen werden.

Zusétzlich wurden die Proteinmengen von GRK 5 sowie als Ladekontrolle von GAPDH im
Hirnstamm 17 Monate alter aSyn SD (n = 6) und aSyn HFD Maiuse (n = 6) sowie 20 Monate
alter aSyn SD (n = 6) und WT HFD Méuse (n = 5) im Immunoblot detektiert und quantifiziert
(Abb. 3.19 A / B). Auch hier zeigte sich eine signifikant erhohte GRK 5 Proteinmenge bei
den aSyn SD Maéusen im Alter von 20 Monaten, sowohl im Vergleich mit 17 Monate alten
aSyn HFD und aSyn SD Mausen, als auch im Vergleich mit 20 Monate alten WT HFD
Mausen. Zwischen den anderen Gruppen konnten dagegen auch im Immunoblot keine
Unterschiede gefunden werden.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass im untersuchten h[A30PJaSyn Mausmodell die GRK 5
Proteinmenge im hohen Alter signifikant ansteigt. Da bei WT HFD Mausen keine
altersabhéngige Erhéhung der Proteinmenge gefunden werden konnte, scheint es sich um

einen Genotyp-spezifischen Effekt zu halten, zudem konnte kein Einfluss der HFD festgestellt

werden.
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Abb. 3.18: Erhohte GRK 5 Proteinmenge im Hirnstamm 20 Monate alter h[A30P]aSyn transgener
Mause mit SD. Sagittalschnitte 16 Monate alter aSyn SD (n = 5) und aSyn HFD (n = 5) sowie 20 Monate
alter aSyn SD (n=8) und WT HFD Mause (n=5) wurden immunohistochemisch mit einem GRK 5
spezifischen Antikdrper gefarbt. Im Alter 16 Monaten konnten sowohl bei aSyn SD (A-B), als auch bei aSyn
HFD Méusen (C-D) nur vereinzelte GRK 5-positive Farbungen gefunden werden. 20 Monate alte aSyn SD
Mause zeigten dagegen vielfach GRK 5-positive Signale (E-F), wahrend bei 20 Monate alten WT HFD
Mausen (G-H) ebenfalls nur vereinzelt positive Signale nachzuweisen waren. Densitometrische Auswertung
() bestétigte die signifikant erhohte gefarbte Fliache bei 20 Monate alten aSyn SD Mausen. Dargestellt sind
jeweils Mittelwerte = StAbw, signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet
(Vergleich zu aSyn SD 20 Monate: “P < 0,05).
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Abb. 3.19: Erhdhte GRK 5 Proteinmenge im Hirnstamm 20 Monate alter h[A30P]aSyn transgener Miuse
mit SD im Western Blot. Die Proteinmengen an GRK 5 sowie als Ladekontrolle an GAPDH 17 Monate alter
aSyn HFD (n=6) und aSyn SD Maiuse (n=6) sowie 20 Monate alter aSyn SD (n=6) und WT HFD
Méuse(n = 5) wurden im Immunoblot bestimmt (A). Quantifizieren der Bandenstérke bestétigte eine signifikant
erhdhte GRK 5 Menge bei 20 Monate alten aSyn SD Méusen (B). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte = StAbw,
signifikante Unterschiede wurden mittels beidseitigem T-Test berechnet (Vergleich zu aSyn SD 20 Monate:
P <0.01: #P < 0.001).

3.26  Zusammenfassung des Einflusses der Hochfett Diat auf histologische und

proteinbiochemische Parameter

Mit Hilfe der histologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen konnte kein
Einfluss der HFD auf das h[A30P]aSyn Proteinlevel im Hirnstamm der transgenen Mé&use
gefunden werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine verfrithte Phosphorylierung von aSyn
am S129, dem neuropathologischen Kennzeichen der PK. Ebenso konnten verfriht Gallyas-
Silber positive Ablagerungen sowie Thioflavin-S positive amyloiddre Strukturen im
Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Mausen nach Futterung der HFD nachgewiesen werden.
Zudem zeigte sich ebenfalls vorzeitig eine starke Astrogliose im Hirnstamm h[A30P]aSyn
transgener Méause mit HFD. Im Gegensatz dazu konnte in anderen untersuchten Hirnregionen
kein Einfluss der HFD auf die genannten Parameter gefunden werden.

Weiterhin zeigten sich im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Mause nach Fiitterung der
HFD ebenfalls vorzeitig verminderte Akt Phosphorylierungen am T308 sowie am S473. Ein
Einfluss der HFD auf das GRK 5 Proteinlevel konnte dagegen nicht gefunden werden,
allerdings konnte eine Erhéhung der GRK 5 Proteinmenge im hohen Alter bei h[A30P]aSyn

transgenen Méausen, unabhéngig von der Diat, gezeigt werden.
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4 Diskussion

4.1 Die Hochfett Diat beeinflusst in vivo Parameter bei h[A30P]aSyn

transgenen Mausen

Die untersuchten h[A30P]aSyn transgenen Méduse bilden im Alter langsam auftretende
motorische und kognitive Defizite aus, die mit der Entwicklung der Synukleinopathie des
Gehirns korrelieren. Die motorischen Beeintrachtigungen sind dabei wahrscheinlich
uberwiegend auf die Degeneration der Motoneuronen zuriickzufiihren, wobei die
Synukleinopathie des Hirnstamms eine entscheidende Rolle spielt. Fir die kognitiven Defizite
wird vor allem die Synukleinopathie der Amygdala und des Hippocampus verantwortlich
gemacht (Neumann et al., 2002; Freichel et al., 2007). Defizite dieser Art kdnnen ebenso auch
bei anderen Mausmodellen, die aSyn unter dem Thyl-Promotor exprimieren, beobachtet
werden (van der Putten et al., 2000; Fleming und Chesselet, 2006; Kahle, 2008).

Unklar war bislang die Wirkung einer HFD auf die motorischen und kognitiven
Funktionen eines Mausmodells fir Synukleinopathie. Andere Nagermodelle zeigen, dass
Ubergewicht und Diabetes zu motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen fiihren
(Winocur et al., 2005; Granholm et al., 2008; Moroz et al., 2008) und die mit Hilfe einer HFD
induzierten Stoffwechselstorungen Veranderungen in der Kognition bewirken konnen
(Kumari et al., 2000; Craft, 2005; Razay et al., 2007). Auch beim Menschen zeigt sich ein
maoglicher Zusammenhang zwischen T2DM und Beeintrachtigungen in kognitiven
Funktionen (Gregg et al., 2000; Knopman et al., 2001; Arvanitakis et al., 2007) und Patienten
mit T2DM weisen ein erhohtes Risiko fir Demenz auf (MacKnight et al., 2002; Allen et al.,
2004; Awad et al., 2004). T2DM kann auRerdem die motorischen Symptome der PK
verstarken (Arvanitakis et al., 2004b; Papapetropoulos et al., 2004; Bosco et al., 2012; Cereda
et al., 2012). Diese motorischen Defizite sind aber vor allem auf den Einfluss von
Ubergewicht und Diabetes auf die dopaminergen Neuronen der SN zuriickzufiihren, weshalb
uber die Wirkung einer HFD auf den spezifischen Phanotyp der h[A30P]aSyn transgenen
Maéuse bisher nur spekuliert werden konnte. Jedoch erscheint ein Einfluss der HFD und damit
in Verbindung stehender metabolischer Stérungen auf Prozesse des Gehirns wahrscheinlich,
weshalb auch Effekte auf die Entwicklung der Synukleinopathie sowie der damit

korrelierenden Defizite des Mausmodells vermutet werden konnte.
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4.1.1 Die Hochfett Diat induziert ein erhohtes Korpergewicht und einen gestorten

Glukosemetabolismus

Bei Mausen kann mit Hilfe einer HFD Ubergewicht induziert werden (Bourgeois et al.,
1983; Takahashi et al., 1999), wobei die dabei entstehenden metabolischen Veranderungen
vergleichbar mit denen beim Menschen sind (Woods et al., 2003). Bekannt ist zudem, dass
Ubergewicht zu einer erhéhten Menge an FFA im Plasma filhren (Opie und Walfish, 1963)
und eine chronische niedrigstufige Inflammation induzieren kann (Wellen und Hotamisligil,
2005). Hieraus konnen eine gestorte Glukosetoleranz sowie Insulinresistenz entstehen (Boden
et al., 1994; Qatanani und Lazar, 2007). Eine gestorte Glukosetoleranz kann mit Hilfe eines
GTTs Uberprift werden, der Auskunft (ber die Effizienz eines Organismus einen
Glukoseliberschuss aus dem Plasma in die Zellen aufzunehmen gibt und als wichtigstes
Kriterium bei der Diagnose eines T2DM gilt (Expert Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2003).

Bislang unklar war die Wirkung einer HFD auf den Metabolismus bei Mausmodellen ftir
Synukleinopathien. Fir [A53T]aSyn transgene Méause konnte beispielsweise eine Resistenz
gegeniber Diat induziertem Ubergewicht gezeigt werden (Griffioen et al., 2013; Rothman et
al., 2014). Im Gegensatz dazu wurde im hier durchgefuhrten Versuch durch Fitterung einer
HFD sowohl bei h[A30P]JaSyn transgenen, als auch bei WT Mausen, ein erhohtes
Korpergewicht induziert (Abb. 3.2). Dies war bereits wenige Wochen nach Beginn der
Futterung messbar und blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer bestehen. Ebenso konnte
sowohl bei WT, als auch bei h[A30P]aSyn transgenen Mausen durch Fitterung der HFD eine
signifikant schlechtere Glukosetoleranz im Vergleich mit den mit SD gefutterten Tieren
induziert werden (Abb. 3.3). So zeigten alle M&use mit HFD einen signifikant erhéhten
Blutglukosespiegel nach Glukoseinjektion, im Alter von 43 Wochen waren zusatzlich auch
die Nichtern-Blutglukosewerte erhdht. Zwischen mit HFD gefutterten transgenen und WT
Mausen konnten dagegen keine Unterschiede gemessen werden, weshalb das Transgen die
Wirkung der HFD weder auf das Korpergewicht noch auf die Glukosetoleranz zu
beeinflussen scheint.

Ubergewicht gilt als einer der wichtigsten Ursachen fiir Insulinresistenz und T2DM
(Kolterman et al., 1980). Die Griinde fiir Ubergewicht sind in der Regel ein metabolisches
Ungleichgewicht, welches durch eine positive Differenz zwischen Nahrungsaufnahme und
Energieausgabe entsteht. Neben der Menge der aufgenommen Nahrung spielt vor allem ihre
Zusammensetzung eine wichtige Rolle. Besonders die Aufnahme hoher Mengen geséttigter

Fettsduren, wie sie auch in der verwendeten HFD auftreten, scheint die Entstehung von
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Ubergewicht zu férdern (Melanson et al., 2009). Eine mdgliche Assoziation zwischen
Ubergewicht, DM und der PK bleibt jedoch weiter kontrovers. Allerdings bringen einige
Studien sowohl die Fettsaureaufnahme mit der Diét (Logroscino et al., 1996; Anderson et al.,
1999), als auch Diabetes und damit eine gestérte Glukosetoleranz (Hu, 2003; Schernhammer
et al., 2011) mit der PK in Verbindung. Bei den untersuchten h[A30P]aSyn transgenen
Méusen konnte ein Einfluss der HFD auf metabolische Parameter nachgewiesen und sowohl
erhdhtes Korpergewicht, als auch eine gestorte Glukosetoleranz induziert werden. Andere
Nagermodelle zeigen, dass Ubergewicht und Diabetes Insulinresistenz im Gehirn induzieren
und zu kognitiven Beeintrachtigungen fuhren konnen (Winocur und Greenwood, 2005;
Winocur et al., 2005; Moroz et al., 2008). Das in dem verwendeten Mausmodell
iiberexprimierte aSyn konnte dabei durch seine Fihigkeit Fettsduren zu binden eine
wesentliche Rolle spielen (Sharon et al., 2001; Lucke et al., 2006; Salem et al., 2007). Es
scheint somit moglich, dass die HFD Uber die Beeintrdchtigung des Stoffwechsels der
h[A30P]aSyn transgenen Maéuse und die Induktion metabolischer Dysfunktionen die

Entwicklung der Synukleinopathie des Mausmodells beeinflussen kann.

4.1.2  Verkirzte Lebensspanne nach Futterung der Hochfett Diat

Bekannt ist, dass Mause bei Futterung einer HFD eine reduzierte Lebenserwartung
aufweisen kdnnen (Muller et al., 2013). Zudem kann eine hochkalorische Diat die generellen
Gesundheit bei Mausen verschlechtern und die Uberlebensrate vermindern (Baur et al., 2006).
In dieser Arbeit wiesen die h[A30P]aSyn transgenen Maduse ebenfalls eine signifikant
verminderte Lebensspanne nach Fitterung der HFD auf. Interessanterweise blieb auch nach
Ausschluss aller Maduse, deren Ableben nicht eindeutig auf den motorischen Phéanotyp
zurlickzufuhren war, die Lebensspanne der Mduse mit HFD im Vergleich mit den Mdusen mit
SD weiterhin signifikant verkirzt (Abb. 3.4).

Da ein Teil der Mduse mit HFD aus anderen Griinden als dem Phanotyp und damit nicht
eindeutig durch das vorgezogene Auftreten der Synukleinopathie verstarben, sind
wahrscheinlich einerseits die metabolischen Konsequenzen des Ubergewichts und der
Fehlerndhrung fur das verfrihte Ableben verantwortlich. Dies korreliert mit Ergebnissen
verschiedener Studien, die eine signifikant verminderte Lebensspanne nicht transgener Méause
nach Futterung einer HFD zeigen (Silberberg und Silberberg, 1954; Keipert et al., 2011; List
et al., 2013; Wagener et al., 2013). Auch beim Menschen sind Adipositas und Ubergewicht
mit verschiedenen Begleiterkrankungen, wie T2DM und neurologischen Beeintrédchtigungen,

assoziiert, die zu einer verminderten Lebenserwartung fihren kénnen (Seidell, 2000; Field et
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al., 2001; Li et al., 2005). Ubergewicht (BMI (body mass index) 25— 30) allein scheint
dagegen nicht zu einer sinkenden Lebenserwartung zu fiihren (Stevens et al., 1999; Fontaine
et al., 2003; Reuser et al., 2008), wahrend der Einfluss von Adipositas (BMI > 30) umstritten
bleibt. So gehen einige Studien von einer verminderten Lebenserwartung durch Adipositas
aus (Allison et al., 1999; Peeters et al., 2003; Mokdad et al., 2005; Moore et al., 2008),
wahrend andere nur einen geringen oder gar keinen Einfluss postulieren (Stevens et al., 1999;
Flegal et al., 2005; Finkelstein et al., 2010). Es kann jedoch angenommen werden, dass die
Erndhrung und damit in Verbindung stehendes Ubergewicht die Lebenserwartung sowohl
beim Menschen, als auch bei Mausen beeintrdchtigen kann. Der dahinter stehende
Mechanismus bleibt allerdings ungeklart. Moglicherweise spielt jedoch beeintrachtigtes GH
(growth hormone) — IGF Signaling eine Rolle (Bonafe et al., 2003; Berryman et al., 2008;
List et al., 2013). So scheint eine Reduktion des GH — IGF Signalings die Lebensdauer
sowohl im Tiermodell, als auch beim Menschen zu verldangern (Paolisso et al., 2000; Suh et
al., 2008) und weibliche Méuse mit einem heterozygoten KO des IGF-Rezeptors weisen eine
erhdhte Lebensspanne auf (Holzenberger, 2004). Weiterhin scheinen auch die IRS-Proteine
eine Rolle zu spielen, sodass beispielsweise die Lebensspanne weiblicher IRS-1 KO Mause
signifikant verlangert ist (Selman et al., 2008). Die Plasmakonzentrationen von Insulin sowie
die Insulinsensitivitat sind zudem beim Menschen invers mit der Lebensdauer korreliert
(Paolisso et al., 2000; Roth et al., 2002) und die langlebigen GH-Rezeptor KO Méuse weisen
besonders niedrige Plasmainsulinkonzentrationen und eine verbesserte Insulinsensitivitat auf
(Dominici et al., 2002; Liu et al., 2004). Es ist somit wahrscheinlich, dass die mit der HFD
induzierten metabolischen Dysfunktionen zu einer verminderten Lebensspanne im
untersuchten h[A30P]JaSyn transgenen Mausmodell fiihrten. Der zugrunde liegende
Mechanismus wurde nicht genauer utnersucht, méglicherweise spielen aber Defizite im IGF
sowie im IRS Signaling eine Rolle.

Interessanterweise verstarben die restlichen h[A30P]aSyn transgenen Méuse mit HFD
aufgrund des signifikant verfriint einsetzenden motorischen Phanotyps. Dies korreliert mit der
ebenfalls verfriht einsetzenden Synukleinopathie des Hirnstamms (siehe 4.2.1), deren
Auftreten mit dem motorischen Endstadium der Mé&use in Verbindung steht (Freichel et al.,
2007). Somit scheint die HFD auch die Entwicklung der Synukleinopathie zu beeinflussen
und so zu einem verfriihten Einsetzen des phanotypischen Endstadiums zu fihren. Unklar ist
jedoch, wie die HFD das verfriihte Einsetzen der Synukleinopathie induzierte. Genauere
Untersuchungen, die den Einfluss der HFD auf die Entwicklung der Synukleinopathie und in

der Folge auf die Lebensspanne der Mause betreffen, sind deshalb notwendig.
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4.1.3  Verfruhte Beeintrachtigungen im emotionalen Lernen durch die Hochfett Diat

Die  h[A30P]JaSyn  transgenen = Maiduse  zeigen  altersabhédngige,  kognitive
Beeintrachtigungen, welche sowohl das emotional-assoziative, als auch das emotionale
Kontext Lernen betreffen (Freichel et al., 2007; Schell et al., 2009). In der durchgeflhrten
Arbeit konnte die bekannte Beeintrachtigung der transgenen M&use im emotional-assoziativen
Lernen der Angstkonditionierung im Alter von 12 Monaten bestétigt werden. Diese Defizite
werden vor allem mit Stérungen in der Funktion der Amygdala in Verbindung gebracht
(LeDoux, 2000; Holahan und White, 2004). So zeigen auch die verwendeten h[A30P]JaSyn
transgenen Méuse eine im Alter zunehmende Synukleinopathie in der Amygdala (Schell et
al., 2009). Interessanterweise konnten diese Beeintrachtigungen im emotional-assoziativen
Lernen bei transgenen Mausen mit HFD jedoch signifikant vorzeitig, im Alter von nur 9
Monaten, nachgewiesen werden, was auf eine verfriihte Schadigung der Amygdala hinweist.
Zusatzlich zeigten diese Mause im Alter von 12 Monaten Storungen im Kontext-Lernen der
Angstkonditionierung, die bei transgenen Mausen mit SD nicht auftraten (Abb. 3.5). Die
Ergebnisse des Kontext Tests sind jedoch mdglicherweise auch auf die verminderte
Laufdistanz der Kontrollméuse mit HFD zurtickzufiihren und deshalb nur bedingt
aussagekraftig. Stérungen im Kontext-Lernen werden dabei einerseits sowohl auf Defizite der
Amygdala, andererseits aber besonders auf Beeintrdchtigungen des Hippocampus
zurtickgefuhrt (Killcross et al., 1997; Goosens und Maren, 2001). Bei den verwendeten
h[A30P]aSyn transgenen Méausen konnte bereits eine im hohen Alter verstirkte synaptische
Ansammlung von nicht phosphoryliertem aSyn in der CAl und der CA3 Region des
Hippocampus nachgewiesen werden (Schell et al., 2009). Diese Regionen spielen eine
wichtige Rolle bei der episodischen Erinnerung (Langston et al., 2010) und kdnnten somit zu
Beeintrachtigungen im Kontext-Lernen der Angstkonditionierung beitragen. Ebenso konnte
eine verminderte Induktion von cFOS, einem Marker flir synaptische Plastizitat, sowie von
PLK 2 in Amygdala und Hippocampus bei alten h[A30P]JaSyn transgenen Maéusen
nachgewiesen werden, was ebenfalls die Defizite dieser Mause in der Angstkonditionierung
erklaren konnte (Schell et al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch weder die
Synukleinopathie der Amygdala, noch des Hippocampus genauer untersucht, weshalb tber
die Ursachen der vorzeitigen kognitiven Beeintrachtigungen der h[A30PJaSyn transgenen
Méuse nach Fitterung der HFD nur spekuliert werden kann. Wahrscheinlich ist aber eine
verfrihte Induktion der Synukleinopathie in diesen Gehirnregionen. Denkbar wéren ebenso
Interaktionen von oSyn mit FFA, die neuropathologisch nicht nachweisbar sind und

moglicherweise zu Storungen in der Signaltransduktion fiihren konnten. So kann aSyn FFA
86



Diskussion

binden und auch direkt mit Lipiden interagieren (Sharon et al., 2001; Lucke et al., 2006;
Salem et al., 2007; Auluck et al., 2010). Zudem bildet sowohl WT, als auch A30P mutiertes
aSyn in Anwesenheit von PUFAs Dimere und Oligomere aus (Perrin et al., 2001).

Die untersuchten WT Mause mit HFD zeigten ebenfalls eine Verschlechterung der
emotionalen Lernféhigkeit wahrend des Alterungsprozesses, wiesen jedoch durchgehend
funktionales emotional-assoziatives sowie emotionales Kontext-Lernen auf. Dies korreliert
mit Ergebnissen, nach denen WT Mause nach Fitterung einer HFD zwar ein vermindertes
Schockverhalten im Kontext Test der Angstkonditionierung zeigen (Hwang et al., 2010),
jedoch insgesamt ein intaktes Lernen aufweisen (Pistell et al., 2010).

Beim Menschen konnte ein Zusammenhang zwischen T2DM und Beeintrachtigungen in
kognitiven Funktionen gefunden werden (Gregg et al., 2000; Knopman et al., 2001,
Arvanitakis et al., 2007), wobei sich sowohl Stérungen im verbalen, als auch im
Arbeitsgedéchtnis zeigen (Perlmuter et al., 1984; Elias et al., 2003; Messier, 2005; Munshi et
al.,, 2006). Ebenso wurde bei Patienten mit T2DM ein erhohtes Risiko fur Demenz
nachgewiesen (MacKnight et al., 2002; Allen et al., 2004; Awad et al., 2004).
Populationsbasierte Studien bringen zudem Hyperglykdmie mit verminderten kognitiven
Fahigkeiten in Verbindung (Franceschi et al., 1984; Robertson-Tchabo et al., 1986; Messier et
al., 1999). Unklar war bisher die Wirkung einer HFD auf die kognitiven Funktionen in einem
Mausmodell fir Synukleinopathie. Allerdings konnte bei Nagern bereits ein Zusammenhang
zwischen Ubergewicht und kognitiven Beeintrachtigungen nachgewiesen werden (Winocur
und Greenwood, 2005; Granholm et al., 2008; White et al., 2009). Zudem fordern die durch
die HFD induzierten metabolischen Dysfunktionen Veranderungen in der Kognition sowie
Demenz (Kumari et al., 2000; Craft, 2005; Razay et al., 2007). Die gefundenen Ergebnisse
zeigen, dass eine HFD das emotionale Lernen bei h[A30P]JaSyn Miusen beeinflussen kann
und zu verfrihten kognitiven Beeintrachtigungen fiuihrt. Genauso wie auch schon die
verminderte Lebensspanne l&sst dies vermuten, dass die HFD die Entwicklung der
Synukleinopathie beeinflussen kann. Der zugrunde liegende Mechanismus bleibt dabei jedoch
weiterhin ungeklart. Da flr die M&use mit HFD bereits ein erhéhtes Korpergewicht und eine
gestorte Glukosetoleranz nachgewiesen werden konnte, erscheint ein Einfluss dieses
metabolischen Ungleichgewichts auch auf kognitive Funktionen wahrscheinlich. Ebenso
konnte oxidativer Stress eine wichtige Rolle zu spielen, da dieser sowohl mit Ubergewicht
(Mattson et al., 2003; Zhang et al., 2005; Souza et al., 2007), als auch mit neurodegenerativen
Erkrankungen und kognitivem Verfall in Verbindung steht (Joseph et al., 1998; Ansari et al.,

2008; Kamat et al., 2008). Weitere Untersuchungen, die den genauen mechanistischen
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Zusammenhang zwischen dem durch HFD induzierten metabolischen Ungleichgewicht und

den kognitiven Beeintrachtigungen behandeln, erscheinen jedoch notwendig.

4.1.4  Veranderungen in motorischen Parametern durch die Hochfett Diat

Eine HFD wirkt nicht nur auf den Energiemetabolismus, sondern ebenso auch auf
Funktionen im Gehirn wie im Hypothalamus und in der SN (Choi et al., 2005; Dauvis et al.,
2008b; Granholm et al., 2008; Morris et al., 2010; Bousquet et al., 2012). Die h[A30P]aSyn
transgenen Mause zeigen vor dem Einsetzen des letztendlich letalen, motorischen Phénotyps
leichtere motorische Beeintrachtigungen (Neumann et al., 2002; Freichel et al., 2007). So
konnte beispielsweise ab einem Alter von etwa 16 Monaten eine verminderte Leistung auf
dem Rota Rod gemessen werden (Freichel et al., 2007). In der durchgefiihrten Arbeit zeigte
sich bei allen Méausen mit HFD eine signifikant schlechtere Laufleistung auf dem Rota Rod,
was jedoch wahrscheinlich auf das erhohte Korpergewicht zurtickzufuhren ist (Abb. 3.6).
Interessanterweise blieben aber die Laufzeiten der transgenen Mduse mit SD sowie der WT
Méuse mit HFD wahrend der gesamten Testdauer konstant, wohingegen die Laufzeit der
transgenen Mause mit HFD kontinuierlich absank und mit 56 Wochen signifikant unter der
Anfangszeit lag. Somit scheint die HFD die bekannten Beeintrdchtigungen im Rota Rod
verfriht zu induzieren, wobei allerdings ein Einfluss des Korpergewichts nicht
ausgeschlossen werden kann. Bei genauerer Untersuchung der Gangparameter im Cat Walk
zeigte sich aulerdem, dass die transgenen Mause mit HFD aufgrund der motorischen
Symptomatik den Lauftunnel zu einem signifikant friiheren Zeitpunkt nicht mehr durchlaufen
konnten als die transgenen Mause mit SD (Abb. 3.8). Bei allen anderen untersuchten
Schrittparametern, wie Schrittlange oder Abdruckintensitat, konnte dagegen kein Unterschied
gefunden werden (Abb. 3.9). Diese Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass der bekannte
motorische Phanotyp der h[A30P]aSyn transgenen Méusen verfriiht auftritt, wobei sich
jedoch keine Veranderungen in der Ausprégung zeigen. Zusatzlich konnte im Open Field eine
im Vergleich mit WT Mausen mit HFD signifikant erhohte Laufdistanz der transgenen
Méuse, unabhangig von der Diat, gemessen werden (Abb. 3.7). Dies stimmt mit zuvor
gefundenen Ergebnissen Uberein, nach denen die h[A30P]aSyn transgenen Maiuse eine
Hyperaktivitat aufweisen (Freichel et al., 2007). Bei virtueller Einteilung des Open Fields in
verschiedene Zonen konnte im Alter von 42 Wochen auBerdem eine im Vergleich mit den
WT HFD Méusen signifikant erhohte Verweildauer der transgenen Maduse in den inneren

Zonen gemessen werden. Dies lasst auf ein erhohtes Erkundungs- und vermindertes
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Vermeidungsverhalten der transgenen Mause in diesem Alter, unabhdngig von der Didt,
schlieRen.

Zusammengefasst konnte mit Hilfe der durchgefiihrten Versuche eine verfriihte motorische
Beeintrachtigung der h[A30P]aSyn transgenen Mause mit HFD nachgewiesen werden, was,
wie auch die vorzeitigen kognitiven Defizite, auf einen Einfluss der HFD auf die Entwicklung
der Synukleinopathie hinweist. Veranderungen des bekannten motorischen Phénotyps
konnten nicht nachgewiesen werden, wahrend die Hyperaktivitdt der h[A30P]JaSyn Méuse
bestatigt werden konnte (Neumann et al., 2002; Freichel et al., 2007).

Verschiedene Studien zeigen einen motorischen Phanotyp bei Mausmodellen fir
Synukleinopathien, der mit der Ausbildung von spezifischen Ablagerungen sowie
somatodentritischen Akkumulationen von aSyn im Gehirn einhergeht (van der Putten et al.,
2000; Neumann et al., 2002; Fleming und Chesselet, 2006; Freichel et al., 2007; Kahle,
2008). Die h[A30PJaSyn transgenen Maiuse entwickeln wéhrend des Endstadiums eine
schwere Synukleinopathie im Hirnstamm, die mit dem motorischen Phéanotyp in Verbindung
steht (Neumann et al., 2002; Freichel et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Synukleinopathie des Hirnstamms bei transgenen Mausen mit HFD
signifikant vorzeitig auftritt, was mit den verfrihten motorischen Beeintrachtigungen dieser
Tiere korreliert. Es fehlen jedoch Untersuchungen an WT Mausen mit SD, die genauere
Informationen Uber den Einfluss der HFD auf motorische Parameter geben kénnten. Zudem
wurden die Versuche stark vom Korpergewicht der Mause beeinflusst, sodass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die gefundenen Effekte mit dem erhdhten Kdrpergewicht
der Méuse mit HFD zusammenhdngen und nicht ausschlielich durch die verfrihte
Auspragung der Synukleinopathie bedingt wurden. Es konnte allerdings bereits gezeigt
werden, dass eine HFD unter anderem den dopaminergen Signalweg im Gehirn beeinflussen
und so zu einer erhdhten Empfindlichkeit gegenuiber Parkinson induzierenden Toxinen fiihren
kann (Choi et al., 2005; Davis et al., 2008b; Granholm et al., 2008; Morris et al., 2010;
Bousquet et al., 2012). Zudem gehdren motorische Beeintrachtigungen wie Rigor, Akinesie,
Bradykinesie sowie Gang- und Gleichgewichtsstérungen zu den Kardinalsymptomen der PK
(Jankovic, 2008). Mdglicherweise spielen bei der Ausbildung dieser Symptome auch
verschiedene mit Ubergewicht assoziierte Faktoren eine Rolle. So bringen Humanstudien
vaskuldre Risikofaktoren mit verstarkten Parkinson-Symptomen in Verbindung (Ambrose et
al., 2006; Louis und Luchsinger, 2006). Weiterhin kann auch T2DM die motorischen
Symptome der PK verstarken (Arvanitakis et al., 2004b; Papapetropoulos et al., 2004; Bosco

et al., 2012; Cereda et al., 2012). Es ist allerdings anzumerken, dass diese Effekte vor allem

89



Diskussion

mit dem Untergang der dopaminergen Neuronen der SN in Verbindung stehen. Im Gegensatz
dazu sind die motorischen Beeintrachtigungen des h[A30P]aSyn transgenen Mausmodells
uberwiegend auf die Degeneration der Motoneuronen zuriickzufuhren (Neumann et al., 2002;
Freichel et al., 2007). Es scheint jedoch moglich, dass die HFD (ber die vorzeitige Induktion
der Synukleinopathie des Hirnstamms (siehe 4.2.1), der wesentlich in die Ausbildung der
motorischen Symptome des h[A30P]aSyn transgenen Mausmodells involviert ist, den
motorischen Phanotyp verfriiht induzierte. Genauere Untersuchungen uber die Wirkungsweise
der HFD auf die Motoneuronen des untersuchten Mausmodells sind jedoch notwendig, um
eindeutige Aussagen ber die Effekte auf die motorischen Symptome treffen zu konnen.

4.2 Die Hochfett Diat beeinflusst die Entwicklung histologischer und

proteinbiochemischer Parameter im Hirnstamm

Ubergewicht und Insulinresistenz beeinflussen nicht nur periphere Organe, sondern wirken
auch auf Prozesse des Gehirns. Sowohl FFA (Hamilton und Brunaldi, 2007; Mitchell und
Hatch, 2011), als auch Glukose (Lund-Andersen, 1979; Pardridge et al., 1990) sowie Insulin
(Baura et al., 1993; Banks et al., 1997a; Banks et al., 1997b) sind in der Lage die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberqueren. So geht eine periphere Insulinresistenz in der Regel mit einer
zerebralen Insulinresistenz einher, wobei moéglicherweise das ZNS sogar als grundlegende
Storungsebene bei der Entstehung einer Insulinresistenz sowie in der Folge eines T2DM
betrachtet werden kann (EImquist und Marcus, 2003). Typische Folgen eines T2DM sind eine
chronische Inflammation (de Luca und Olefsky, 2008) sowie erhohter oxidativer Stress
(Rosen et al., 2001; Mastrocola et al., 2005). Da aSyn unter anderem FFA binden kann
(Lucke et al., 2006; Salem et al., 2007), kann vermutet werden, dass sich erhohte
Fettsaurespiegel des Plasmas auch auf die Entstehung und den Verlauf einer Synukleinopathie
auswirken. Zudem konnte mit Hilfe der vorausgegangenen Verhaltensversuche eine Wirkung
der HFD auf metabolische, motorische und kognitive Parameter nachgewiesen werden, was
auf einen Einfluss der Diat auf die Entwicklung der Synukleinopathie hindeutet.

Der Hirnstamm spielt bei der Entstehung einer Synukleinopathie wie der PK eine wichtige
Rolle. So gilt der Verlust der dopaminergen Neuronen des Hirnstamms als
hauptverantwortlich flir die motorischen Symptome der PK (Surmeier und Sulzer, 2013),
zudem ist der Hirnstamm friih von der Lewy-Pathologie betroffen (Beach et al., 2009). Dabei
sind die Neurone des Hirnstamms unter anderem auch in die Kontrolle der

Energiehomoostase involviert (Schneeberger et al., 2014). Im verwendeten h[A30P]aSyn
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transgenen Mausmodell tritt die Synukleinopathie des Hirnstamms erst im hohen Alter auf
und geht dabei mit dem phénotypischen Endstadium der Tiere einher (Neumann et al., 2002;
Freichel et al., 2007).

4.2.1  Verfruhte Auspragung der Synukleinopathie nach Futterung der Hochfett Diat

Die untersuchten h[A30P]aSyn transgenen Méiuse entwickeln im Alter eine
hirnregionsspezifische Synukleinopathie, die unter anderem mit einer zunehmenden S129-
aSyn Phosphorylierung, mit neuropathologischer Silberfirbung sowie Thioflavin-S positiver
Farbung einher geht (Neumann et al., 2002; Freichel et al., 2007; Schell et al., 2009). Diese
Indikatoren der Synukleinopathie wurden auch im Rahmen dieser Arbeit bei h[A30P]aSyn
transgenen Mausen mit SD im Alter von etwa 20 Monaten im Hirnstamm gefunden. Bei
transgenen Mausen mit HFD konnten diese Parameter jedoch signifikant vorzeitig
nachgewiesen werden. So zeigten sich bereits im Alter von 16 Monaten eine starke
pathologische S129-aSyn Phosphorylierung (Abb. 3.11), Gallyas-Silber positive Strukturen
(Abb. 3.13) sowie die Amyloid-artige Pathologie anhand von Thioflavin-S positiven
Ablagerungen (Abb.3.14). Unterschiede in Auspragung und WVerteilung der einzelnen
Féarbungen konnten zwischen den transgenen M&usen mit SD und mit HFD dagegen nicht
festgestellt werden, sodass von einer rein zeitlichen Verschiebung der Synukleinopathie
auszugehen ist. Zusétzlich konnten bei Untersuchung der Gesamtproteinmenge sowie der
Verteilung von humanem oSyn im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Méduse keine
Verénderungen nach Futterung der HFD gefunden werden. Dementsprechend scheint die Diat
Proteinmenge und Verteilung des Transgens nicht zu beeinflussen (Abb. 3.10). Bei WT
Méausen mit HFD konnten auch im Alter von 20 Monaten keine Indikatoren der
Synukleinopathie nachgewiesen werden. Ebenso konnte auch in Hippocampus, Cortex und
Cerebellum kein Einfluss der HFD auf die untersuchten Marker der Synukleinopathie
gefunden werden.

Die Wirkung einer HFD auf die Entwicklung der Synukleinopathie des Hirnstamms wurde
bisher kaum untersucht. Einerseits kann eine HFD Insulinresistenz nicht nur in peripheren
Organen, sondern auch im Gehirn induzieren (Winzell und Ahren, 2004; Obrosova et al.,
2007; Metlakunta et al., 2008). Ubergewicht kann zudem neuronale Dysfunktion sowie
mdoglicherweise auch Neurodegeneration verstarken (Bruce-Keller et al., 2009) und eine HFD
kann die Entwicklung der Neurodegeneration bei Nagern beeinflussen. So verschlimmerte die
metabolische Inflammation bei Ubergewichtigen und diabetischen Mdusen die Degeneration

der dopaminergen Neuronen (Wang et al., 2014). Ebenso konnte ein negativer Einfluss einer
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HFD auf die Dopamin produzierenden Neuronen der SN nachgewiesen werden (Choi et al.,
2005; Morris et al., 2010; Bousquet et al., 2012). Andererseits konnte in einem [A53T]aSyn
Mausmodell kein Einfluss einer HFD auf metabolische Parameter sowie auf die Entstehung
der Synukleinopathie nachgewiesen werden (Rothman et al., 2014). Im Gegensatz dazu wurde
jedoch im Rahmen dieser Arbeit eine verfrihte Ausbildung der Synukleinopathie im
Hirnstamm bei h[A30P]aSyn transgenen Mé&usen nach Fiitterung einer HFD nachgewiesen.
Dies korreliert mit den ebenfalls vorzeitigen motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen
dieser Méuse. So ist bekannt, dass die hirnregionsspezifischen Veradnderungen der
Synukleinopathie mit den Verhaltensdefiziten der h[A30P]JaSyn transgenen Maéusen
einhergehen (Freichel et al., 2007). Da jedoch in keinem Fall Verédnderungen in der
Auspragung der Synukleinopathie des Hirnstamms gefunden werden konnten, scheint die
HFD zu einer rein zeitlichen Verschiebung zu fihren.

Der Mechanismus, uber welchen die HFD die Entwicklung der Synukleinopathie
beschleunigt, bleibt jedoch weiter ungeklart. Mdglicherweise héngt die verfriihte Induktion
der Synukleinopathie nach Fiitterung der HFD aber mit der Féhigkeit von aSyn FFA zu
binden zusammen (Sharon et al., 2001; Lucke et al., 2006; Salem et al., 2007). Ebenso konnte
gezeigt werden, dass aSyn sowohl physiologisch, als auch pathologisch direkt mit Lipiden
interagieren kann (Auluck et al., 2010). Zudem bildet sowohl WT, als auch A30P mutiertes
aSyn in Anwesenheit von PUFAs Dimere und Oligomere aus (Perrin et al., 2001) und
biochemische Analysen von Gehirnen zeigen verminderte PUFA Konzentrationen bei
Parkinson Patienten (Dexter et al., 1994). Einen weiteren Hinweis fur den Zusammenhang
zwischen Storungen des Fettstoffwechsels und der PK geben Individuen mit heterozygoten
GBA Mutationen. Diese entwickeln in Regel keinen Morbus Gaucher, einer lysomalen
Speicherkrankheit, die auf Defekten des Enzyms Glucocerebrosidase beruht, und weisen auch
keine daftr typischen neuronalen Akkumulationen von Glucosylceramiden auf. Im Gegensatz
dazu zeigen sie jedoch ein stark erhohtes Risiko fur die PK (Wong et al., 2004; Neumann et
al., 2009).

4.2.2  Vorzeitige Astrogliose nach Futterung der Hochfett Diat

Bei der PK kann eine Uberaktivierung der Gliazellen des Gehirns beobachtet werden,
welche verstarkt ROS, NO (nitric oxide) und proinflammatorischen Zytokinen freisetzen und
damit eine gesteigerte Neurotoxizitat und erhéhte Gewebeschédigung induzieren (Deshpande
et al., 2005; Mizuno et al., 2005; Fellner und Stefanova, 2013). Eine typische Folge von

Diabetes ist die Erhthung des oxidativen Stresses, welcher Gewebeschaden verursachen kann
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(Rosen et al., 2001; Mastrocola et al., 2005). Veranderungen in der Funktion der Astrozyten
kdnnen zu den durch Diabetes entstehenden oxidativen Schaden beisteuern (Bhardwaj et al.,
1998; Rosen et al., 2001; Mastrocola et al., 2005).

Bei h[A30P]aSyn transgenen Méuse konnte in denen von der Synukleinopathie schwer
betroffenen Gehirnregionen starke Astrogliose nachgewiesen werden (Neumann et al., 2002).
Auch in dieser Arbeit wurde im Hirnstamm 20 Monate alter h[A30P]aSyn transgener Mause
massive Astrogliose detektiert. Bei transgenen Mausen mit HFD trat diese jedoch signifikant
vorzeitig im Alter von 16 Monaten auf. Unterschiede in Qualitdt und Ausbreitung der
Astrogliose konnten dagegen nicht gefunden werden, was eine rein zeitliche Verschiebung
vermuten lasst. Bei WT Mause mit HFD konnte im Gegensatz dazu auch im Alter von 20
Monaten keine Astrogliose nachgewiesen werden (Abb. 3.15). In Cortex, Cerebellum und
Hippocampus zeigte sich ebenfalls kein Einfluss der HFD auf die Entwicklung der
Astrogliose.

Astrogliose spielt bei der Initiation und Progression der PK eine wichtige und
mdoglicherweise sogar dominante Rolle (Halliday und Stevens, 2011). Hierbei scheint
besonders aSyn von Bedeutung. So konnten bei der PK aSyn positive Einschliisse auch in
Astrozyten nachgewiesen werden (Wakabayashi et al., 2000; Braak et al., 2007), zudem ist
aSyn in der Lage Mikroglia und Astrozyten wahrscheinlich Uber einen TLR 4 abh&ngigen
Signalweg zu stimulieren (Klegeris et al., 2006; Fellner et al., 2013). Ebenso fuhrt die Lewy
Pathologie nicht notwendigerweise zum Zelltod und einige Neurone sterben ohne eine
nachweisebare Akkumulation von aSyn (Forno, 1996; Tompkins und Hill, 1997), sodass
andere Faktoren wie die Aktivierung von Mikroglia und Astroglia zur neuronalen
Degradierung beitragen miussen (Gerhard et al.,, 2006; Braak et al., 2007; Fellner und
Stefanova, 2013). Die selektive Expression von AS53T aSyn in den Astrozyten eines
induzierbaren Mausmodells fuhrte zu einer schnell fortschreitenden Paralyse, wahrscheinlich
bedingt durch die ausgedehnte Astrogliose sowie die Degeneration von dopaminergen
Neuronen und von Motorneuronen des Rickenmarks (Gu et al.,, 2010). Ebenso scheint
mutiertes aSyn morphologische und funktionelle Verdnderungen in astroglialen
Mitochondrien herbeizufiihren und zu einer beeintrachtigten Sekretion von fir die neuronale
Differenzierung essentiellen Faktoren zu fiihren (Schmidt et al., 2011).

Im hier durchgeflihrten Versuch konnte gezeigt werden, dass die Synukleinopathie zeitlich
mit der Induktion einer massiven Astrogliose im Hirnstamm transgener Mause einhergeht. Im
Gegensatz dazu konnte bei WT Méausen mit HFD keine Astrogliose nachgewiesen werden.

Andere Studien zeigen zwar einen Einfluss der HFD auf die Entwicklung einer Astrogliose
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bei WT Maéusen, jedoch scheint dieser Effekt vor allem auf das hypothalamische System
begrenzt. So spielen Astrozyten auch bei der metabolischen Kontrolle eine essentielle Rolle.
Es konnte gezeigt werden, dass eine HFD bei Nagern hypothalamische Gliose und
Inflammation induzieren kann, die mit sekundaren Komplikationen von Ubergewicht in
Verbindung stehen (Milanski et al., 2009; Horvath et al., 2010; Thaler et al., 2012; Tomassoni
et al., 2013). Die in der Studie nachgewiesene vorzeitige exzessive Astrogliose im Hirnstamm
von mit HFD gefutterten transgenen Mausen, weist auf eine Beteiligung der Astrozyten bei
der Entstehung der pathologischen Synukleinopathie hin. Unklar bleibt jedoch, ob die
Astrogliose einen Ausloser des pathologischen Phanotyps darstellt und dementsprechend kurz
vor der Krankheitsentstehung auftritt, oder mit der Entwicklung der Synukleinopathie
einhergeht. Ebenso wurde auch die Rolle der Mikroglia, welche ebenfalls in den
Inflammationsprozess und die Abwehr von toxischen Stoffen involviert sind, nicht tberpruft.
Genauere Untersuchungen tber den zeitlichen Verlauf der Astrogliose sowie Uber den
Einfluss der Mikroglia scheinen deshalb notwendig, um spezifischere Aussagen Uber die

Rolle der Astrozyten bei der Entwicklung der Synukleinopathie treffen zu kénnen.

4.2.3  Verminderte Akt Phosphorylierung im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener

Mause

Beeintrachtigtes Insulin-Signaling steht im Zentrum der Entwicklung von Insulinresistenz
und Diabetes. Die Aktivierung des PI3K - Akt Signalwegs spielt bei den metabolischen
Wirkungen von Insulin eine zentrale Rolle (Shepherd et al., 1998). Auch bei der PK kdnnen
Storungen im Akt-Signalweg beobachtet werden (Burke, 2007; Levy et al., 2009). Akt weist
mit T308, welches zur initialen, partiellen Aktivierung benotigt wird, und S473, welches eine
vollstdndige Aktivierung bewirkt, zwei regulatorische Phosphorylierungsstellen auf (Alessi et
al.,, 1996; Alessi et al.,, 1997). Im durchgefiihrten Versuch konnte bei h[A30P]aSyn
transgenen Mduse mit HFD im Alter von 17 Monaten eine vorzeitig verminderte T308-Akt
Phosphorylierung nachgewiesen werden, welche sich bei transgenen Mausen mit SD erst im
Alter von 20 Monaten zeigte. Ebenso war auch die S473-Akt Phosphorylierung bei
transgenen Méausen mit HFD im Alter von 17 Monaten vermindert. Hier zeigte sich jedoch
keine Reduktion bei &lteren transgenen Mausen mit SD, was aber mdglicherweise auch auf
die starken interindividuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Mé&usen zurlickzufiihren
ist. Bei WT Mausen mit HFD konnte dagegen im Alter von 20 Monaten keine signifikant
verminderte Akt-Phosphorylierung nachgewiesen werden (Abb. 3.17). Es fehlen jedoch 17
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Monate alte WT Mause mit HFD sowie WT Maduse mit SD als Kontrollen, welche genauere
Aussagen ber den Effekt der HFD auf die Akt-Phosphorylierung erlauben wirden.

Der Akt-Signalweg spielt sowohl in den Muskeln, als auch im Fettgewebe eine zentrale
Rolle bei der Insulin-stimulierten Glukoseaufnahme (Steinberg und Kemp, 2009). Die
Bindung von Insulin an RTK flhrt zu einer Aktivierung des Akt-Signalwegs und in der Folge
zur Translokation von GLUT-4 zur Zellmembran und einer erleichterten Glukoseaufnahme
(Mora et al., 2004). Insulinresistenz wird dabei mit Stérungen sowohl von Akt vorgelagerten,
als auch nachgelagerten Proteinen assoziiert (Yamauchi et al., 1996; Bruning et al., 1998;
Previs et al., 2000; Tremblay et al., 2001). Interessanterweise ist auch bei Parkinson Patienten
die Signaltransduktion ber den Akt Signalweg in der SNpc stark vermindert, wobei sich vor
allem eine Reduktion des phosphorylierten Akt zeigt, wahrend die Gesamt-Akt Menge nicht
beeintrachtigt ist (Malagelada et al., 2008; Timmons et al., 2009). Medikamente, die bei der
PK verwendet werden und das dopaminergene System beeinflussen, wirken Gber die
Aktivierung von Akt neuroprotektiv, was unter anderem Uber die Hochregulierung von
pS473-Akt erzielt wird (Fallon et al., 2006; Weinreb et al., 2006; Sagi et al., 2007; Lim et al.,
2008). Ebenso schiitzt die Expression von durchgehend aktivem Akt vor durch 6-OHDA (6-
Hydroxydopamine) induziertem Zelltod (Ries et al., 2006). Dies korreliert mit den
Ergebnissen dieser Arbeit, die ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einer verminderten
Akt Phosphorylierung und der Entstehung einer Synukleinopathie vermuten lassen. So konnte
im  verwendeten h[A30P]aSyn transgenen Mausmodell eine verminderte Akt-
Phosphorylierung speziell von T308-Akt im Hirnstamm gezeigt werden, die zeitlich mit der
Entwicklung der Synukleinopathie Ubereinstimmt. Unklar ist jedoch, ob die verminderte
Phosphorylierung einen Ausloéser des pathologischen Phénotyps darstellt, oder ob sie als
Begleiterscheinung der Synukleinopathie auftritt. Bei WT Mausen mit HFD konnte keine
vergleichbar stark verminderte Akt-Phosphorylierung im Hirnstamm nachgewiesen werden.
Dies weist darauf hin, dass die HFD und die damit verbundenen metabolischen
Dysfunktionen allein nicht fur die Reduktion der Phosphorylierung verantwortlich sind,

sondern dass stattdessen die Entwicklung der Synukleinopathie eine spezielle Rolle spielt.

4.2.4 Erhéhte GRK 5 Proteinmenge bei alten h[A30P]aSyn transgenen Miusen,

unabhangig von der Diat

Der grofite Teil des aSyns in den LK bei der PK ist am S129 phosphoryliert (Saito et al.,
2003; Covy et al., 2009). Auch in verschiedenen aSyn transgenen Mausmodellen wurde am

S129 phosphoryliertes aSyn in unterschiedlichen Zelltypen und Gehirnregionen detektiert
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(Kahle et al., 2000; Neumann et al., 2002; Wakamatsu et al., 2007; Schell et al., 2009;
Paleologou et al., 2010). Mehrere Kinasen konnen aSyn am S129 phosphorylieren, unter
anderem GRK 5 (Pronin et al., 2000; Arawaka et al., 2006; Sakamoto et al., 2009). GRK 5
wird ubiquitdr exprimiert und Beeintrachtigungen in der Funktion wurden sowohl mit
Alzheimer, als auch mit Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht (Dorn, 2009; Suo und Li,
2010). In den durchgefuhrten Versuchen konnte eine altersabhangige Induktion von GRK 5
bei h[A30P]aSyn transgenen Miusen im Hirnstamm nachgewiesen werden. So zeigten 20
Monate alte transgene Mé&use eine im Vergleich mit jungeren transgenen Mé&usen sowie mit
ebenso alten WT HFD Mausen signifikant erhthte GRK 5 Proteinmenge. Gleichzeitig konnte
eine vordergrindig nukleére Lokalisation von GRK 5 beobachtet werden (Abb. 3.18)

Fur GRKs wurden bereits verschiedene Bindungspartner und Substrate, teilweise auch im
Nukleus, nachgewiesen (Ribas et al., 2007; Dorn, 2009). GRK 5 enthalt eine NLS (nuclear
localization sequence), die DNA binden kann (Johnson et al., 2004). Die nukleéare
Lokalisation von GRK 5 wird unter anderem fur die Phosphorylierung von HDAC 5 (histone
deacetylase 5) bendtigt (Martini et al., 2008) und spielt eine Rolle bei der Regulation der NF-
KB Transkriptionsaktivitat (Sorriento et al., 2008). In Gehirnen von Parkinson Patienten
kolokalisiert GRK 5 in LK mit aSyn (Arawaka et al., 2006). Die genaue Rolle der Kinase bei
der Phosphorylierung von aSyn ist jedoch weiterhin unklar. So konnte einerseits die S129
Phosphorylierung von aSyn durch Uberexprimierung von GRK 5 demonstriert werden
(Pronin et al., 2000), andererseits flhrte der Knockdown von GRK5 nicht zu einer
verminderten S129 aSyn Phosphorylierung (Sakamoto et al., 2009). Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuche lassen keine Aussagen Uber die Phosphorylierungsaktivitat von
GRK 5 zu. Die hauptsachlich nukledre Verteilung des Proteins sowie die Tatsache, dass es in
16 Monate alten transgenen Méiusen mit HFD, die schon eine exzessive S129 aSyn
Phosphorylierung aufweisen, nur geringfugig nachgewiesen werden konnte, l&sst aber
vermuten, dass es sich bei GRK 5 nicht um die primir fiir die pathologische aSyn
Phosphorylierung verantwortliche Kinase handelt. Stattdessen scheint die Kinase im
untersuchten h| A30P]aSyn Mausmodell altersabhéngig induziert zu werden.

Auch Humanstudien Uber den Einfluss von spezifischen GRK 5 Haplotypen brachten
unklare Ergebnisse iiber die Bedeutung der Kinase bei der Phosphorylierung von aSyn. So
wurde zwar in einer japanischen Population ein spezifischer Haplotyp des GRK 5 Gens mit
einem erhohter Risiko fir sporadischen Parkinson assoziiert (Arawaka et al., 2006). Dies
konnte jedoch in einer italienischen sowie in einer spanischen Population nicht repliziert

werden (Garcia-Gorostiaga et al., 2011; Tarantino et al., 2011). In der groRten GWAs
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(Genome-wide association study) fur die PK konnte GRK 5 ebenfalls nicht mit einem
erhdhten Risiko flur die PK in Zusammenhang gebracht werden, wobei eine mdogliche
Assoziation jedoch nicht ausgeschlossen wurde (Nalls et al., 2011).

Unklar bleibt ebenfalls die Rolle der anderen bekannten Kinasen und der Phosphatasen bei
der Phosphorylierung von aSyn sowohl bei der PK, als auch im untersuchten Mausmodell. So
zeigen beispielsweise PLK 2 KO Méuse eine verminderte S129-aSyn Phosphorylierung, was
vermuten ldsst, dass diese Kinase wesentlich an der Phosphorylierung von aSyn beteiligt ist
(Inglis et al., 2009; Bergeron et al., 2014). Fir die in dieser Arbeit verwendeten h[A30P]aSyn
transgenen Mause konnte zudem eine &hnliche Lokalisation von PLK 2 und pS129 aSyn
nachgewiesen werden, was ebenfalls fur eine Rolle dieser Kinase bei der Phosphorylierung
von aSyn spricht (Schell et al., 2012). Ebenso konnte gezeigt werden, dass aSyn mit der
Phosphatase PP2A interagieren kann (Peng et al., 2005; Lou et al., 2010), sodass vermutet
werden kann, dass PP2A auch im verwendeten Mausmodell an der Dephosphorylierung von
aSyn beteiligt sein konnte. Dies 14dsst weitere Versuche, die die Induktion der CKs, PLKSs, der
anderen GRKs sowie von PP2A auch unter dem Einfluss der HFD untersuchen, dufRerst
interessant erscheinen. Ebenso kénnten Kolokalisationsversuche von GRK 5 und pS129 aSyn
genauere Auskinfte uber den Einfluss der Kinase bei der Phosphorylierung des Proteins im

verwendeten Mausmodell geben.

4.3 Zusammenfassende Diskussion

Zusammenfassend konnte bei h[A30P]aSyn transgenen Mausen ein Einfluss der HFD auf
metabolische Parameter nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich ein verfriihtes Einsetzen
der motorischen und kognitiven Beeintrdchtigungen sowie eine vorzeitige Synukleinopathie
des Hirnstamms, die mit massiver Astrogliose einherging (Abb. 4.1). Ebenso konnte eine
vorzeitige Reduktion an phosphoryliertem Akt nachgewiesen werden. Die aSyn transgenen
Méuse zeigten zudem, unabhdngig von der Diat, im hohen Alter eine erhohte GRK 5
Proteinmenge im Hirnstamm, die vor allem im Nukleus lokalisiert war.

Unklar bleibt jedoch weiterhin der Mechanismus, uber welchen die HFD die vorzeitige
Entwicklung der Synukleinopathie induzierte. VVerschiedene Faktoren kdnnten hierbei eine
Rolle spielen, die jedoch im Rahmen dieser Studie nicht untersucht wurden. So konnte
einerseits bereits gezeigt werden, dass eine HFD die Integritat der Blut-Gehirn-Schranke
vermindert (Kanoski et al., 2010; Davidson et al., 2012; Freeman und Granholm, 2012).
Zudem konnen FFA, genauso wie Insulin und Glukose, die Blut-Hirn-Schranke iberqueren,

sodass sich erhdhte Konzentrationen im Blut auch auf Funktionen des Gehirns auswirken
97



Diskussion

konnen (Lund-Andersen, 1979; Pardridge et al., 1990; Baura et al., 1993; Banks et al., 1997a;
Banks et al., 1997b; Hamilton und Brunaldi, 2007; Mitchell und Hatch, 2011). Somit
korreliert eine periphere Insulinresistenz oft mit einer Insulinresistenz des Gehirns (EImquist
und Marcus, 2003). Andererseits kann eine HFD oxidativen Stress sowie Inflammation im
Gehirn induzieren (White et al., 2009; Pistell et al., 2010) sowie die Astrogliose im
Hippocampus verstarken (Milanski et al., 2009; Horvath et al., 2010; Thaler et al., 2012;
Tomassoni et al., 2013). Astrozyten sind dabei auch an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt (Tsacopoulos und Magistretti, 1996; Zonta et al., 2003). Zusatzlich kann
eine HFD die Menge an BDNF im Gehirn vermindern und somit zu sinkender synaptischen
Plastizitat, neuronaler Erregbarkeit und Neurogenese fiihren (Molteni et al., 2002; Stranahan
et al., 2008; Kanoski et al., 2010). Mdglicherweise flihrt eine Kombination dieser Faktoren zu
erhdhtem Stress des Gehirns und so zu der verfrithten Induktion der Synukleinopathie. aSyn
kann zudem auch FFA binden (Lucke et al., 2006; Salem et al., 2007) und die Aggregation
von aSyn scheint durch verschiedene Fettsduren stimuliert zu werden (Jo et al., 2000; Perrin
et al., 2001; Broersen et al., 2006; De Franceschi et al., 2011).

Weitere Untersuchungen erscheinen jedoch notwendig, um genauere Einblicke in die
mechanistischen Hintergrinde der durch die HFD verfriht induzierten Synukleinopathie im

h[A30P]aSyn transgenen Mausmodell zu erhalten.

Hoch- vorzeitige a-Synuklein

Fett
Diat

Hirnstamm

motorische / kognitive Beeintrachtigungen

Abb. 4.1: Ubersicht der Auswirkungen der HFD im untersuchten h[A30P]aSyn transgenen
Mausmodell. Mit Hilfe der HFD konnten Ubergewicht und beeintrichtigte Glukosetoleranz induziert
werden. Ebenso zeigten sich vorzeitige motorische und kognitive Beeintradchtigungen sowie eine verfriihte

Neuroinflammation und Synukleinopathie im Hirnstamm.
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5 Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine HFD ein metabolisches
Ungleichgewicht bei h[A30P]aSyn transgenen Méusen induzieren kann. Die HFD fihrte
aulerdem zu einem verfriihten Einsetzen des bekannten Phanotyps, der mit einer vorzeitigen
Ausbildung von Synukleinopathie und Astrogliose im Hirnstamm einherging. Ebenso konnte
eine verminderte Akt Phosphorylierung nach Fitterung der HFD im Hirnstamm
nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde im Hirnstamm h[A30P]aSyn transgener Miuse eine
erhohte GRK 5 Proteinmenge gefunden, deren Induktion allerdings unabhéngig von der Diat
war. Weiterhin bleiben jedoch viele interessante Fragen lber die Wirkung der HFD im
h[A30P]aSyn transgenen Mausmodell offen, auf die im Rahmen dieser Arbeit keine Antwort
gefunden werden konnte. Diese kdnnten im Anschluss untersucht werden und sollen nun zum
Teil diskutiert werden.

Innerhalb dieser Studie konnte ein Einfluss der HFD auf den Stoffwechsel der
h[A30P]JaSyn transgenen Méiuse gezeigt werden, wobei jedoch nur wenige metabolische
Parameter betrachtet wurden. Da angenommen werden kann, dass Veranderungen im
Metabolismus zumindest teilweise fur die verfriihte Induktion der Synukleinopathie des
transgenen Mausmodells verantwortlich sind, erscheinen genauere Untersuchungen solcher
Parameter duferst interessant. So konnten die Plasmaspiegel an Insulin, Leptin und FFA im
Verlaufe des Alterns bestimmt werden und so ein genaueres Bild tber den Einfluss der HFD
auf den Stoffwechsel der h[A30P]aSyn transgenen Méuse gewonnen werden. Zudem konnten
Insulin Toleranztests Aussagen uber die Entwicklung der Insulinsensitivitat der Mause geben.
Interessant wére auBerdem mehr Gber eine mdgliche Insulinresistenz des Gehirns zu erfahren.
So koénnen Glukose, Insulin und FFA die Blut-Hirn-Schranke berqueren (Lund-Andersen,
1979; Pardridge et al., 1990; Baura et al., 1993; Banks et al., 1997a; Banks et al., 1997b;
Hamilton und Brunaldi, 2007; Mitchell und Hatch, 2011) und im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine vorzeitig verminderte Akt Phosphorylierung im Hirnstamm transgener Mause mit
HFD gezeigt werden. Der IRS — PI3K — Akt Signalweg spielt auch bei mit Insulinresistenz
verbundenen Stérungen der Insulin-Signaltransduktion eine entscheidende Rolle.
Dementsprechend erscheint die Bestimmung der Konzentrationen der phosphorylierten IRS
und IGF Proteine sowie von PI3K, die méglicherweise Rickschlisse auf den Ausléser der
vorzeitig verminderten Akt Phosphorylierung erlauben wirden, sehr interessant.

Innerhalb dieser Arbeit wurde der Fokus zudem hauptséchlich auf den Einfluss der HFD

auf die Synukleinopathie des Hirnstamms gelegt. Interessant waren deshalb weiterfiihrende
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Untersuchungen tber die Auswirkungen auf andere Hirnregionen. So konnte nach Futterung
der HFD eine verfriihte Beeintrachtigung der h[A30P]aSyn transgenen Miuse in der
Angstkonditionierung nachgewiesen werden. Defizite dieser Art werden vor allem auf
Funktionsstérungen von Amygdala und Hippocampus zurlckgefuhrt (Killcross et al., 1997;
LeDoux, 2000; Goosens und Maren, 2001; Holahan und White, 2004). Zudem konnten fur
h[A30P]aSyn transgene Maiuse mit SD im hohen Alter sowohl eine fortschreitende
Synukleinopathie der Amygdala, als auch synaptische Ansammlungen von aSyn in den CA1
und CA3 Regionen des Hippocampus nachgewiesen werden. Weiterhin zeigen diese Mause
eine verminderte Induktion von cFOS, einem Marker fiir synaptische Plastizitat, sowie von
PLK 2 in Amygdala und Hippocampus (Schell et al., 2012). Es stellt sich somit die Frage ob
die vorzeitigen Defizite der mit HFD gefutterten transgenen Mause in der
Angstkonditionierung auf eine verfriihte Induktion der oben genannten Parameter
zuriickzufuhren sind, weshalb genauere Untersuchungen der Synukleinopathie von Amygdala
und Hippocampus durchgefiihrt werden konnten. Denkbar waren aber auch andere Ursachen,
die beispielsweise mit der erhdhten Menge an FFA sowie dem mdglicherweise veranderten
Fettsdureprofil der Gehirne h[A30P]aSyn transgener Méuse nach Fiitterung der HFD
zusammenhangen konnten. Hierbei kdnnte die Fahigkeit von aSyn FFA und Lipide zu binden
eine Rolle spielen (Sharon et al., 2001; Lucke et al., 2006; Salem et al., 2007; Auluck et al.,
2010), zudem bildet A30P mutiertes aSyn in Anwesenheit von PUFAs Dimere und
Oligomere aus (Perrin et al., 2001). Diese Mechanismen sind momentan jedoch in in vivo
Modellen kaum nachweisbar, eine Erforschung erscheint dennoch &uf3erst spannend.

Das grofte Defizit der durchgefuhrten Studie stellt jedoch der Mangel an Einblicken in
mechanistische Hintergriinde dar. So wurden im Rahmen dieser Arbeit vor allem deskriptive
Aussagen getroffen, Uber die genaue Wirkungsweise der HFD kann jedoch nur spekuliert
werden. Dementsprechend scheinen Untersuchungen, die genauere Interpretationen von
mechanistischen Zusammenhangen zulassen, von besonderem Interesse.

So kann eine HFD bei Nagern beispielsweise die Morphologie des Hippocampus
verdndern (Granholm et al., 2008) und sowohl den mesolimbischen, als auch den
nigrostriatalen Dopamin-Signalweg beeinflussen (Fulton et al., 2006; Palmiter, 2007; Davis et
al., 2008b; Geiger et al., 2009). Zudem konnte durch Futterung einer HFD ein verstarkter
Verlust der Dopamin produzierenden Neurone der SN induziert werden (Choi et al., 2005;
Morris et al., 2010; Bousquet et al., 2012). Diese Veranderungen standen dabei mit
Beeintrachtigungen der Kognition in Verbindung. Ebenso konnten auch verminderte

Konzentrationen an BDNF nach Fitterung einer HFD nachgewiesen werden, die ebenfalls mit
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Defiziten der Kognition assoziiert waren (Wu et al., 2004; Stranahan et al., 2008; Pistell et al.,
2010). Es scheint somit moglich, dass die HFD auch im h[A30P]JaSyn transgenen
Mausmodell die Dopamin-Signaltransduktion sowie die BDNF Konzentrationen beeinflusste,
was aber im Rahmen der durchgefiihrten Arbeit nicht genauer untersucht wurde. Besonders
BDNF wird jedoch bei der Erhaltung der Lernfahigkeit und der Gedachtnisfunktion speziell
im alternden Gehirn eine wichtige Rolle zugeschrieben (Croll et al., 1998; Kovalchuk et al.,
2002), was moglicherweise mit den vorzeitigen Beeintrachtigungen der transgenen Méause mit
HFD in der Angstkonditionierung korrelieren kdnnte. Dementsprechend waren beispielsweise
Messungen der BDNF-Konzentrationen in Hirnstamm und Hippocampus der h[A30P]aSyn
transgenen Mause nach Fitterung der HFD denkbar, die weitere aufschlussreiche Ergebnisse
liefern konnten.

Ebenso wird angenommen, dass oxidativer Stress und Inflammation Schlusselrollen bei
den durch eine HFD induzierten kognitiven Beeintrachtigungen spielen. Auch bei den
untersuchten h[A30P]aSyn transgenen Méusen konnte nach Fiitterung der HFD eine
vorzeitige Astrogliose im Hirnstamm, die mit dem verfriihten Einsetzen des motorischen und
kognitiven Phanotyps einherging, nachgewiesen werden. In anderen Mausmodellen
korrelierten kognitive Beeintrdchtigungen nach Futterung einer HFD ebenfalls mit erhdhtem
oxidativen Stress und Inflammation des Gehirns (Zhang et al., 2005; Souza et al., 2007;
Pistell et al., 2010). Eine genauere Untersuchung der Rolle der Astrozyten sowie anderer
Inflammationsprozesse bei der Entstehung der Synukleinopathie, speziell unter dem Einfluss
der HFD, erscheint deshalb sehr interessant. So stellt sich beispielsweise die Frage, ob die
Aktivierung der Astrozyten mit der Entwicklung der Synukleinopathie des Hirnstamms
einhergeht oder moglicherweise sogar kurz zuvor initiiert wird. Hierfiir wéren Féarbungen
direkt vor Einsetzen der Synukleinopathie notwendig. Ebenfalls interessant wéren Farbungen
der Mikroglia, die Aufschluss Uber ihre Rolle bei der Entstehung der Synukleinopathie,
gerade im Kontext der HFD, geben konnten. Ein weiterer Untersuchungsfokus konnte
zusatzlich auf den Hypothalamus gelegt werden. So konnte gezeigt werden, dass eine HFD
bei Nagern hypothalamische Gliose und Inflammation induzieren kann, zudem spielen
Astrozyten auch bei der metabolischen Kontrolle eine wichtige Rolle (Milanski et al., 2009;
Horvath et al., 2010; Thaler et al., 2012; Tomassoni et al., 2013). Langfristig erscheint auch
die Generierung doppeltransgener Mausen, die sowohl h[A30P]aSyn iiberexprimieren, als
auch einen TLR 4 KO aufweisen, interessant. TLR 4 spielt eine zentrale Rolle bei der
Regulation des Immunsystems, zudem kann der TLR 4 Signalweg durch FFA sowie eine

HFD aktiviert werden und Stérungen im TLR 4 Signaling werden sowohl mit Ubergewicht,
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als auch mit Diabetes in Verbindung gebracht (Shi et al., 2006; Tsukumo et al., 2007;
Milanski et al., 2009; Trotta et al., 2014). Diese doppeltransgenen Mause kdnnten somit
genauere Einblicke in die Beteiligung von Astrozyten und Inflammation bei der Entstehung
der Synukleinopathie, unter anderem im Kontext einer HFD, liefern.

Ein weiteres spannendes und in vivo noch wenig erforschtes Themengebiet stellt die
Untersuchung der Kinasen dar, die fur die pathologische S129-aSyn Phosphorylierung im
h[A30P]aSyn transgenen Mausmodell verantwortlichen sind. So konnten im Rahmen der
durchgefuhrten Studie eine altersabhéngige Induktion und eine primér nukledre Verteilung
von GRK 5 gezeigt werden. Es fehlen jedoch Kolokalisationsversuche mit pS129-aSyn, die
genauere Aussagen Uber die Rolle der Kinase bei der Phosphorylierung zulassen wirden.
Ebenso stellt sich die Frage, warum keine erhdhte GRK 5 Proteinmenge bei jungeren
h[A30P]aSyn transgenen Maéiusen mit HFD, die ebenfalls eine starke S129-aSyn
Phosphorylierung zeigen, nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass GRK 5 nicht primér fiir die pathologische Phosphorylierung von aSyn im untersuchten
Mausmodell verantwortlich ist oder zumindest nicht durch die Fitterung der HFD beeinflusst
wird. Dementsprechend konnten die anderen GRKSs sowie die PLKs und CKs, denen ebenfalls
eine Rolle bei der Phosphorylierung von aSyn zugeschrieben wird werden (Dzamko et al.,
2014), im Anschluss an diese Arbeit genauer untersucht werden. So wird zum Beispiel
vermutet, dass PLK 2 auch im untersuchten Mausmodell aSyn phosphorylieren kann und
auBerdem zu den Beeintrachtigungen der h[A30P]aSyn transgenen Maéuse in der
Angstkonditionierung beitragt (Schell et al., 2012). Es stellt sich die Frage ob diese Kinase
auch fur die vorzeitigen Defizite der transgenen Mause nach Fitterung der HFD
verantwortlich ist. Ebenfalls nicht geklart ist die Rolle der Phosphatasen, wie beispielsweise
PP2A bei der Dephosphorylierung von aSyn am S129 (Peng et al., 2005; Lou et al., 2010),
speziell auch im h[A30P]JaSyn transgenen Mausmodell. Dementsprechend kénnten
Féarbungen dieser Kinasen und Phosphatasen sowie Kolokalisationsversuche mit pS129-aSyn
durchgefihrt werden. Langfristig konnten auch doppeltransgene Mause, die sowohl
h[A30P]aSyn iiberexprimieren, als auch einen KO fir die einzelnen Kinasen aufweisen,
genauere Einblicke in die Rolle der Enzyme bei der S129 Phosphorylierung von aSyn

bringen.
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6 Materialien

6.1 Chemikalien

Chemikalie

Herkunft

Acrylamid (40%) 19:1
Alkalische Phosphatase (SAP)
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxidisulfat
Azetséure

Blockldsung

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Complete Proteaseinhibitorcocktail
Dimethylsulfoxide (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol, reinst

Ethanol, vergalit
Ethidiumbromid (1% in ddH20)
Formaldehyd

Glukose

Glucosteril 50%

Glycerol

Glycin

Hoechst 33342

Hydrochlorsdure (HCI)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Kaliumiodid
Lipopolysaccharide
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazid (NaN3)
Natriumcarbonat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumnitrit
Natriumpyrophosphat (NaPPi)
Natriumthiosulfat

Nuclear Fast Red
Paraformaldehyd

Applichem (Darmstadt)
Fermentas (St Leon-Rot)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Apotheke des UKT
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Fresenius Kabi GmbH (Bad-Homburg)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Munchen)
Sucofin (Zeven)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Fluka (Schweiz)
Roth (Karlsruhe)
Vector Laboratories (USA)
Sigma (Minchen)
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Periodsdure
Proteinmarker
Saccharose
Sekundérantikorper
Silbernitrat
Silberiodid

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thioflavin-S

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Tris-Base

Triton X-100
Wolframséure
Tween-20
Wasserstoffperoxid
Xylen

Xylencyanal
Ziegenserum

Roth (Karlsruhe)
Biorad (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)
Jackson Immunoresearch (Suffolk, GB)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Minchen)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Fluka (Schweiz)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Munchen)

6.2 Puffer und Losungen

Puffer / Lésung

Zusammensetzung

Alkalines Silberiodid
(Gallyas Silber Farbung)

4 g NaOH in 50 ml ddH,0O + 10 g Kaliumiodid + 3,5 ml 1% Silbernitrat
+ ddH,0 auf 100 ml

Ammoniumperoxidisulfat
(APS), 10%

10% (w/v) Ammoniumperoxidisulfat in ddH,O

Antikdrperldsung

5 % Roche Blocking Solution
0,02 % Natriumazid
in TBS

Blocklésung

5% (w/v) Magermilchpulver in TBST

BSA, 1%

1% (w/v) Rinderserumalbumin in PBS

Entwicklerldsung (Gallyas
Silber Farbung)

Bestandslosung 1: 5% Natriumcarbonat

Bestandslésung 2: 0,2 g Ammoniumnitrat + 0,2 g Silbernitrat + 1 g
Wolframséaure in 100 ml H,0

Bestandslésung 3: 50 ml Bestandslésung 2 + 0,345 ml 37%
Formaldehyd

Arbeitslosung: B: A: C=3:10:7

EtOH, 95% 95% (w/v) Ethanol in ddH,0
EtOH, 75% 75% (w/v) Ethanol in ddH,0
EtOH, 70% 70% (w/v) Ethanol in ddH,0
H,0,, 0,3% 30% (w/v) H,0, in TBS

6x Laemmli-Puffer 375 mM Tris-HCI pH 6,8
(SDS-Page) 9% SDS

50 % Glycerol

9 % B-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
in ddH,0
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Laufpuffer 25 mM Tris
(SDS-Page) 193 mM Glycin

3,5mM SDS

in ddH,0
Paraformaldehyd (PFA), 4% (w/v) Paraformaldehyd
4% in PBS

PBS (pH 7,4)
(Phosphate buffered saline)

2,2 mM KH,PO,
7,8 mM Na,HPO,
150 mM NacCl

in ddH,0

RIPA-Puffer
(Proteinisolation)

50 mM Tris

150 mM NacCl

0,1% SDS

0,5% Cp4H3904Na

1% Triton-X

Complete Proteaseinhibitorcocktail

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

(SDS-Page) 0,4% SDS
in ddH,0
Stripping-Puffer 62,5 mM Tris pH 7,6
2% SDS
100 mM B-Mercaptoethanol
in ddH,0
TBS 50 mM Tris pH 7,4
(Tris buffered saline) 150 mM NacCl
in ddH,0
TBST 50 mM Tris pH 7,4
150 mM NacCl
0,5% Tween-20
in ddH,0
Transferpuffer 25 mM Tris
(Western Blot) 192 mM Glycin
in ddH,0
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
(SDS-Page) 0,4% SDS
in ddH,0
Zitratpuffer Ldsung A: 0,1 M CgHgO in dd H,O

(Immunbhistochemie)

L('jsung B: 0,1 M C¢gHsNaz;0O5 in dd H,0

Arbeitslosung: 18 ml Lésung A + 82 ml Losung B + 900 ml H,O, pH >

6,0
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6.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Herkunft

BD Microlance TM 3 161/2 G Kanulen
Blot — Papier

Deckgléaschen SuperFrost Plus
Einmalpipetten

Einmalspritze 1 ml, 10 000 IU, Solo, Luer
Hochfett-Futter (45kcal% Fett) TD.06415

Hyperfilm ECL (high performance
chemiluminiscence)

Objekttrager
Pertex
Pipettenspitzen

Plastik-Reaktionsgefalie (15 ml / 50 ml)
PVDF-Membran
Reaktionsgefalie (1,5 ml /2 ml)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Schleicher & Schiill (Dassel)

Fisher Scientific (Schwerte)

Corning (Kaiserslautern)

Braun Melsungen AG (Melsungen)
Harlan Laboratories (Niederlande)
GE Healthcare (Freiburg)

Langenbrinck (Emmendingen)
Merck (Darmstadt)

Sarstedt (NUrnbrecht)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Greiner (Frickenhausen)
Millipore (Schwalbach)
Greiner (Frickenhausen)

Skalpell Braun (Melsungen)
Super PAP Stift Daido Sangyo (Japan)
6.4 Kits

Kit

Herkunft

BCA Protein Assay Reagent Kit

Vector Blue Alkaline Phosphatase Substrate Kit
VECTOR SG Peroxidase Substrate Kit
Vectastain Elite ABC Kit

Vectastain ABC-AP Kit

Pierce (USA)

Vector Laboratories (USA)
Vector Laboratories (USA)
Vector Laboratories (USA)
Vector Laboratories (USA)

6.5 Gerate

Gerate

Herkunft

Angstkonditionierung

Autoklav VX-150

Blutglukose-Messgerat Accu-Ceck Sensor
Blotkammer

CatWalk XT

Homogenisatorgefal nach Dounce
Gelkammer: SDS-PAGE (PerfectBlue Twin)
Inkubator

Kichenwaage 65105
Mikrotiterplattenphotometer (Modell 680)
Mikroskop Axioplan 2

Mikrotom Microm HM355S

Open Field

Pipettierhilfe (Pipetboy)
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TSE Systems (Bad Homburg)

Systec (Wettenberg)

Roche (Mannheim)

Biorad (Minchen)

Noldus (USA)

Kleinfled Labortechnik GmbH (Gehrden)
Peglab (Erlangen)

Binder (Tuttlingen)

Sohnle (Nassau)

Biorad (Miinchen)

Carl Zeiss AG (Jena)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Eigenbau

Inegra Bioscience (Fernwald)
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Préparierbesteck

Rota Rod
Rihrer (RH basic)
Schattler (SSL3)

FST Industries (Berlin)

Roth (Karlsruhe)

TSE Systems (Bad Homburg)
Roth (Karlsruhe)

IKA (Staufen)
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8 Anhang

8.1 Publikationen und Mitwirkungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden teilweise verdffentlicht in:

Rotermund C, Truckenmiller FM, Schell H, Kahle PJ (2014) Diet-induced obesity
accelerates the onset of terminal phenotypes in a-synuclein transgenic mice.
J Neurochem. 2014 Jul 3. doi: 10.1111/jnc.12813

Danken fur die Mithilfe mdchte ich Felicia Truckenmiiller, die im Rahmen ihres Praktikums

die immunohistochemischen Féarbungen fir GRK 5 durchgefiihrt und mikroskopiert hat (siehe
3.2.5).
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