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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Morbus Parkinson

Die Parkinsonsche Krankheit (Morbus Parkinson, engl. Parkinson Disease, PD) wurde nach
dem englischen Arzt James Parkinson benannt, der diese Erkrankung 1817 erstmals beschrieb
(,;An Essay on the Shaking Palsy®, (Parkinson, 2002)). Nach Morbus Alzheimer ist PD die
zweithdufigste progressive neurodegenerative Erkrankung mit einer Prdvalenz der
Gesamtbevolkerung von bis zu 200 pro 100.000 Einwohner, bei Personen, die dlter als 85
Jahre sind, liegt die Prévalenz bei 2,2 % (http://www.kompetenznetz-parkinson.de). Das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt zwischen 50 und 60 Jahren, nach dem 30 Lebensjahr
nimmt die Inzidenz stark mit dem Alter zu (Lee and Andersen, 2010). Die PD-Erkrankung ist
in Deutschland auch unter dem Namen Schittelldhmung bekannt, was die charakteristischen
Symptome zu beschreiben versucht. Man unterscheidet vier klinische Kardinalsymptome des
PD: Ruhetremor (Zittern), Rigor (Muskelsteifheit), Bradykinesie (verlangsamte Bewegung/
Bewegungsinitiation) und posturale Instabilitat (Verlust der Haltungskontrolle) (Halliday and
McCann, 2010).

Oft beginnen diese Kardinalsymptome zundchst asymmetrisch, d.h. eine Kd&rperhélfte ist
starker betroffen als die andere. Zudem kann sich die multisystemische Ausbreitung von PD
in zusatzlichen Krankheitseigenschaften wie Schlafstérungen, olfaktorischen Dysfunktionen,
sympathischer Denervation des Herzens, Angst, Depression, Konstipationsstérungen,
Dystonie, Halluzinationen, Demenz, supranukledre Blickparese und weiteren autonomen
Storungen widerspiegeln, die z.T. auch als Folge der Medikamentation oder in spaten Stadien
auftreten (Klein, 2006; Langston, 2006). Somit ergibt sich aus dem Zusammenspiel von
motorischen und multisystemischen Defiziten eine komplexe Symptomatik des
Krankheitsbilds PD (Fahn, 2003).

Pathologisch kennzeichnend fur die Hauptsymptome von PD ist das Absterben von Dopamin-
ausschittenden dopaminergen (DA) Neuronen im Mittelhirn, insbesondere in der schwarzen
Substanz (Substantia nigra, SN), welche fir die Feinsteuerung von Bewegungsablaufen
zustandig sind (von Campenhausen et al., 2005). Eine selektive Degeneration Neuro-Melanin-
positiver (NM(+)) SN Neurone im Zusammenhang mit Parkinsonismus ist lange bekannt
(Foix and Nicolesco, 1925; Hassler, 1938). Aus dem Absterben dieser Neuronenpopulation
resultiert ein Mangel des Neurotransmitters Dopamin, was schon in den 60er Jahren als
mogliche Ursache fir die Kernsymptomatik des PD vermutet wurde (Carlsson, 1959), wobeli



Einleitung

DA Mittelhirnneurone nicht im gleichen MalRe von der fortschreitenden Neurodegeneration

betroffen sind.
1.2 Physiologie und Pathophysiologie des Morbus Parkinson

1.2.1 Der Neurotransmitter Dopamin

Der Neurotransmitter Dopamin ist ein biogenes Katecholamin, welches aus der Aminosdure
L-Tyrosin entsteht. Die Tyrosin-Hydroxylase (TH) ist das Schlisselenzym fiir die Synthese
der Katecholamine und somit auch der Dopaminsynthese. Es wandelt die Aminosdure L-
Tyrosin in Levodopa (L-DOPA) um, indem das Enzym an den aromatischen Ring des
Tyrosins eine weitere Hydroxy-Gruppe anfiigt. Levodopa wird von der Aromatischen-
Aminosdure-Decarboxylase (AADC) durch Entfernen der Carboxy- (COOH-) Gruppe am
Seitenarm zu Dopamin umgewandelt (Abb. 1 & 8).

L-Tyrosin L-DOPA Dopamin
o] o}

HO HO
OH TH 3 ;@/\’)LOH AADC > m
NH NH NH
HO ? HO : HO 2

Abbildung 1 — Dopaminsynthese.

Die Zwischenschritte der Katecholaminsynthese bis zum Dopamin: Die Aminosaure L-Tyrosin wird
durch Hydroxylierung am C3-Atom des aromatischen Rings durch die Tyrosin-Hydroxylase (TH) in L-
DOPA umgewandelt. Aus L-DOPA entstent durch Decarboxylierung unter Katalyse von AADC
(Aromatische-Aminosdure-Decarboxylase) der Neurotransmitter Dopamin.

Neurone, die Dopamin produzieren und ausschutten, werden dopaminerg (DA) genannt. Der
Neurotransmitter Dopamin kann durch weitere Enzyme zu Noradrenalin und zu Adrenalin
konvertiert werden. Im Gehirn wird TH als Markerenzym fur DA Neurone, welche sich
hauptséachlich im Mittelhirn befinden, verwendet (Nagatsu and Ichinose, 1991).

1.2.2 Aufbau und Funktion des dopaminergen Systems

Zum Verstandnis einer Erkrankung gehort das Verstandnis der zugrundeliegenden
Physiologie und Pathophysiologie. Thema der vorliegenden Arbeit ist Morbus Parkinson
(PD), somit muss in diesem Fall ein besonderes Augenmerk auf das DA System der
Mittelhirnneurone und auf die Basalganglien als zentrale Steuerung der Willkiirmotorik gelegt
werden, da diese Systeme, insbesondere im Verlauf der Erkrankung an PD, in ihrer Funktion

gestort sind.
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1.2.2.1 Aufbau des humanen dopaminergen Mittelhirnsystems

Das humane Gehirn wird in funf Strukturen eingeteilt: GrolZhirn (Telencephalon),
Zwischenhirn (Diencephalon), Mittelhirn (Mesencephalon), Kleinhirn (Cerebellum) und
Bricke (Pons) mit verlangertem Mark (Medulla oblongata) (Abb. 2). Das humane
dopaminerge Mittelhirnsystem wird nach Dahlstrom und Fuxe neuroanatomisch in eine
Area 8 (retrorubrales Feld (RRF), retikuldres Feld des Mittelhirns), Area 9 (Substantia Nigra,
SN) und Area 10 (Ventrales Tegmentales Areal (VTA), dieses wird in weitere Subnuklei
unterteilt: Ncl. Parabrachialis Pigmentosum, Ncl. Paranigralis, Ncl. Interfascicularis, Ncl.
Parapeduncularis, Ncl. Lineares Centralis, Ncl. Lineares Rostralis) unterteilt (Abb. 3)
(Dahlstrom and Fuxe, 1964; McRitchie et al., 1996).

b::::m Abbildung 2 — Humanes Gehirn und

e Lage der Substantia Nigra.
4 Thalamas Die Substantia Nigra (SN) befindet sich

o Mittelhim im Mittelhirn und ist bei horizontalem
{—Hypophyse Anschnitt deutlich zu erkennen (unten
:“:“:":" links, blauer Kasten). Im Falle von

Morbus Parkinson ist die Depig-
mentierung des Mittelhirns deutlich zu
erkennen (unten rechts, roter Kasten).
(eigene Illustration in Anlehnung an
http://www.krankenpflege-
examen.de/wissen/anatomie.html und
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/
ency/imagepages/19515.htm).

i— Verlingertes Mark

dl)

\ _‘ Substantia Nigra |

tp: nlm. ntm FADAM.

Die dopaminergen Neurone kennzeichnen sich im adulten humanen Mittelhirn durch
Neuromelanin- (NM-) Ablagerungen im Zellkorper. Diese NM-Ablagerungen bestehen u.a.
aus oxidiertem Dopamin und anderen oxidierten, zytosolischen Katecholaminen, wodurch
eine Schwarzfarbung der Zellkdrper dopaminerger Neurone entsteht (Hirsch et al., 1989).
Durch den Neuromelaningehalt und die hohe Neuronendichte dopaminerger Neurone im
Kerngebiet der Substantia Nigra l&sst sich diese in Mittelhirnschnitten gut abgrenzen, daher
leitet sich auch der Name Substantia Nigra aus dem lateinischen fiir ,,schwarze Substanz ab
(Abb. 2 & 3) (Gibb and Lees, 1991).

Die SN wird in zwei Subregionen unterteilt: die dorsomedial gelegene Substantia Nigra pars

compacta (SNpc) und die ventrolateral gelegene Substantia Nigra pars reticulata (SNpr),
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wobei die Projektionsgebiete der SNpc u.a. im Striatum und die der SNpr u.a. im Thalamus
liegen (Abb. 3) (Schiinke, 2006; Trepel, 2004).

Die SNpr enthélt Uberwiegend nicht-dopaminerge Neurone. Die Struktur der SNpr ist
faserartig und im humanen Hirn wenig ausgepragt (McRitchie et al., 1996).
Hauptprojektionsgebiete der DA Neurone der verschiedenen Kerne der Area 10 (VTA) sind
das limbische System (Amygdala, Ncl. Accumbens, Septumregion) und der limbische Kortex
(Gyrus Cinguli, entorhinaler Cortex, Hippocampus), sowie der préfrontale Kortex (Pre-
frontal Cortex, PFC) und motorische und sensorische Hirnrindengebiete (Marinkovic, 1990;
Oades and Halliday, 1987).

medial

[eI3)R[OIpAW

Abbildung 3 — Neuroanatomie des menschlichen dopaminergen Mittelhirnsystems.

Schematische Darstellung (A) und Cresylviolettfarbung (B) des humanen Mittelhirns auf Hohe des 3.
Hirnnervs (3n). Die Ubersicht in A zeigt schematisch die Zellkompartimente des dopaminergen
Mittelhirnsystems, die auf dem Gewebeschnitt ebenfalls erkennbar sind: rostral linear nucleus (RLi),
Nucleus ruber (R), Ventrales Tegmentales Areal (VTA), midbrain reticular formation (MRF), Nucleus
parabrachialis pigmentosum (PBP) und paranigralis (PN), Cerebral peduncle (cp) und die Substantia Nigra
(SN) in den Unterteilungen ventralis (SNv), dorsalis (SNd), medialis (SNm) und lateralis (SNI) und
reticularis (SNr) (nach (McRitchie et al., 1996)).

1.2.2.2 Neuroanatomie des murinen dopaminergen Mittelhirnsystems

Fur die vorliegende Arbeit diente die molekularbiologische Analyse muriner DA-
Mittelhirnneurone, insbesondere der SN zur Etablierung neuer Methoden. Das Mittelhirn der
Maus enthalt drei Populationen dopaminerger Neurone: kaudal das retrorubale Feld (Areal 8,
A8), weiter rostral die Substantia Nigra compacta (SNc, Areal 9, A9) und das Ventrale
Tegmentale Areal (VTA, Areal 10, A10).

Die Ablagerung von oxidierten Produkten und Neuromelanin ist auf hohere S&uger
beschrankt, murine dopaminerge Mittelhirnneuronen weisen kein Neuromelanin auf, daher
erscheinen diese mikroskopisch nicht schwarz (Marsden, 1961; Zecca et al., 2001).

Dopaminerge SN und VTA Neurone lassen sich durch Nisslfarbungen wie z.B. mit
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Cresylviolett anhand anatomischer Lage und Morphologie in coronalen Mittelhirnschnitten
gut identifizieren (Abb. 4).

Abbildung 4 — Neuroanatomie des murinen dopaminergen Mittelhirnsystems.

Das Mittelhirn der Maus umfasst drei Populationen dopaminerger Neurone: kaudal liegend das
retrorubale Feld (RRF), rostral folgend das Ventrale Tegmentale Areal (VTA) und die Substantia nigra
compacta (SNc). Das dorsale Striatum erhalt Afferenzen von den dopaminergen Neuronen der SN und der
VTA. VTA-Neurone projizieren in den préafrontalen Kortex, in die basolaterale Amygdala und in Kern-
und Hdallregionen des Nucleus accumbens (A, links). Die blau eingezeichnete Schnittebene stellt einen
coronalen Mittelhirnschnitt mit SNc und VTA als Schema dar (A, rechts). Die Lage von SN DA Neuronen
lasst sich mit Hilfe von Nisslfarbungen erkennen (B, rechts). Das Areal der SNc ist gekennzeichnet
(Pfeilspitzen). Links ist eine entsprechende TH-Farbung gezeigt (B). Die SNc ist aufgrund des DA
Faserverlaufs als dunkle Struktur sichtbar (Pfeilspitzen), benachbart ist die VTA deutlich zu erkennen.
(A modifiziert nach (Bjorklund and Dunnett, 2007); B modifiziert nach (Paxinos and Keith, 2001))

1.2.2.3 Die Basalganglienschleife und Dopamin
Die Basalganglien umfassen das Striatum, den Globus pallidus (Gp), den Nucleus
Subthalamicus (NST) und dopaminerge Mittelhirnneurone (SN und VTA). Beim Gp
unterscheidet man ein internes oder mediales (Gpi oder Gpm) und ein externes oder laterales

(Gpe oder Gpl) Segment.
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Das Striatum, welches sich aus dem Nucleus caudatus und dem Putamen zusammensetzt,
bildet den Eingangskern der Basalganglien. Hier erhalten die Hauptefferenzen des Striatums,
die sogenannten Medium Spiny Neurons (MSN), glutamaterge, erregende Eingange aus den
Assoziationskortizes des Frontal- und Parietallappens und aus dem Thalamus, sowie
dopaminerge Eingange aus der SNpc. Zu diesen Eingangssignalen kommen weitere
Afferenzen aus dem Temporallappen, der Inselrinde und dem Gyrus cinguli (Deetjen, 2005;
Trepel, 2004).
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Abbildung 5 - Vereinfachtes Schema der Basalganglienschleifen.

A: Physiologie der Basalganglienschleife mit dem direkten Weg vom Striatum (MSN — Medium Spiny
Neurone) zu Gpi und SNpr und dem indirekten Weg von Striatum zu Gpi und SNpr Uber den Gpe und
NST. Erregende Bahnen und Transmitter sind gridn, inhibierende rot dargestellt (dopaminerge
Projektionen gelb). B: Pathophysiologie durch abgestorbene dopaminerge Neurone in der SNpc bei
Morbus Parkinson. Die Stimulation des Thalamus Uber den direkten Weg ist zunehmend vermindert
(gestrichelte Linie), wahrend die Aktivierung von Gpi und SNpr durch den indirekten Weg zunimmt. Aus
diesem Ungleichgewicht der Signale folgt eine zunehmend erschwerte Disinhibition des Thalamus. (PMA
— Pramotorisches Areal; SMA — Supplementér-motorisches Areal; Dyn — Dynorphin, Subst. P —
Substanz P)

Der Hauptausgang der Basalganglien erfolgt tber erregende, glutamaterge Neurone der
Thalamuskerne. Auf diese bewegungsférdernden Thalamuskerne wirken der Gpi und die
SNpr hemmend. Die physiologische Hauptaufgabe der Basalganglienschleife liegt darin, die
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Aktivitdt der hemmenden Neurone zu kontrollieren, bzw. zu modulieren und so
Willkurbewegungen zu ermdglichen (Abb. 5).

Die striatalen MSNs kénnen uber inhibierende GABAerge Projektionen (Cotransmitter
Substanz P, Dynorphin) den Gpi und die SNpr direkt hemmen (direkter Weg) und dadurch die
Inhibition des Thalamus aufheben. Eine zusétzliche Stimulierung dieses direkten Wegs erfolgt
uber dopaminvermittelte D1 Rezeptorstimulation der MSNs.

Des Weiteren filhren GABAerge MSNs (Cotransmitter Enkephalin) zur Inhibition des Gpe
und somit zur Aktivierung des Gpi Uber die verstarkte Aktivierung des glutamatergen NST.
Dieser indirekte Weg wird von Dopamin tiber D2 Rezeptoren auf den MSNs inhibiert, wirkt,
mit der Zwischenschaltung von Gpe und NST, als Bremse dem direkten Weg entgegen und
hemmt somit die Bewegungsbahnung. Durch die dopaminabhéngige Stimulierung (D1) des
direkten Wegs und D2 Inhibition des indirekten Wegs bewirkt Dopamin kontextabhangig eine
netto Thalamus-Disinhibition (Abb. 5 A).

Aus dem fortschreitenden Verlust dopaminerger Mittelhirnneurone von PD-Patienten erfolgt
ein Dopaminmangel im Striatum. Dieser Mangel reduziert die Aktivierung des direkten
Weges (D1) und schwécht gleichzeitig die Inhibition des indirekten Weges (D2), was
insgesamt die Aktivitdt von Gpi und SNpr erhoht. Aus dieser pathophysiologischen
Imbalance der Basalganglien resultiert eine zunehmend erschwerte Disinhibition der
Thalamuskerne, womit der Hauptoutput der Basalganglien zu den motorischen Feldern des
Kortex zunehmend erschwert wird (Abb. 5 B). Die Folge ist an PD-Patienten sichtbar:
auszufuhrende Bewegungen werden ohne dopaminerge Modulation schwerer gebahnt und
fuhren zur PD-typischen eingeschrankten Bewegungssymptomatik.

1.2.3 Differentielle Vulnerabilitdt dopaminerger Mittelhirnneurone

Erst nach einem Verlust von tber 70 % der DA SN Neurone (Langston, 1990) oder einem
Verlust von 70-80 % des striatalen Dopamins (Bernheimer et al., 1973) sind erste
Kardinalsymptome von PD zu erkennen, die zumeist asymmetrisch beginnen und sich
progressiv ausweiten (Klein and Schlossmacher, 2006).

Da bei PD weitere Systeme des Korpers betroffen sind, wird die Erkrankung zur
Beschreibung dieses multisystemischen Charakters auch als zentrosympathomyenterische
Neuronopathie bezeichnet (Langston, 2006). Zu den betroffenen Systemen neben der SN
gehdren Gebiete des Zentralnervensystems (ZNS) wie der Nucleus basalis Meynert, der
Hypothalamus, die dorsalen motorischen Kerne des Nervus vagus wie der untere Hirnstamm,

der Bulbus Olfaktorius, die Bruckenregion, der Neo- und Temporalkortex, die Amygdala und
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das periphere autonome Nervensystem (Braak et al.,, 2001; Braak et al., 2003; Langston,
2006).

Die unterschiedlich starken Degenerationsherde dopaminerger, NM-positiver Mittelhirn-
neurone im Morbus Parkinson lassen sich wie folgt beschreiben: am hadufigsten, mit etwa
71-100 %, sterben diese in der SNpc ventralis, in der SNpc dorsalis sterben ca. 56 %,
wéhrend in der lateralen SN nur ein Anteil von ca. 31 % sterben (Fearnley and Lees, 1991;
Gibb and Lees, 1991; Hassler, 1938; Hirsch et al., 1989). Diese selektive Neurodegeneration
innerhalb der SN ist spezifisch fir PD und korreliert nicht mit der altersbedingten allgemeinen
Degeneration der SN, bei welcher am haufigsten die dopaminergen NM(+) SN Neurone in der
dorsalen SNpc (ca. 6,9 % / Dekade) sterben, wéhrend in der ventralen SNpc weniger (ca.
2,1 % / Dekade) zu Grunde gehen (Damier et al., 1999a, b; Fearnley and Lees, 1991). Des
Weiteren sterben auch etwa die Halfte der dopaminergen Neurone des Nucleus parabrachialis
pigmentosum (PBP) und des Nucleus parapeduncularis (McRitchie et al., 1997). In den
ubrigen Kernen der Area 10 (Nucleus rostralis linearis, Nucleus centralis linearis, Nucleus
interfascicularis, Nucleus paranigralis, Ventrales Tegmentales Areal - VTA) und in der Area
8 (retrorubales Feld) ist im PD nur eine geringe dopaminerge Neurodegeneration zu
beobachten (Damier et al., 1999a, b; Hirsch et al., 1989; McRitchie et al., 1997).

Ein Marker fiir weniger vulnerable DA Mittelhirnneurone ist das Ca**-bindende Protein
Calbindin-D28k (CB). Weiterhin ist bekannt, das CB insbesondere in dopaminergen
Neuronen der VTA exprimiert wird, und nur zu etwa 10 % in den DA Neuronen der SN (Kim
et al., 2009).

1.3 Ursachen und Pathomechanismen des PD

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) macht ca. 75 % der Gesamtfalle von
Parkinsonismus aus. Synonyme Begriffe sind Morbus Parkinson, primérer und idiopathischer
Parkinsonismus. Neben dem IPS sind familidre, monogenetische Parkinsonsyndrome bekannt.
Des Weiteren unterscheidet man von PD &hnliche Krankheitsbilder der gleichen Symptomatik
mit bekannten Ursachen der Krankheitsentstehung wie sekunddren Parkinsonismus,
monogentischen Parkinson, Parkinson-Plus Syndrome und Heredodegenerative Erkrankungen
(Diaz and Waters, 2009).

Einige Ursachen und Ausltser von Parkinsonismus und PD sind bisher identifiziert. Bislang
ist beschrieben, dass Umwelteinfliisse wie Medikamente (z.B. Neuroleptika) und Toxine
(CO, MPTP, 6-OHDA, Mangan, Zyanid), Krankheiten wie Enzephalitis oder Hirntumore,

sowie Genmutationen und genetische Pradisposition die Krankheit hervorrufen koénnen
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(“Multiple Hit Theory* (Bueler, 2009; Sulzer, 2007)). Zudem wird die Mdglichkeit eines
bislang unbekannten Pathogens diskutiert, welches (ber die Nase und den Verdauungstrakt in
den Korper gelangt und dort die Parkinsonsymptome auslost (,,Dual Hit Theory* (Hawkes et
al., 2009)). Entsprechend liegt nahe, dass eine Kombination von genetischen Faktoren und
Umweltfaktoren fir den Groliteil der idiopathischen PD-Félle verantwortlich ist.

Bislang sind genetische und Umweltfaktoren beschrieben, die auf zwei verschiedene
intrazellulare Stoffwechselwege weisen, die mit dem Auslosen von PD zusammenhédngen.
Zum einen ist das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) beteiligt, welches zur Degradation
zellularer Abbauprodukte bendtigt wird, zum anderen die Atmungskette der Mitochondrien,
welche die Energieversorgung der Zelle sichert. Dennoch sind die distinkten,
molekularbiologischen Mechanismen und Ursachen die zur Degeneration der DA SN
Neurone fuhren und unweigerlich PD verursachen, immer noch unklar (Lee and Andersen,
2010).

1.3.1 Auswahl der Kandidatengene fir die Genexpressionsstudien des PD

Diese Arbeit soll durch die Untersuchung der Genexpression individueller DA
Mittelhirnneurone aus post-mortem Mittelhirngewebe von PD (Morbus Parkinson)-Patienten
im Vergleich zu nicht an PD erkrankten Kontrollen zum Verstdndnis der molekularen
Pathomechanismen von PD beitragen. Die Auswahl der untersuchten Gene erfolgte
systematisch. Zunéchst wurden die mRNA-Level von Markergenen untersucht: ENO2 als
Neuronenmarker, CB als Marker weniger vulnerabler Neurone und JMJD1C als Dopamin-
und PD-unabhéngige Kontrolle. Weiterhin wurden die mRNA-Level der Dopamin-
assoziierten Gene TH, DAT, VMAT2, D2, NURR1, PITX3, sowie die miRNA mi-R133b; der
aktivitatskontrollierenden lonenkanédle GIRK2, spannungsabhdngige A-Typ Kaliumkanéle,
HCN-Kationen-Kanéle, spannungsabhéngiger Calcium-Kanéle, SK3-Kaliumkandle, Kartp-
Kandle und NMDAR1, sowie der PARK-Gene LRRK2, a-SYN und PARKIN untersucht.
Zusétzlich wurden Kandidatengene auf Grundlage von Ergebnissen der eigenen
Arbeitsgruppe (Milani et al., in preparation) und von Kooperationspartnern (Gispert et al.,
2003; Hoepken et al., 2008); Auburger et al., unpublished) in die Studien miteinbezogen.

1.3.1.1 Monogenetische Formen des PD
Seit 1997 wurden diverse Gene identifiziert, bei denen Gendosisverdnderungen oder
Mutationen zu erblichen Formen des Morbus Parkinson fuhren kdnnen. Diese monogenen
Formen der Parkinsonerkrankung erklaren bislang ~10 % aller Parkinsonfélle (Gasser, 2009).
In Tabelle 1 sind die bislang bekannten Gene zusammengefasst.
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Gen Lokus PD-Form Lewy-Bodies Mutationen Entdecker
a-Synuclein PARK1/4  4921-923 EO, ad + genom. Dupli-/Triplikation, (Polymeropoulos et al. 1997)
Punktmutationen
Parkin PARK2  6025.2-27 EO, ar - Punktmutationen, Exon-Rearrangements (Kitada et al. 1998)
? PARK3 2p13 ad ? ? (Klein et al. 1999)
UCHL-1 PARKS5 4pl4a LO, ad ? bislang nur eine Mutation (S18Y) bei (Leroy et al. 1998)
einem PD-Geschwisterpaar bekannt
PINK1 PARK6 1p35-p36 ar ? Punktmutationen (Teildeletionen) (Valente et al. 2001)
DJ-1 PARK7 1p36.23 EO, ar ? Punktmutationen, Teildeletionen (van Duijn et al. 2001)
LRRK2 PARKS8 12q11.2- LO, ad +- Punktmutationen, Missensmutationen (Funayama et al. 2002)
q13.12 (Paisan-Ruiz et al. 2004)
ATP13A2 PARK9 1p36 EO, ar ? Punktmutationen (Ramirez et al. 2006)
? PARK10 1p32 ? ? ? (Hicks et al. 2002)
? PARK11 2g36-37 ? ? ? (Maraganore et al. 2005)
(Prestel et al. 2005)
? PARK12  Xqg21-925 ? ? ? (Pankratz et al. 2003)
OMI/HTRA2 PARK13 2pl2 ad? ? ? (Strauss et al. 2005)
PLA2G6 PARK14 22q13.1 ar ? ? (Paisan-Ruiz et al. 2009)
FBXO07 PARK15 22912-q13 ar ? ? (Di Fonzo et al. 2009)
SLC45A3, NUCKS1, PARK16 1932 ? ? ? (Simon-Sanchez et al. 2009)

RAB7L1, SLC41A1,
PM20D1

(Satake et al. 2009)

Tabelle 1 — PD-assoziierte Gene.
Zusammenstellung der PD-assoziierten Gene und Gen-Loki (PARK1-16) mit ihren zugeordneten
Krankheitsbeginn (EO - early onset/friihes Auftreten von PD-Symptomen, LO - late onset/spates Auftre-
ten von PD-Symptomen), Vererbungsmuster (ad — autosomal dominant, ar — autosomal rezessiv),
Mutationstypus und dem Vorkommen von Lewy-Bodies, soweit bekannt. Die Fragezeichen (?) dienen als
Platzhalter fur bislang noch unbekannte Eintrége. Die Gene und Genabkirzungen sind im Folgenden
naher beschrieben.
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Abbildung 6 — Molekulare Pathomechanismen des PD.
Die PARK-Gene sind an mitochondrialen Defekte, oxidativem Stress und einer verminderten Fahigkeit
der Neuronen, bestimmte Proteine abzubauen, beteiligt. Diese Mechanismen liegen der Neurodegene-
ration DA Mittelhirnneurone zugrunde (verandert nach (Bueler, 2006) und (Farrer, 2006), Details siehe

Text).

10



Einleitung

Das Parkinsongen a-Synuclein (a-SYN, PARK1 & 4)

a-Synuclein (a-SYN) ist ein présynaptisches Protein und das erste bekannte Gen, das durch
missense Punktmutationen (Polymeropoulos et al., 1997) und Gendosisverdnderungen wie
Duplikation (Chartier-Harlin et al., 2004; Ibanez et al., 2004) oder Triplikation (Singleton et
al., 2003) zu dominanten, familidaren Formen des PD fiihrt (PARK1 & 4). Neben dem
hauptsachlich exprimierten full-length a-Synuclein (NACP140) existieren die Splicevarianten
NACP126 (kein Exon 3) und NACP112 (kein Exon 5) (Ueda et al., 1994). Das Protein liegt
im Zytosol als globuldres Monomer vor und hat eine a-helikale Struktur wenn es Membran-
assoziiert ist, wobei es zur Oligomerisierung neigt (Halliday and McCann, 2008). Mutationen
des a-SYN Gens veréndern die Struktur des Proteins und inhibieren den lysosomalen und
Chaperon-vermittelten (CMA-Chaperone-Mediated Autophagy) Abbau des fehlgefalteten
Proteins, was zu oxidativem Stress der Zelle fihrt (Xilouri et al., 2009) (Abb. 6). Die
Expression des a-SYN Gens wurde in Neuronen, Glia- und Endothelzellen nachgewiesen
(Halliday and McCann, 2008). Mit Hilfe eines Mausmodells (a-und p-Synuclein Knock-Out
Mausen) konnte gezeigt werden, dass a-SYN nicht essentiell fur die normale Hirn- und
Synapsenfunktion ist, aber in double knock-out (a- und B-Synuclein) Maé&usen die
Dopaminlevel um 20 % verringert sind (Chandra et al., 2004), was mit einem verminderten
Vesikeltransport assoziiert ist (Farrer, 2006) (Abb. 6). Des Weiteren ist a-SYN
Hauptbestandteil der Lewy-Kdrperchen (Dickson et al., 2009; Spillantini et al., 1997). Ob a-
SYN-Ablagerungen bzw. Lewy-Korperchen protektiv (Kramer and Schulz-Schaeffer, 2007)
oder schadhaft sind (Conway et al., 2000), ist umstritten (Halliday and McCann, 2008)
(Abb. 6).

Funktionell wird a-SYN Chaperon-Aktivitat zugeschrieben. Es enthdlt N-terminal eine
Apolipoprotein-dhnliche A2-Helix, eine Lipidbindedoméne und eine hydrophobe Non-
Amyloid Component (NAC)-Region, welche die Aggregatbildung erleichtert. Der C-Terminus
kann vermutlich andere Proteine binden, sowie Chaperon-dhnliche Funktion tragen (Halliday
and McCann, 2008). Aktuelle Studien zeigen eine Interaktion von a-SYN mit dem
Parkinsongen ATP13A2, wobei ATP13A2 der a-SYN-Toxizitat entgegenwirken kann (Gitler
et al., 2009).

Das Parkinsongen Leuzin-reiche Repeat Kinase 2 (LRRK2, PARKS)

Aus der Familie der leucine-rich repeat Kinasen gehort LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase
2) zu den Proteinen, von denen Mutationen zu dominant vererbter Form des PD flihren
(PARKS) (Funayama et al., 2002).

11
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Erstmals beschrieben wurde der Genlokus von LRRK2 2002 (Funayama et al., 2002) und das
Gen 2004 (Paisan-Ruiz et al., 2004) und von diesen nach dem baskischen Wort flir Tremor
,.dardara® DARDARIN genannt. LRRK2 ist ein multifunktionelles Protein. Folgende
Funktionen von LRRK2 sind beschrieben: Kinase-Aktivitat, Autophosphorylierung-Aktivitat
(West et al., 2005), Induktion von Apoptose durch mutiertes LRRK2 in Neuronen (Smith et
al., 2005), GTPase-Aktivitdt (Deng et al., 2008) und diverse Interaktionen mit anderen
Proteinen, z.B. PARKIN (mittels der ROC-Doméne an der C-terminalen R2 RING-Finger
Doméne von PARKIN) (Smith et al., 2005), sowie Storung des RAS- und MAPK-
Signalwegs, was wiederum zu einem verminderten Vesikeltransport fuhrt (Farrer, 2006)
(Abb. 6).

Das Parkinsongen PARKIN (PARK?2)

Mutationen von PARKIN fihren zu rezessiven vererbten Formen des PD (Klein and
Lohmann, 2009). Innerhalb des Gehirns findet die PARKIN-Expression hauptséchlich in
Zellkorpern (mit Ausnahme von Glia-Zellen) von Zellen im Mittelhirn, den Basalganglien,
cerebralen Cortex und Cerebellum statt. Innerhalb der Zellen scheint PARKIN mit dem
zytoskelettalen Kompartiment zu interagieren. Aktuelle Studien zeigen, dass PARKIN
mitochondrielle DNA (mtDNA) vor oxidativem Stress schitzt und mtDNA-Reparatur-
Mechanismen stimuliert (Rothfuss et al., 2009) (Abb. 6).

Das PARKIN-Protein tragt N-terminal Ubiquitin E3-Ligaseaktivitat und kann zum Targeting
von Substraten fiir den proteasomalen Abbau beitragen (Bueler, 2006) (Abb. 6).

1.3.1.2 Dopamin-assoziierte Gene
Die Genregulation, die zur Ausdifferenzierung dopaminerger Mittelhirnneurone fuhrt, ist
komplex. Fur die Entwicklung dopaminerger Mittelhirnneurone sind verschiedene Gene
identifiziert, die im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren zur Anlage und Ausdifferenzierung
dopaminerger Mittelhirnneurone fiihren (lversen et al., 2010; Martinat et al., 2006).
Abbildung 7 fasst die in dieser Studie untersuchten dopaminergen Entwicklungs-,
Differenzierungs- und Maintenancegene nach deren Auftreten in der Entwicklung zusammen.
NURR1, PITX3 und D2 sind fur die Spezifizierung, die Differenzierung und den Erhalt
dopaminerger Neurone essentiell. Die DA Markergene TH, DAT und VMAT?2 sind nicht fur

die Entwicklung der DA Mittelhirnneurone notwendig.
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PITX3 und NURRL1

NURR1 oder NR4A2 (Nuklearer Rezeptor Subfamilie 4, Gruppe A, Mitglied 2) ist ein
Mitglied der Hormon (Steroid, Thyroid, Retinoid)-Rezeptor Superfamilie. Die langste
Isoform A (3447 bp) ist eingehend untersucht (Michelhaugh et al., 2005; Smidt and Burbach,
2009). Im Modellorganismus Maus konnte eine entscheidende Rolle von Nurrl flr die
Entwicklung dopaminerger Mittelhirnneurone in SN und VTA nachgewiesen und zudem
gezeigt werden, dass Nurrl schon vor nachweisbarer Expression dopaminerger Markergene
wie z.B. Th exprimiert wird und die Expression bis ins Erwachsenenalter eine wichtige Rolle
fur die Differenzierung dopaminerger Neurone spielt (Abb. 7 (lversen et al., 2010)).
Zusammen mit PITX3 nimmt NURR1 eine Schlisselrolle fur die Entwicklung,
Differenzierung und Reifung von Stammzellen zu dopaminergen Mittelhirnneuronen ein
(Martinat et al., 2006; Wurst and Prakash, 2010). Mutationen von NURR1 und PITX3 sind
mit seltenen familidren Formen des PD assoziiert, sowie mit einem erhfhten Risiko, an PD zu
erkranken (Fuchs et al., 2009; Le et al., 2003).

E7.5 ES8.0 E8.5 ES.0 ES.5 E10.0 E105 E11.0 E11.5 E12.0 E125 E145 Aduilt

N Y TN N IS TN TN TN N T P P

NURR1
PITX3
TH === == == == = - -
DAT, VMAT2 = = = = — — >
D2 '
Spezifizierung Terminale Differenzierung /
Erhalt

Dopamine Handbook, Oxford University Press, 2010

Abbildung 7 — Dopaminerge Markergene.

Zeitlicher Ablauf der Expression ausgewéhlter dopaminerger Differenzierungs- und Markergene im
Mittelhirn. Aufgefihrt sind die in dieser Arbeit untersuchten Gene (Abbildung veréndert nach (lversen et
al., 2010), Zeitliche Achse: E — Embryonaltag).

PITX3 (Paired-like Homeodomain Transcription Factor 3) gehort zur RIEG(Rieger-Syndrom
Gen)/PITX-Homeobox Familie. Insbesondere im Zusammenhang mit der Regulation von
Reifung und Funktion dopaminerger Mittelhirnneurone ist PITX3 wichtig. Es ist postuliert,
dass die Mikro-RNA (miRNA) miR-133b die Reifung DA Neurone durch eine negative
Wechselwirkung mit PITX3 hemmt (Kim et al., 2007).
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DAT

Der Dopamintransporter (DAT) vermittelt die Wiederaufnahme von Dopamin in die
prasynaptische Zelle (z.B. nach synaptischer Freisetzung von Dopamin) und ist ein
wesentlicher Regulator der dopaminergen Neurotransmission. Weiterhin wird DAT-AKktivitét
mit Erkrankungen wie Parkinsonismus, ADHS (Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-
Syndrom), Tourette-Syndrom und Drogenmissbrauch in Verbindung gebracht (Zhu and Reith,
2008). Wie auch TH dient DAT als Marker flir dopaminerge Neurone.

DAT vermittelt auch den Transport von MPP* (1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin) ins Zellinnere
dopaminerger Neurone, wo MPP" irreversibel den Komplex 1 der mitochondrialen
Atmungskette inhibiert, was wiederum zum Absterben der DA Neurone und Parkinsonismus
fihrt (Storch et al., 2004). MPP" entsteht im Gehirn aus MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydro-Pyridin) durch die Mono-Amino-Oxidase-B (MAO-B).

VMAT?2

Das VMAT2-Gen kodiert fur ein intrazelluldres, vesikelmembrangebundenes
Transportprotein, welches Monoamine (u.a. auch Dopamin) unter ATP-Verbrauch in
synaptische Vesikel transportiert (Sora et al., 2009).

Die funktionelle Expression von TH, DAT und VMAT2 definiert entsprechend die

Bioverfugbarkeit von Dopamin im Zytosol und in Vesikeln.

D2 und GIRK?2

Wie alle Dopamin-Rezeptoren gehort der Dopamin-Rezeptor vom Typ 2 (D2) zu den 7TM-
Rezeptoren (sieben Trans-Membran-Helices). Die Dopamin-Rezeptoren werden in D2-Typ
(D2, D3 und D4) und D1-Typ (D1 und D5) unterteilt. Der D2-Rezeptor findet sich sowohl
postsynaptisch von dopaminergen Neuronen, als auch prasynaptisch und somatodendritisch
als Autorezeptor. Es sind 2 Splicevarianten des D2-Rezeptors beschrieben, die kurze Variante
D2s (short) und die lange Variante D2l (long) (Abb. 8, (De Mei et al., 2009)).

Nach Aktivierung durch eine extrazellulare Dopaminbindung an D2, inhibiert die a-
Untereinheit des durch den Rezeptor aktivierten G-Proteins die intrazelluldre Adenylat-
Cyclase (AC)-Aktivitdt und die Py-Untereinheit aktiviert u.a. direkt G-Protein gekoppelte
Kaliumkanile der Kir-Familie (GIRK2). Die Offnung von GIRK?2 fiihrt zur Hyperpolarisation
und somit zur Inhibition der Aktivitat der Zelle (Abb. 8 (De Mei et al., 2009; Usiello et al.,
2000)). Die Kombination D2-GIRK2 bietet also einen feedback-loop fur die Aktivitat
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somatodendritischer DA Neurone. D2 ist ein spater Marker und wichtig fur die Entwicklung
und dem Erhalt des Ph&notyps dopaminerger Mittelhirnneurone (lversen et al., 2010).
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Abbildung 8 — D2-vermittelte pré- und postsynaptische Signale.

Schematische Darstellung der D2-vermittelten pré- und postsynaptischen Signalvermittlung.
Prasynaptisch reguliert der D2-Rezeptor die DA Aktivitat, Dopamin-Synthese und —Ausschittung. Die
kurze Isoform D2s (D2 short) moduliert die TH-Phosphorylierung und durch direkte Protein-
Proteininteraktion die DAT-Aktivitat. Vereinfacht sind die D2-vermittelten Effekte auf GIRK2-Kanéle,
sowie auf den PKA (Proteinkinase A)- und den AKT (Proteinkinase B)-Signalweg illustriert. Durch die
Aktivierung des D2-Rezeptors und somit Inhibition der Adenylatcyclase (AC) wird die Phosphory-
lierungsrate von DARPP-32 (Dopamin und cAMP reguliertes Phosphoprotein von 32 kDa) verringert.
Zuséatzlich stimuliert die D2-Aktivierung die Kalzium(Ca®")-abhangige PP-2B-Aktivitat, was die De-
Phosphorylierung von DARPP-32 erhoht. Beide Signalwege fuhren zu eine Dis-Inhibition der PP-1-
Phosphataseaktivitat. Des Weiteren fuhrt die D2-Aktivierung tber p-Arrestin 2 und PP-2A zu einer De-
phosphorylierung und Inaktivierung von AKT. Die Inaktivierung von AKT als Antwort auf Dopamin
fuhrt zur Inaktivierung von GSK38. (Abbildung in Anlehnung an (De Mei et al., 2009))
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1.3.1.3 Mikro RNA und Genregulation
miRNAs (micro RNASs) sind kurze, i.d.R. 17-25 nt umfassende, endogene, nicht kodierende
und hochkonservierte RNA-Molekule (He and Hannon, 2004). Zusammen mit Argonaut-
Proteinen bildet eine reife, einzelstrangige MIRNA den RISC (RNA-Induced Silencing
Complex)-Komplex, welcher sequenzspezifisch mRNAs erkennt. Im RISC-Komplex hemmen
MIRNAs die Translation der Ziel-mRNA oder degradieren die Ziel-mRNA, je nachdem ob

diese vollkommen komplementér zur Zielsequenz ist oder nicht (fur Details siehe Abb. 9).
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von miRNAs im Vergleich zu mRNAs.
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Eine mRNA kann dabei von mehreren miRNAs reguliert werden, eine miRNA wiederum
kann die Expression mehrerer hundert mRNAs regulieren (Fineberg et al., 2009).

Im Zusammenhang mit PD sind einige humane miRNAs beschrieben. Dabei ist die miRNA
hsa-miR-133b bislang am besten charakterisiert (Hebert and De Strooper, 2007; Kim et al.,
2007). Die humane hsa-miRNA-133b (hsa-miR-133b) ist mit stark reduzierten Leveln im
Mittelhirn von PD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen in Zusammenhang
gebracht. Es wurde postuliert, dass die Expression der hsa-miR-133b in DA Neuronen
transkriptionell von PITX3 getriggert und die reife hsa-miR-133b wiederum Reifung und
Funktion dopaminerger Mittelhirnneurone u.a. durch Inhibition der PITX3-mRNA beeinflusst
(Hebert and De Strooper, 2007; Kim et al., 2007).

1.3.1.4 Aktivitatskontrolle dopaminerger Mittehirnnurone

Die Aktivitatsmuster dopaminerger Mittelhirnneurone in vitro werden in Schrittmacher-
aktivitat (pacemaker), ,,Burstaktivitat”“ und ,still” (,,silent*) unterschieden (Liss and Roeper,
2010). Schrittmacheraktivitat bedeutet, dass Zellen Aktionspotentiale spontan intrinsisch
generieren. Das Feuern einer hochfrequenten Abfolge von Aktionspotentialen gefolgt von
einer Aktivitatspause wird als ,,Burstaktivitdt® bezeichnet. Als ,silent* werden Neurone
bezeichnet, die ein konstantes Membranpotential aufweisen. Die Aktivitatsmuster
dopaminerger Neurone sind wichtig fir die Menge und Kinetik der présynaptischen und
somatodendritischen Dopaminfreisetzung und damit der von Dopamin vermittelten Funktion.
Fir die Generation und Modulation der Aktivitdtsmuster konnten mit Hilfe funktioneller und
molekularbiologischer Einzelzellstudien eine Reihe von lonenkandlen identifiziert werden.
Unterschiede in der Expression und in der molekularen Zusammensetzung dieser Kanale
fuhren zu funktionellen Aktivitatsunterschieden in Hinsicht auf Aktionspotentiale und deren
Verlauf, hyperpolarisierendes Nachpotential (AHP - After Hyperpolarization, Nachhyper-
polarisation), 1SI (Interspike Intervall), Frequenz, und sag-Komponente (Abb. 10) (Liss and
Roeper, 2010).

Ausgewadhlte lonenkandle wurden in dieser Arbeit in Hinsicht auf Genexpressions-

unterschiede untersucht.
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Abbildung 10 — Aktionspotentiale, Aktivitdtsmuster und ausgewdahlte lonenkanéle.

Ubersicht von Aktionspotential, lonenkanalen dopaminerger Mittelhirnneurone und funktioneller
Aktivitatsmuster. A) Skizze eines Aktionspotentials mit dazugehdrigen Aktionspotentialphasen. (AHP -
hyperpolarisierendes Nachpotential; in Anlehnung an (Campbell and Reece, 2003)). B) Schematischer
Uberblick einer Auswahl relevanter lonenkandle, die Gegenstand dieser Arbeit sind und die in DA
Mittelhirnneuronen Aktivitatsmuster modulieren: HCN-, A-Typ K*-Kanale (Kv4.3/KChip3) (rot) und L-
Typ-Ca®(CaV1.3)-Kanale (orange), T-Typ Ca*-Kanal gekoppelte SK3-Kanéle (griin), Karp-Kanéle, der
u.a. durch den Dopaminrezeptor (D2R) aktivierte GIRK2-Kanal und der NMDA-Rezeptor (modifiziert
nach (Liss and Roeper, 2010)). C) Durch Hyperpolarisation der Zelle und durch Aktivierung von HCN-
Kanélen vermittelte sag-Komponente von DA SN Neuronen (modifiziert nach (Lammel et al., 2008)). D-E)
Beispiel fur die Schrittmacheraktivitat (Interspike Intervall (ISI)) und Burstaktivitat (jeweils in vitro
current-clamp-Messung, D: Skalierungsbalken: 0,5 s und 25 mV; modifiziert nach (Liss and Roeper,
2008); E: Skalierungsbalken: 1 s und 10 mV; (Wolfart and Roeper, 2002)). F) Neuron mit keiner
messbaren Aktivitat.

Spannungsabhéngige A-Typ K*-Kanale (Kv4.3 und KChip3)

Spannungsabhdngige A-Typ Kalium-Kandle sind Proteinkomplexe aus mindestens drei
unterschiedlichen Untereinheiten: a-Untereinheiten, die die Kanalpore aus viermal sechs
Transmembransegmenten bilden und B-Untereinheiten mit regulatorischer Funktion und
calmodulindhnliche Untereinheiten KChipl-4 (An et al., 2000). A-Typ bedeutet, dass dieser
Kanaltyp einen transienten Kaliumstrom vermittelt (A-Strom).

In adulten dopaminergen Mittelhirnneuronen werden A-Typ Kalium-Kanéle des Typs Kv4
und KChip3.1 exprimiert, die das Interspike Intervall verldngern und damit die

Schrittmacherfrequenz bis zu einem gewissen Grad erniedrigen (Liss et al., 2001) (Abb. 10).
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Der Calciumsensor Frequenin (FREQ)

Frequenin (FREQ) wird tberwiegend in Neuronen exprimiert, bindet Calcium, reguliert
calciumabhéngige, G-Protein aktivierte Rezeptorphosphorylierungen und kann Calmodulin
ersetzen. Das Frequenin-Protein ist mit sekretorischen Granula assoziiert und moduliert die
synaptische Signallbertragung und Plastizitat (Bourne et al.,, 2001). FREQ moduliert
spezifisch Kv4 Kanéle (Bourne et al., 2001; Nakamura et al., 2001) und &hnelt auch vom
strukturellen Aufbau der KChip-Familie (s.0.). Zudem fiel eine verénderte Genexpression von
Freq im Mausmodell bei Uberexpression von A53T-a-Syn auf (Gispert et al., 2003; Auburger
et al., unpublished).

HCN-Kationen-Kanéale (HCN1-4, Trip8b)

HCN-Kanéle (hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channels)
stimulieren die Frequenz der Schrittmacheraktivitat (pacemaker) dopaminerger Mittelhirn-
neurone bis zu einem gewissen Grad. Sie werden durch Membranhyperpolarisation aktiviert,
sind fur Natrium- wie Kaliumionen permeabel und bewirken unter physiologischen
Bedingungen einen Netto-Natrium-Einstrom, was zu einer Depolarisation des Membran-
potentials fuhrt. Des Weiteren regulieren zyklische Nukleotide (CAMP und cGMP) das
spannungsabhangige Offnen der HCN-Kénale positiv durch direkte Bindung (Franz et al.,
2000; Neuhoff et al., 2002).

Im murinen Mittelhirn wurde gezeigt, dass HCN-Kanadle in dopaminergen SN-Neuronen, aber
nicht in dopaminergen VTA-Neuronen, aktiv an der Frequenzkontrolle der Schrittmacher-
aktivitat beteiligt sind. (Neuhoff et al., 2002) (Abb. 10).

Ein funktioneller HCN-Kanal setzt sich aus vier Untereinheiten (HCN1-4) zusammen. Jede
Untereinheit besteht aus zwei Hauptstrukturmodulen: der Transmembrandomane aus sechs
alpha-helikalen Transmembransegmenten und der C-terminalen Bindungsdoméne zyklischer
Nukleotide (CNBD - carboxy-terminal cyclic nucleotide-binding domain) (Wahl-Schott and
Biel, 2009). In dopaminergen Mittelhirnneuronen werden die Gene HCN2, HCN3 und HCN4
exprimiert (Franz et al., 2000).

Neue Erkenntnisse beschreiben PEX5L (peroxisomal biogenesis factor 5-like, murin Trip8b)
als regulatorische f-Untereinheit von HCN-Kanéalen. Coassemblierung von Trip8b mit HCN2
wirkt der Modulation des zyklischen Nukleotid-vermittelten Takts des HCN2 Kanals
entgegen und stellt somit einen Kontrollmechanismus von HCN-Kanélen dar (Zolles et al.,
2009).
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Spannungsabhéngige L-Typ Calcium-Kanale (CaV1.2/3)

Funktionsfahige Calcium-Kandle bestehen aus einem Proteinkomplex aus al-, a2-, -, 8- und
y-Untereinheiten im Verhdltnis 1:1:1:1:1. Die «l-Untereinheit bildet die Kanalpore, die
anderen Untereinheiten haben modulatorische Eigenschaften. Die Einteilung spannungs-
abhéngiger Calcium-Kandale erfolgt nach ihren ol-Untereinheiten (Catterall et al., 2005).
CaV1.3 ist als Vulnerabilitatsgen flir SN DA Neurone in PD Modellen identifiziert (Chan et
al., 2009), weiterhin tragen spannungsabhangige Calcium-Kandle zur Aktivitatskontrolle DA
Mittelhirnneurone bei (Putzier et al., 2009) (Abb. 10).

Der SK3-Kaliumkanal (KCNN3)

In dopaminergen SN Neuronen ist der SK3-Kanal (potassium intermediate/small conductance
calcium-activated channel, subfamily N, member 3, humaner Genname KCNN3) an der
Modulation von Frequenz und Kinetik der Schrittmacheraktivitat beteiligt. Zudem bestimmt
dieser malgeblich das AHP (after hyperpolarisation potential). Diese Modulation von
Erregbarkeit und Aktivitdt dopaminerger Neurone macht SK3-Kanéle zu einem mdglichen
Schlisselgen bei der Entstehung von PD (Pedarzani and Stocker, 2008) (Abb. 10).

Der ATP-sensitive Kaliumkanal (Karp-Kanal; SUR1, SUR2, Kir6.2)

Der ATP-sensitive Kaliumkanal (Karp-Kanal) setzt sich in DA Mittelhirnneuronen aus der
porenbildenden Kir6-Untereinheit und der regulatorischen SUR-Untereinheit jeweils im
Verhéltnis 4:4 zusammen (Liss et al., 2005). Die SUR1 und SUR2 (Sulfonyl-Urea-Rezeptor 1
und 2 oder ABCCB8/9 - ATP-Binding Cassette, sub-family C, member 8/9)-Proteine gehdren
zur Superfamilie der ATP-Bindungs-Cassetten (ABC) Transporter.

Kartp-Kandle dienen fir eine Vielzahl metabolischer Signale als Sensor und beeinflussen die
Aktivitdt von DA Neuronen (Abb. 10). Diese Aktivitat des Kanals bedingt in Mausmodellen
des PD die erhohte Vulnerabilitdat von DA SN Mittelhirnneuronen (Liss et al., 2005; Liss and
Roeper, 2010).

Der Neurotransmitter-gesteuerte NMDA-Rezeptor (NMDAR1)

Der NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor - NMDAR) gehort zu den Glutamat-
Rezeptoren. Dieser tritt bei schwachen synaptischen Wirkungen nicht in Aktion und steht in
Verbindung mit dem Calciumhaushalt von Neuronen. In der Substantia Nigra reguliert der
NMDAR die Aktivitat dopaminerger Neurone (Fiorentini et al., 2008) (Abb. 10).
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1.3.1.5 Markergene: PD und Dopamin unabhangig, Vulnerabilitat und neuronal

Das Thyroid interagierende Protein 8 (JMJD1C)

Das JMJD1C (jumonji domain containing 1C)-Gen wird ubiquitar exprimiert. JIMJD1C wird
auch als TRIP-8 bezeichnet, diese Bezeichnung leitet sich von der Funktion des Proteins ab:
thyroid receptor-interacting protein 8. Zusammenhange von JMJD1C mit dem dopaminergen
System oder PD sind nicht bekannt, daher wurde dieses Gen in die vorliegenden Studien als

Dopamin- und PD-unabhéangige Kontrollgen mit einbezogen.

Das Ca’*-bindende Protein Calbindin-D28k (CB)

Das Ca’*-bindende Protein Calbindin 1 (CB) gehort zur Troponin C Superfamilie. Jedes CB-
Protein enthélt vier aktive Ca**-Bindungsdoménen (EF-Hand Motiv), die Ca?*-Bindung dient
der Regulation des Ca®*-Haushalts der Zelle (Zhang et al., 2008). CB dient als Marker fiir
weniger vulnerable DA Mittelhirnneurone (vgl. 1.2.3 & (Kim et al., 2009)).

Die neuronenspezifische Enolase 2 (ENO2)

ENO2 stellt die neuronenspezifische Form der Enolasen dar (auch NSE - Neuronen
Spezifische Enolase genannt) (Oliva et al., 1991).

Enolasen (Phosphopyruvat Hydratasen) katalysieren die gegenseitige Umwandlung von 2-
Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat wéhrend der Glykolyse. Somit ist ENO2 am
Metabolismus von Neuronen direkt beteiligt und eignet sich als Marker fiir Neurone, da es in

allen Neuronen exprimiert wird.

1.3.1.6 Kandidatengene aus Mausmodellen mit PD-assoziierter dysregulierter

MRNA-Expression
Weitere Kandidatengene, die in der vorliegenden Studie hinsichtlich ihrer mRNA-Levels
untersucht wurden, sind in Studien zur PD-Pathologie aufgefallen. Die Gene LDH-B, IGSF-4
und GSK3p sind von der eigenen Arbeitsgruppe mit verdnderter Genexpression zwischen
weniger vulnerablen, murinen DA VTA und vulnerableren DA SN Neuronen identifiziert
worden (Milani et al., in preparation), IGSF-4 ist weiterhin zusammen mit WNT5A mit
verénderter Genexpression von PD-Patienten mit familidrem Parkinson (PINK1-Mutation) als
verandert aufgefallen (Hoepken et al., 2008), weiterhin sind FREQ (s.0.) und HOMER1 mit
verénderter Expression im Zusammenhang mit der PD-Pathogenese in Gewebestudien von
Mausen mit einer Uberexpression einer mutierten alpha-Synuclein-Variante (A53T) im
Vergleich von Mittelhirngewebe zu striatalem Gewebe als veradndert aufgefallen (Auburger et
al., unpublished).
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Die Laktat-Dehydrogenase B (LDH-B)

Die Laktat-Dehydrogenase B (LDH-B) gehort zur Familie der NAD-abhangigen 2-
Hydroxycarboxylase Dehydrogenasen. Die LDH-Enzyme katalysieren den letzten Schritt der
Glykolyse (Pyruvat «» L-Laktat).

Von Laktat-Dehydrogenasen ist bekannt, dass diese die Karp-Kanaluntereinheiten KIR6.2
und SUR2 direkt binden und dadurch die Aktivitat des Kanals steuern konnen (Crawford et
al., 2002). Ferner ist in SN DA Neuronen im Vergleich zu den resistenteren VTA DA
Neuronen eine erhohte Genexpression von LDH-B im Mausmodell gefunden (Milani et al., in

preparation).

Die Glycogen-Synthase-Kinase 3p (GSK3p, GSK3B)

Die Glycogen-Synthase-Kinase 3p (GSK3B, Abb. 8) gehdrt zu den Serin-Threonin-Kinasen
und ist ein multifunktionelles Protein, das an vielen Signalkaskaden, wie z.B. dem Wnt-
Pathway, beteiligt ist, welcher GSK3p inhibiert, was wichtig fir die DA Neurogenese ist
(Rayasam et al., 2009). Durch die Proteinkinase B kann GSK3p phosphoryliert und somit
deaktiviert werden. Auch in der D2-Signaltransduktion ist GSK3p involviert (s.0., Abb. 8).
GSK3p kann zudem durch a—SYN aktiviert werden und hyperphosphoryliert in PD-Modellen
Tau (p-Tau, Protein, das fur Tauopathien verantwortlich ist), was zu Tau-Ablagerungen fihrt
(Duka et al., 2009). Zudem ist ein regulatorischer Einfluss von PARKIN auf GSK3p
beschrieben (Moussa, 2009). Weiterhin konnte GSK3p im Zusammenhang mit PD in Lewy-
Kdrperchen nachgewiesen werden und wird zudem mit der Pathogenese der Erkrankung in
Verbindung gebracht (Nagao and Hayashi, 2009).

In SNP- (single nucleotide polymorphism-) Analysen konnten bestimmte Haplotypen von
GSK3B mit einem erhohten Risiko fir die Pathogenese von AD und PD in Verbindung
gebracht werden (Garcia-Gorostiaga et al., 2009; Kwok et al., 2005).

Das Immunglobulin der Super-Familie 4 (IGSF4)

IGSF4 gehort zur Immunglobulin Super-Familie 4 (IGSF4, SYNCAML). Zu den bekannten
Funktionen gehdren Tumor-Suppressor-Eigenschaften, Zell-Adhdsion und Synapsen-
ausbildung von Neuronen (Watabe et al., 2003). Transkriptionelle Verdnderungen von IGSF4
wurden in Hautfibroblasten von PD-Patienten mit PINK1-Mutationen beschrieben (Hoepken
et al., 2008).
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Das humane Drosophila-Homolog zu Homer (HOMERL)

HOMER1 gehort zur HOMER-Familie dendritischer Proteine und ist mit verdnderter
Expression im Zusammenhang mit der PD-Pathogenese in Gewebestudien von M&usen mit
einer Uberexpression einer mutierten alpha-Synuclein-Variante im Vergleich von Mittel-
hirngewebe zu striatalem Gewebe als verandert aufgefallen (Auburger et al., in preparation).

Das Signalprotein WNT5A

Die WNT-Genfamilie setzt sich aus strukturell verwandten Genen zusammen, die sekretierte
Signalproteine kodieren. Proteine der WNT-Genfamilie (wingless-type MMTV integration
site  family, Protoonkogene) spielen eine Rolle bei Onkogenese und bei einigen
Entwicklungsprozessen, wie beispielsweise der Regulation der Zellentwicklung und der
Strukturierung wéhrend der Embryogenese (Witze et al., 2008). In Zusammenhang mit PD ist
bei WNT5A eine transkriptionelle VVerédnderung in Fibroblasten von Patienten mit PINK1-
Mutation beobachtet worden (Hoepken et al., 2008). Erhohte Expressionslevel von WNT5A
sind forderlich fir die Entwicklung dopaminerger Mittelhirnneurone (Parish et al., 2008;
Rayasam et al., 2009).

PARKIN kann Multi-Proteinkomplexe eingehen, Interaktionspartner sind unter anderem
CHIP (Carboxyl Terminus of the Hsc70-Interacting Protein), HSP70 (Heat Shock Protein
70), PAEL-R, UBCH?7 (ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3), a-SYN (s.0.), Synphillin-1 und
Ubiquitin (Chung et al., 2001; Imai et al., 2002; Shimura et al., 2001).

In Drosophila-Studien konnte gezeigt werden, dass PARKIN und PINK1 in einem
gemeinsamen Signalweg vor oxidativem Stress schiitzen, wobei PARKIN downstream von
PINK1 agiert (Clark et al., 2006; Park et al., 2006; Poole et al., 2008).

23



Einleitung

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die gegenwartige Situation der Erforschung der Pathomechanismen des PD gleicht einem
Puzzle, bei dem viele Teile bekannt sind, aber das Gesamtbild sich noch nicht erschlief3t.
Vergleichende Genexpressionsanalysen von PD-Patienten und gesunden Kontrollen leisten
hier einen bedeutenden Beitrag, da von den Kontrollen abweichend regulierte Gene weitere
Puzzlestiicke darstellen und die in Kombination mit komplentédren Mausmodellanalysen und
genomweiten Genassoziationsstudien zum Gesamtbild der PD-Pathogenese beitragen kdnnen.
Die vorliegende Studie soll zu einem Dbesseren Verstandnis der ursdachlichen oder
moglicherweise kompensatorischen Mechanismen des PD beitragen, und so idealerweise neue
Ansatzpunkte fur die Entwicklung von neuen Therapiestrategien des PD molekular definieren.
Zur Erreichung dieses Ziels wurden mittels geeigneter Einzelzelltechniken (UV-LMD und
real-time gPCR) die mRNA-Level von in diesem Kontext relevanten Kandidatengenen (mit
Fokus auf DA Markergene und aktivitatsregulatorische lonenkanéle) in DA post-mortem
Mittelhirnneuronen von PD-Patienten und gematchten, nicht an PD erkrankten Kontrollen
quantifiziert und verglichen.
Um die Analyse der Genexpression einzelner DA Mittelhirnneurone aus humanem post-
mortem Material auch bei signifikanten Gewebe und RNA-Qualitatsunterschieden zu
ermoglichen, sollte methodisch die UV-LMD real-time qPCR Einzelzelltechnik entsprechend
optimiert werden, und dartiberhinaus auf die Analyse von PFA-fixiertem Gewebe, sowie auf
die Analyse von Mikro RNA (miRNA) erweitert werden.
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten vier Klassen von Kandidatengenen wurden in
komplementdren Mausansatzen mit ahnlicher Fragestellung in der eigenen Arbeitsgruppe
selbst, oder von unseren Kooperationspartnern oder humanen, genomweiten Assoziations-
studien identifiziert.
Im speziellen wurde die Expression der
- DA Markergene TH, DAT, VMAT2, D2, ENO2, CB, NURR1, PITX3, sowie der
miRNA miR-133b
- der lonenkanalgene KIR6.2, SUR1, SUR2, NMDAR1, GIRK2, CaV1l.3, Kv4.3,
HCN2 und TRIP8B
- der fur die meisten familidren Formen des PD kausalen Gene alpha-Synuclein
(PARK1&4) und LRRK2 (PARKS)
- sowie der von uns oder unseren Kooperationspartnern im Mausmodellansatzen
identifizierten Kandidatengene LDH-B, GSK3pB und IGSF-4, bzw. FREQ und
HOMER1

24



Einleitung

erfolgreich untersucht.

Folgende spezifische Fragen sollten geklart werden:

A) Findet sich eine ggf. orchestrierte mRNA-Expressionsédnderung in diesen vier Klassen
von Kandidatengenen in individuellen DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen?

B) Ist eine ggf. gednderte Genexpression auf Einzelzellebene mit einer Expressions-
anderung der miRNA miR-133b assoziiert, wie vor kurzem mittels Gewebeanalysen
vorgeschlagen wurde?

C) Liefert eine detektierte Expressionsanderung ggf. Hinweise auf neue ursachliche oder

kompensatorische, zellspezifische Pathomechanismen des PD?

Alle methodischen und inhaltlichen Zielsetzungen konnten im Rahmen der vorliegenden

Arbeit erfullt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Hardware

Alle Gerate, die zur Versuchsdurchfuhrung eingesetzt wurden, sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.
Standard-Laborgerate werden nicht gesondert aufgefiihrt. Besonderheiten und Funktions-
weisen spezieller Geréte, sowie in Verbindung mit Gerdten eingesetzte Computer und
Software werden im Folgenden nédher beschrieben.

Zur Steuerung einiger Laborgerate, zur Datenaufnahme und zur Auswertung wurde spezielle
Software (Tab. 2) eingesetzt. Alle verwendeten Programme liefen unter dem Betriebssystem
Microsoft Windows XP Professional, die Auswertung auf der x64 Edition, Version 2003 mit
Service Pack 2. Die Datenaufnahme erfolgte unter Verwendung der zu den jeweilig
verwendeten Geraten mitgelieferten Softwarepakete.

Software Version Verwendung Hersteller

2100 Expert Software B02.05.S1360 RNA-Qualitatsbestimmung Agilent, Béblingen/Waldbronn, DE
Excel 10.6856.6858 SP3  Statistik / Analyse Microsoft, Redmond, USA

File Builder 3.1 custom assay design Apllied Biosystems, Foster City, USA
IM1000 V5R 190 Bildarchivierung LMD Leica Microsystems, Wetzlar, DE
LMD6000 6.6.3.3564 Lasermikrodissektion Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Oligo 6 Primer Analysis Software 6.71 Primerdesign Medprobe, Oslo, N

pHOptica Software 1.01 pH-Wert Bestimmung WPI, Sarasota, USA

Picodrop Software 2.06 Konzentrationsbestimmung  Biozym, Hess. Oldendorf, DE

R 2.8.1 Statistik / Analyse open source, http://www.r-project.org/
SDS 2.3/21 real-time qPCR Apllied Biosystems, Foster City, USA
Statistikpaket coin 1.0-10 Statistik / Analyse open source, http://www.r-project.org/

Tabelle 2 — Software.

Auflistung der verwendeten Software und zugehdriger Versionsnummer. Alle Software wurde unter dem

Betriebssystem Microsoft Windows XP Professional verwendet.

Alle PCs (Arbeitsplatzcomputer, engl. personal computer, x86-Prozessoren, 32 Bit-Systeme)
zur Steuerung und Datenaufnahme der computergesteuerten Geréte erfiillten die System-
mindestanforderungen fir den Anschluss der Gerate (ggf. mit bendtigten Zusatzmodulen) und
fur die entsprechende Software. Das Auslesen von Daten und die spateren Analysen erfolgten
auf einem DELL Precision 390 mit Intel Core2 CPU 6700 Prozessor (Leistung: 2,66 GHz,
DELL, Limerick, IRL).
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Geratbezeichnung Verwendungszweck

Hersteller, Ort

-80er Gefrierschrank Kryoasservierung

NationalLabs, Mélin, DE

-80er Gefriertruhe Kryoasservierung

NationalLabs, Mélin, DE

Agilent Bioanalyzer 2100
Chip-Vortexer

RNA-Integritatsbestimmung
Vortexen von Agilent Chips

Agilent, Béblingen/Waldbronn, DE
Agilent, Béblingen/Waldbronn, DE

Ausbackofen MINO/50/F Hitzesterilisation (Glas/Keramik 175°C; Metall 225°C)

GENLAB, Widnes, UK

Centrifuge 5840R Zentrifugation

Eppendorf, Hamburg, DE

DMC-TZ2 Lumix Digitalkamera Dokumentation von Gewebe

Panasonic, Kadoma/Osaka, JP

Feinwaage CPA 124S Wiegen

Satorius, Géttingen, DE

Galaxy Mini Centrifuge Zentrifugation

VWR, West Chester (PA), USA

Gefriermikrotom, Kryotom,
Kryostat CM 1850

Gefrierschnittanfertigung

Leica, Nussloch, DE

Geldokumentationssystem BioDoc |1 Gelelektropherogramm-Dokumentation

Analytik Jena/Biometra, Jena, DE

mit integrierter Heizplatte (RCT classic)

Gelkammer DNA-Gelelektrophorese selbst gebaut, Werkstatt, Universitdt Marburg/UIm, DE
GeneAmp 7900HT real-time gPCR Applied Biosystems, Foster City (CA), USA

Leica LMD6000 Lasermikrodissektion Leica microsystems, Wetzlar, DE

Magnetrihrer Ansetzen von Ldsungen IKA, Staufen, DE

Mikrowelle Family 1 Aufkochen von Agarose in TAE

Privileg, Miinchen, DE

MiniSpin plus Zentrifugation

Eppendorf, Hamburg, DE

PCR-Maschine
GeneAmp® PCR System 9700

qualitative PCR

Applied Biosystems, Foster City (CA), USA

pH-Meter pHOptica pH-Bestimmung in Geweben und von Ldsungen

World Precision Instruments (WPI), Sarasota (FL), USA

Picodrop Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Pipet-Boy Pipetus-Akku Pipettieren

Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt, DE

Spannungsquelle (Power Supply) Spannungsversorgung Gelkammern

Analytik Jena/Biometra, Jena, DE

Stereomikroskop M165 C Mikroskopie/Préparation

Leica microsystems, Wetzlar, DE

Sterilwerkbank
mit UV-C Sterilisationslichtquelle

Ansetzen aller Einzelzellreaktionen, steriles Arbeiten
UV-C-Sterilisation

Heraeus, Hanau, DE

Techfreeze, -20°C Tischgefriergerat Kiihlung von Enzymen

Techne, Jahnsdorf, DE

Thermomixer Comfort Probeninkubation unter Schiitteln

Eppendorf, Hamburg, DE

ThermoStat Probeninkubation

Eppendorf, Hamburg, DE

Tabelle 3 — Laborgeréte.

Ubersichtstabelle von Gerdaten, die im Verlauf dieser Arbeit zum Einsatz kamen. Standard-Laborgerate

werden nicht gesondert aufgefuhrt.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

In Tabelle 4 sind die

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

zusammengestellt. Standardartikel sind nicht gesondert aufgefuhrt.

Materialbezeichnung

Hersteller, Ort

Inorganic Membrane Filter, Anotop10, 0,02um, 10mm, 50Units-sterile

Whatman, Maidstone, UK

0,5 ml ReaktionsgeféRe: single sealed safe lock tubes

Eppendorf, Hamburg, DE

0,5 ml ReaktionsgefaRe: thin walled PCR-tubes with flat cap

Eppendorf, Hamburg, DE

1,5 ml ReaktionsgefaRe: single sealed

Eppendorf, Hamburg, DE

MicroAmp, Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, PCR Compatible, DNA/ RNA/ RNase

Applied Biosystems, Foster City (CA), USA

Apollo Ever-Sharp-Blades, 5 Klingen, Herkenrath- Solingen

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE

Director Laser Microdissection Slides

Expression Pathology Inc., Rockville (MD), USA

Falcon-Siebe

Werkstatt, Universitiat Marburg/UIm, DE

Superfrost-Objekttrager, Menzel-Gléser, geputzt, gebrauchsfertig, geschnitten, 76x26mm

Menzelglaser (Thermo Fisher Scientific), Braunschweig,

Leica Disposable Micrtome Blades 819, Model:819

Leica , Wetzlar, DE

MicroAmp Optical Adhesive Film, PCR Comatible, DNA/ RNA/ RNase Free

Applied Biosystems, Foster City (CA), USA

Parafilm

Brand, Wertheim, DE

PCR-Stripes

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

PEN-Slides, Nuclease and Human Nucleic Acide Free, PEN Membrane 2 um,
Certified DNA/ RNase/ DNase Free (PEN — Poly-Ethylen-Naphthalat)

MicroDissect, Mittenaar, DE

Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000 ul — low retention, Nuklease-frei)

Kobe, Marburg, DE

Wischtiicher, Kim Wipes KimTech science, Precision Wipes, 4,4x8,4in./po (11x21cm), white

Marco-Martin GmbH & Co, Freiburg im Breisgau, DE

Tabelle 4 — Verbrauchsmaterialien.

Ubersicht der eingesetzten Verbrauchsmaterialien. Standardartikel sind nicht gesondert aufgefiihrt.

2.1.3 Verwendete Chemikalien

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien und Kits sind im

Folgenden tabellarisch aufgelistet (Tab. 5). Nicht gesondert aufgefuhrte Chemikalien wurden

von Sigma (Miinchen, DE) bezogen.

27




Material und Methoden

Chemikalien- / Kit-Bezeichnung

Hersteller, Ort

10x RT Puffer aus
TrisHCI, pH 8 [100 mM]
dNTPs [je 20 mM]
random Hexamere [1 mM]

Sigma, Miinchen, DE
GE Healthcare, Freiburg, DE
Roche, Mannheim, DE

10x TAE (Tris-Acetat-EDTA)

Eppendorf, Hamburg, DE

2-Mercaptoethanol, B-Mercaptoethanol

Sigma, Miinchen, DE

Agarose

Biozym, Hess. Oldendorf, DE

Agilent (Nano/small Chips + Kits)

Agilent, Béblingen, DE

Cresylviolett-Acetat, 68 % Dye

Sigma, Miinchen, DE

Einbettmedium, TissueTec (tissue freezing medium)

Leica, Nussloch, DE

Ethanol absolut, puriss p.a.

Sigma, Miinchen, DE

Ethanol, anhydrous

Alfa Aesar, Karlsruhe, DE

Ethidiumbromid, EtBr [10 mg/ml]

Sigma, Miinchen, DE

Glycogen [5 mg/ml]

Ambion, Huntington, UK

GroRenmarker, 100 bp Leiter

Fermentas, St. Leon-Rot, DE

HotStar-Tag-PCR-Mix

Qiagen, Hilden, DE

Human Substantia Nigra Total RNA
Cat# AM6866; 1 mg/ml; pH 6,4; RIN 6,3

Ambion, Huntington, UK

Isofluran, Forene

Abott, Wiesbaden, DE

Isopropanol, 99 %

Sigma, Miinchen, DE

Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator

Merck, Darmstadt, DE

loading dye (Ladepuffer, 6x)

Fermentas, St. Leon-Rot, DE

miScript PCR System

Qiagen, Hilden, DE

miScript Precursor Assay

Qiagen, Hilden, DE

miScript Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

miScript Universal Primer

Qiagen, Hilden, DE

Molekularsieb, 0.3 nm

Merck, Darmstadt, DE

Natrium-Acetat, NaAc, ph 5.5 [3 M]

Ambion, Huntington, UK

Nonidet P40, NP40, 10 %

Roche, Mannheim, DE

Paraformaldehyd, PFA (37%)

J.T. Baker, Phillipsburg (NY), USA

polydC [1 pg/ul]

Amersham Biosciences, Freiburg, DE

polyl [1 pg/ul]

Sigma, Miinchen, DE

Proteinase K [2,5 U/ul]

Roche, Mannheim, DE

QuantiTect Probe gPCR Master Mix

Qiagen, Hilden, DE

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix

Qiagen, Hilden, DE

QuantiTect Probe gPCR Master Mix

Qiagen, Hilden, DE

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix

Qiagen, Hilden, DE

RedTag-PCR Mix

Sigma, St. Louis, DE

RNase-ExitusPlus, fliissig

Applichem, Darmstadt, DE

RNase-Zap, Wischtiicher

Ambion, Huntington, UK

RNeasy FFPE Kit

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy MINI Kit

Qiagen, Hilden, DE

SuperRNasin, SRS [20 U/ul]

Ambion, Huntington, UK

SuperScript 11 RNase H-Reverse Transcriptase
(Komponenten: 5xFirst-Strand Buffer und DTT [0,1 M])

Invitrogen (ABI), Karlsruhe, DE

Wasser (Molekularbiology Grade 1L+5L)

Eppendorf/5Prime, Hamburg, DE

Universal Human Reference RNA (Cat#740000)

Stratagene/Agilent, Boblingen, DE

UVpette tip, 10 ul Pippetenspitze

Biozym, Hess. Oldendorf, DE

Xylen, 99%

Sigma, Miinchen, DE

Tabelle 5 — Chemikalien und Kits.

Ubersichtstabelle von im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und Kits. Kitbeschreibungen
und Inhalte siehe Text. Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien waren von Sigma, Minchen, DE.

2.1.4 Geninformationen

Geninformationen wie Exonnomenklatur, Basenpaaranzahl (bp) und Aminosdureanzahl sind

der Nukleotiddatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) von NCBI (National

Center for Biotechnology Information) vom Stand des 15.11.2009 entnommen und in

Tabelle 6 zusammengestelit.
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Gen vollstandiger Name & weitere kodiert auf Anzahl splicevarianten mRNA Lt?inge [bp] Proteingrofe Acc. No.
Abkiirzungen Chromosom Exons Transkriptlange  (Anzahl AS) (NCBI)
TH Tyrosin-Hydroxylase, TYH 11p15.5 14 Isoform A 1910 528 NM_199292
13 Isoform B 1817 497 NM_000360
14 Isoform C 1898 524 NM_199293
DAT Dopamintransporter, SLC6A3, DAT1 5p15.3 15 3925 620 NM_001044
VMAT2 vesikularer Monoamintransporter, 10g25 16 1894 514 NM_003054
SVAT, SVMT, VAT2, SLC18A2
GIRK2 G-Protein aktivierter, 21022.1; 21922.13- 4 2485 423 NM_002240
einwartsgerichteter Kaliumkanal, q22.2
KCNJ6, BIR1, KATP2, KCNJ7,
Kir3.2
D2 Dopamin-Rezeptor vom Typ 2, D2R, 11923 8 Isoform A (long) 2643 443 NM_000795
D2DR, DRD2 8 Isoform B (short) 2556 414 NM_016574
NR4A2 nuklearer Rezeptor, NOT, RNR1, 2q22-923 8 Isoform A 3447 598 NM_006186
HZF3, TINUR, NURR1 8 Isoform B 3393 580 NM_173171
8 Isoform C 3326 455 NM_173172
8 Isoform D 3269 535 NM_173173
PITX3 Paired-like Homeodoménen 10925 4 1407 302 NM_005029
Transkriptionsfaktor 3, PTX3,
CTPP4
miR-133b miRNA 133b 6p21 - 22 - MIMATO0000770
CcB Calbindin, CALB1, CALB 8021.3-922.1 11 2531 261 NM_004929
o-SYN a-Synuklein, PARK1, PARK4, 4921 6 NACP140 1534 140 NM_000345
(NACP140, SNCA, PD1, NACP, MGC110988 5 NACP126 1492 126
PARK , 5 NACP112 1450 112 NM_007308
PARK 4) 4 NACP98 1408 98
LRRK2 Leuzin-reiche Repeat Kinase 2, 12g12 51 9234 2527 NM_198578
(PARK 8) PARKS, RIPK7, ROCO2, AURA17,
DARDARIN
PARKIN Parkin, PARK2, PDJ, PRKN, AR-JP, 6025.2-027 12 Isoform 1 2960 465 NM_004562
(PARK 2) LPRS2 11 Isoform 2 2876 437 NM_013987
9 Isoform 3 2513 316 NM_013988
KCND3 a-Untereinheit spannungsabhangiger 1p13.3 8 Isoform 1 2693 655 NM_004980
A-Typ-Kaliumkanale Kv4.3, 7 1soform 2 2636 636 NM_172198
KCND3L, KCND3S, KSHIVB,
MGC142035, MGC142037
KCNIP3 B-Untereinheit spannungsabhéngiger 2g21.1 9 Isoform 1 2928 256 NM_013434
A-Typ-Kaliumkanéle KChip3, 8 Isoform 2 2735 230 NM_001034914
Calsenilin, KCHIP3, CSEN,
DREAM, MGC18289
HCN2 Hyperpolarisations- und cyclische 19p13.3 8 3459 889 NM_001194
Nukleotid-gesteuerter Kationen
Kanal HCN 2, BCNG2, HAC-1,
BCNG-2
HCN3 Hyperpolarisations- und cyclische 1922 8 3717 774 NM_020897
Nukleotid-gesteuerter Kationen
Kanal HCN 3, KIAA1535,
MGC131493
HCN4 Hyperpolarisations- und cyclische 15q24-925 8 5065 1203 NM_005477
Nukleotid-gesteuerter Kationen
Kanal HCN 4
PEXS5L Peroxisomaler Begenesefaktor 5- 3026.33 15 3577 626 NM_016559
ahnliche B-Untereinheit von HCN-
Kanélen, TRIP8f, TRIP8b, PXR2,
PEX5R, PXR2B
KCNN3 SK3 Kaliumkanal, hSK3, SKCA3, 1g21.3 8 Isoform 1 3060 731 NM_002249
KCa2.3 8 Isoform 2 1981 426 NM_170782
CaVvl.2 ol-Untereinheit 12p13.3 50 Isoform 1 13729 2221 NM_199460
spannungsabhangiger Calciumkanale 50 1soform 2 13624 2186 NM_001129827
CACECA:&E’ Eﬁgniﬁcm 46-48 Isoform 3-20 13447-13603 21272179 NM_001129829-
! ! NM001129843
MGC120730
CaVvl.3 al-Untereinheit 3p14.3 49 Isoform 1 7771 2181 NM_000720
spannungsabhangiger Calciumkanéle 49 Isoform 2 7711 2161 NM_001128840
CACNAID, CACHS3, CACN4, 45 Isoform 3 7639 2137 NM_001128839
CCHL1A2, CACNL1A2
KIR6.2 ATP-sensitive 11p15.1 1 3418 390 NM_000525

Kaliumkanaluntereinheit KCNJ11,
BIR, HHF2, PHHI, IKATP, TNDM3,
MGC133230

Tabelle 6 — Tabellarische Zusammenstellung der wichtigsten Genbank-Informationen aller im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Gene.
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Gen vollstandiger Name & weitere kodiert auf Anzahl splicevarianten mMRNA Lé.inge [bp] ProteingroRe Acc. No.
Abkiirzungen Chromosom Exons Transkriptlange  (Anzahl AS) (NCBI)
SUR1 ATP-sensitive 11p15.1 39 4980 1581 NM_000352
Kaliumkanaluntereinheit ABCC8,
HI, SUR, HHF1, MRP8, PHHI,
ABC36, HRINS, TNDM2
SUR2 ATP-sensitive 12p12.1 38 Isoform 1 (A) 4670 1549 NM_005691
Kaliumkanaluntereinheit ABCC9, 38 Isoform 2 (B) 8325 1549 NM_020297
ABC37, CMD10, FLI36852 37 Tsoform 3 (AS14) 4562 1513 NM_020298
NMDAR1 Neurtransmitter-gesteuerter NMDA- 9g34.3 19 Isoform 1 3902 885 NM_000832
Rezeptor, GRIN1, NR1, NMDA1 19 1soform 2 4265 901 NM_021569
20 Isoform 3 4376 938 NM_007327
CCND1 Cyclin D1, PRAD1, BCL1, U21B31, 113 5 4304 295 NM_053056
D11S287E
TIF-1A RNA-Polymerase | 16p12 18 3762 651 NM_018427
Transkriptionsfaktor, RRN3
ATM Ataxia telangiectasia mutated, AT1, 11922-923 63 Isoform 1 13147 3056 NM_000051
ATA, ATC, ATD, ATE, ATDC,
TEL1, TELO1, MGC74674, 37 Isoform 2 8977 NM_138292
DKFZp781A0353
LDH-B Laktat-Dehydrogenase B 12p12.2-p12.1 8 1321 334 NM_002300
FREQ Calciumsensor Frequenin, FLUP, 9q34 8 Isoform 1 5009 190 NM_014286
NCS1, DKFZp761L1223 8 1soform 2 4878 172 NM_001128826
IGSF4 Immunglobulin-Serumfaktor 4, 11923.2 10 Isoform 1 4324 442 NM_014333
CADM1, BL2, ST17, NECL2, 9 1soform 2 4240 414 NM_001098517
RAL175, TSLC1, IGSF4A, SYNCAM
HOMER1 humanes Drosophila-Homolog zu 5q14.2 9 4228 354 NM_004272
Homer, SYN47, VES-1
WNT5A Signalprotein Wnt-Pathway 3p21-pl4 5 5855 380 NM_003392
ENO2 neuronspezifische Enolase 2, NSE 12p13 12 2423 434 NM_001975
GSK3B Glycogen-Synthase-Kinase 3f 3q13.3 12 1639 433 NM_002093
JMJD1C Thyroid interagierende Protein 8, 10g21.2-q21.3 27 Isoform 1 8762 2540 NM_032776
TRIP8, FLJ14374, KIAA1380, 27 Isoform 2 8415 2303 NM_004241
RP11-10C13.2, DKFZp761F0118
ACTB B-Actin, PSITPSBP1 7p15-p12 6 1852 375 NM_001101
miR-133a miRNA 133a 18q11.2 - Isoform 1 22 - MIMATO0000427
20q13.33 Isoform 2 (Pre: M10000450/1)
Pre-miR-133b Pra miRNA 133b 6p21 - 119 - MI0000822
(human)

(Fortsetzung) Tabelle 6 — Tabellarische Zusammenstellung der wichtigsten Genbank-Informationen aller
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gene.

2.1.5 Oligonukleotide (Primer, Probes)

Im Folgenden sind die fur die quantitative real-time PCR verwendeten Primer (SYBRgreen)
und Primer-Probe-TagMan-Assays, sowie fir die qualitative Multiplex-Nested-PCR

verwendeten Primer tabellarisch aufgelistet (Tab. 7 - 9).

2.1.5.1 Humane TagMan Assays und miScript-SYBRgreen Assay

Gen Genbank Accession No. u -
Assay 1D Reporter-Kontextsequenz-Quencher (ggf. Primersequenzen) (NCBI) Assaylange [bp] - Ex-Ex-Ubergang

custom assay 0-SYN (NACP112) NM_007308 65 X4-x6
Probe: FAM-ACCCTTCCTTGCCCAACTG-NFQ
Primer F: CCACTGGCTTTGTCAAAAAGGA
Primer R: GGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGAT

Hs00240906_m1  a-SYN (NACP112, NACP140) NM_000345, 62 X3-x4

Probe: FAM-TGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAA-NFQ NM_007308

custom assay 0-SYN (NACP126) NM_000345.2 80 X2-x4
Probe: FAM-CAGCCACTACATAGAGAACA-NFQ ohne Exon 3

Primer F: GCAGCAGGAAAGACAAAAGAGG
Primer R: TTGTCACTTGCTCTTTGGTCTTCT
custom Assay ACTB, p-Actin NM_001101 63 X2-x3

Probe: FAM-CACGCCCTGGTGCCTG-NFQ
Primer F: GCCGTCTTCCCCTCCAT
Primer R: CTGACCCATGCCCACCAT

Tabelle 7 — Humane TagMan- und miScript-SYBRgreen-Assays.
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A D Gen Genbank Accession No. A 14 b Ex-Ex-Ub
ssay Reporter-Kontextsequenz-Quencher (ggf. Primersequenzen) (NCBI) ssaylange [bp] Ex-Ex-Ubergang
Hs00930499_m1  CACNALC, CaV1.2 NM_000719.5 62 x44-x45
Probe: FAM-GGCTCACAGAAGTCCAAGACACGGC-NFQ
Hs01073331_m1  CACNAILD, CaVv1.3 NM_000720.2, 68 x37-x38
Probe: FAM-AAGATCAAGACCGAAGGGAACCTGG-NFQ NM_001128840.1,
NM_001128839.1
Hs01073340_m1  CACNAILD, CaV1.3 NM_000720.1 57 x12-x13
Probe: FAM-TAATGCAGCAACAGATCATGGCAGT-NFQ
Hs01077193_m1  CB NM_004929 72 X2-X3
Probe: FAM-CGAAAGAAGGCTGGATTGGAGTTAT-NFQ
Hs01014209_m1 D2 NM_000795, 58 X4-X5
Probe: FAM-ATAACGCAGACCAGAACGAGTGCAT-NFQ NM_016574
custom assay D21 NM_000795 72 X5-X6

Probe: FAM-CCACTAAAGGGCAACTGT-NFQ
Primer F: GCTTTCAGGGCCCACCT
Primer R: CGGTGCAGAGTTTCATGTCCT
custom assay D2s NM_016574 73 X5-x7
Probe: FAM-CCACTAAAGGAGGCTGCCCG-NFQ
Primer F: GCTTTCAGGGCCCACCT
Primer R: CATCTCCATCTCCAGCTCCTG

Hs00997374_m1 DAT NM_001044 56 x9-x10
Probe: FAM-TATCGACAGCGCCATGGGTGGTATG-NFQ

Hs00157360_m1 ENO2 NM_001975.2 7 X7-x8
Probe: FAM-CCTGGAGAACAGTGAAGCCTTGGAG-NFQ

Hs00977274_m1  FREQ NM_014286 60 X4-X5
Probe: FAM-TACGGTGGGCCTTCAAGCTCTACGA-NFQ

custom assay GIRK2 NM_002240 71 X2-x3

Probe: FAM-CTCCAGGACGTTAGTCATG-NFQ
Primer F: CAATGGCCAAGCTGACAGAATC
Primer R: GCTTTCGACGTCCTGATCCAT

Hs01047719_m1 GSK3B NM_002093.2 65 x1-x2
Probe: FAM-CATGAAAGTTAGCAGAGACAAGGAC-NFQ
custom assay HCN2 NM_001194 62 X2-x3

Probe: FAM-CATGTGGAAGATCTCCTCCC-NFQ
Primer F: GCCTGATCCGCTACATCCAT
Primer R: GCTGGCCAGGTCATAGGT

Hs00380018_m1 HCN3 NM_020897.1 69 X6-X7
Probe: FAM-ATGGATCCTACTTTGGGGAGATCTG-NFQ

Hs00975492_m1 HCN4 NM_005477.1 62 x3-x4
Probe: FAM-AACATGGTGAACAACTCCTGGGGGA-NFQ

Hs01029336_m1 HOMER1 NM_004272 71 X5-x6
Probe: FAM-CATTTTCACATAGTTCAGCAATCAG-NFQ

Hs00204937_m1 IGSF-4 NM_014333 63 x1-x2
Probe: FAM-TGATCCCCACAGGTGATGGGCAGAA-NFQ

custom assay JMJD1C NM_004241 73 x12-x13

Probe: FAM-ATTTGCCAGGATTTTTT-NFQ
Primer F: CAGAAGGAAAATTCAATTTGGCCTCT
Primer R: CACAACCTGGGTCCTAGATCAG

Hs00542597_m1 KCND3, Kv4.3 NM_172198.1, 74 X6-X7
Probe: FAM-TCACAACCAGTCGCTCCAGCCTTAA-NFQ NM_004980.3 X7-x8

Hs00173310_m1 KCNIP3, KChip3.1 NM_001034914.1, 80 X4-x5
Probe: FAM-CCATCCACTTTGAGGACTTTGTGGT-NFQ NM_013434.4 X5-X6

Hs01546817_m1 KCNN3, SK3 NM_170782.1, 68 x3-x4
Probe: FAM-TGTCTGTGAAAGGTACCATGACCAG-NFQ NM_002249.4

Hs00265026_s1 KIR6.2 NM_000525.3 55 -
Probe: FAM-AGAACGGCGTGGGTGGCAACAGCAT-NFQ

custom Assay LDH-B NM_002300 70 X2-x3

Probe: FAM-TCAGCCAGAGACTTTC-NFQ
Primer F: TGGTATGGCGTGTGCTATCAG
Primer R: CAAAACATCCACAAGAGCAAGTTCA

Hs00968187_m1 LRRK2 NM_198578 63 x33-x34
Probe: FAM-AAAATCATGGCACAGATTTTGACAG-NFQ
MS00007385 miR-133b MIMAT0000770 - -
Sequenz: 66 - uuugguccccuucaaccagcua - 87
Hs00609557_m1 NMDAR1 NM_000832.5, 61 x1-x2
Probe: FAM-CTCCAGCCAGGTCTACGCCATCCTA-NFQ NM_021569.2,
NM_007327.2
Hs00428691_m1 NR4A2 NM_173171, 69 X5-X6
Probe: FAM-GGACTATTCCAGGTTCCAGGCGAAC-NFQ NM_173172,
NM_173173,
NM_006186
Hs01038322_m1  PARKIN NM_013987 68 X5-x6
Probe: FAM-CGTGCACAGACGTCAGGAGCCCCGT-NFQ NM_013988 X3-x4
NM_004562 X6-X7
Hs00912929_m1 PEX5L, TRIP8B NM_016559.1 64 x3-x4
Probe: FAM-TTACTATGACATCACAGCTGGTGAA-NFQ
custom Assay PITX3 NM_005029.3 53 X2-x3

Probe: FAM- CTGAGTCGCTGTGCTCC -NFQ
Primer F: GCACGGCTGCAAGGG
Primer R: GCGAAGCCGAGGCCTTT

(Fortsetzung) Tabelle 7 — Humane TagMan- und miScript-SYBRgreen-Assays.
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Gen Genbank Accession No. u -
Assay 1D Reporter-Kontextsequenz-Quencher (ggf. Primersequenzen) (NCBI) Assaylange [bp] - Ex-Ex-Ubergang
Hs01093770_m1  SURL NM_000352.3 57 x3-x4
Probe: FAM-AGCTGCTAATTGCCCTGCTGGTGTA-NFQ
Hs01093743_m1  SUR1 NM_000352.3 64 x12-x13
Probe: FAM-GTCAAAGCTCTAGTGAGCGTGCAAA-NFQ
Hs01074087_m1  SUR2 NM_005691.2, 64 x14-x15
Probe: FAM-CATTGCAATAAAGGTCACAAATGGA-NFQ NM_020297.2,
NM_020298.2
Hs01072311_m1  SUR2 NM_005691.2, 57 x32-x33
Probe: FAM-TGGACAAAAGGTGGGCATATGTGGT-NFQ NM_020297.2, x32-x33
NM_020298.2 x31-x32
Hs00165941_m1  TH NM_199292, 63 x3-x4
Probe: FAM-AAGGTGTTTGAGACGTTTGAAGCCA-NFQ NM_199293,
NM_000360
Hs00996838_m1  VMAT2 NM_003054 67 x3-x4
Probe: FAM-ATAGGACTACTGACCAACAGAATTG-NFQ
Hs00998537_m1  WNTS5A NM_003392 61 X4-X5

Probe: FAM-CGGCCGCAGGACGGTGTACAACCTG-NFQ

(Fortsetzung) Tabelle 7 — Humane TagMan- und miScript-SYBRgreen-Assays.

In der Tabelle sind alle verwendeten, humanen real-time qPCR Assays aufgefuhrt. In der ersten Spalte ist
der Assay-ldentifikationsname (ID) von Applied Biosystems oder Qiagen (miScript) angegeben, bzw.
aufgeftihrt, ob es sich um einen selbst designten Assay (custom Assay) handelt. In der zweiten Spalte sind
das detektierte Gen und die Primer- und Probesequenzen mit dazugehérigem Label angegeben (FAM —
Fluoreszenzfarbstoff, Phosphoramidit-Derivat von 6-Carboxyfluorescein, NFQ - non-fluorescent
quencher). Die letzte Spalte gibt den Exoniibergang des Assays an. Von vorgefertigten Assays mit ID
wurde nur die Reportersequenz (Probe) bekanntgegeben. Der aufgefiihrte miScript Assay ist kein
TagMan Assay, sondern ein SYBRgreen Assay (Ex, x — Exon; NCBI - National Center for Biotechnology
Information, bp — Basenpaare).

2.1.5.2 Murine TagMan-, miScript- und SYBRgreen-Assays

Gen . x -
Assay 1D Reporter-Kontextsequenz-Quencher (ggf. Primersequenzen) Genbank Accession No. (NCBI)  Assaylange [bp] Ex-Ex-Ubergang
custom Assay B-Actin NM_007393.3 83 x3-4
Probe: FAM-ATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACAC-NFQ
Primer F: CCCTAAGGCCAACCGTGAA
Primer R: CAGCCTGGATGGCTACGTACA
MmO00469062_m1  Eno2 NM_013509.2 76 X7-x8
Probe: FAM-TCCTGGAGAACAGCGAAGCCTTGGA-NFQ
MmO00440050_s1  Kir6.2 NM_010602 129
AGCGCAGTGTGGCTGTGGCGAAGGC
MmO00493146_m1  Ldh-2 NM_008492.2 72 X7-x8
Probe: FAM-TACCATGGTGAAGGGAATGTACGGC-NFQ
MS00007378 miR-133a (1 und 2) MIMAT0000427
Sequenz (miR-133al): 53 - uuugguccccuucaaccageug - 74
Sequenz (miR-133a2): 59 - uuugguccccuucaaccageug - 80
MS00007385 miR-133b MIMAT0000770
Sequenz: 66 - uuugguccccuucaaccagcua - 87
Mm01210756_m1  Otoferlin NM_031875.2 62 X8-x9
Probe: FAM-ATGGATTACCAGGTCAGCATCACAG-NFQ NM_001100395.1 x9-x10
MmO01167272_m1  Prestin: NM_030727.4 60 X2-x3
Probe: FAM-GCTGTACGTTGGATCTAGTGGCCAT-NFQ
Mm00803450_m1  Surl NM_011510.3 77 x28-x29
GTCCAGGGACCTGCAGCAGCTGGAT
Mm00441638_m1 ~ Sur2 NM_011511, NM_021043, 73 x30-x31
GGAGGTCAGGACGGACTATCTGGGA NM_021041, NM_021042 x31-x32
custom Assay Th NM_009377.1 110 x11-x12

Probe: FAM-CTATGGAGAGCTCCTGCACTCCCTGTCA-NFQ
Primer F: GAATGGGGAGCTGAAGGCTTA
Primer R: CTGCTGTGTCTGGGTCAAAGG

Tabelle 8 — Murine TagMan-, miScript- und SYBRgreen-Assays.

In der Tabelle sind die verwendeten murinen TagMan Primer-Probe-Assays, selbstdesignten SYBRgreen
Assays und miScript miRNA Assays aufgefiihrt. (Assay-ldentifikationsname (ID) bzw. custom Assay fur
selbst designte Assays; detektiertes Gen und Primer- und Probesequenzen (FAM — Fluoreszenzfarbstoff,
Phosphoramidit-Derivat von 6-Carboxyfluorescein, NFQ — non-fluorescent quencher), miScript Assays
mit Sequenz der miRNAs (Primersequenzen wurden von der Firma nicht genannt); Exontibergang des
jeweiligen Assays; von vorgefertigten Assays mit ID wurde nur die Reportersequenz (Probe)
bekanntgegeben).
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Selbstdesignte SYBRgreen gPCR Assays (Oligo 6)

Gen Primersequenz Genbank Accession No. (NCBI)  Assaylange [bp] Ex-Ex-Ubergang

Girkl Primer F: GAGGGACGGAAAACTCACTCT NM_008426 109 x1-x2
Primer R: TCAGGTGTCTGCCGAGATT

Girk2 Primer F: CGTGGAGTGAATTATTGAATCT NM_010606 103 x1-x2
Primer R: GTCATTTCTTCTTTGTGCTTTT

Girk3 Primer F: CAGAGGGAACCTAGGGTACTG NM_008429 118 x1-x2
Primer R: TTCCTAGGCTTTCAGGGTC

Girk4 Primer F: AAGTTAGCCCCAAGGGTTCG NM_010605 102 Xx1-x2

Primer R: CTGCCATGCTCCCAAGTACAC

(Fortsetzung) Tabelle 8 — Murine TagMan-, miScript- und SYBRgreen-Assays.

In der Tabelle sind die verwendeten murinen TagMan Primer-Probe-Assays, selbstdesignten SYBRgreen
Assays und miScript miRNA Assays aufgeftinrt. (Assay-ldentifikationsname (ID) bzw. custom Assay fur
selbst designte Assays; detektiertes Gen und Primer- und Probesequenzen (FAM — Fluoreszenzfarbstoff,
Phosphoramidit-Derivat von 6-Carboxyfluorescein, NFQ — non-fluorescent quencher), miScript Assays
mit Sequenz der miRNAs (Primersequenzen wurden von der Firma nicht genannt); Exoniibergang des
jeweiligen Assays; von vorgefertigten Assays mit ID wurde nur die Reportersequenz (Probe)
bekanntgegeben).

2.1.5.3 Murine Primer flr die qualitative Multiplex-Nested PCR

Gen Primer Sequenz (5°-3°) Genbank Acc. No. (NCBI)  Lage bp FragmentgréBe
(F-Forward, R-Reverse) (F5R3 [bp]
Cb F-auBen CGCACTCTCAAACTAGCCG M21531 87 891
R-auBen CAGCCTACTTCTTTATAGCGCA 977
F-innen GAGATCTGGCTTCATTTCGAC 167 440
R-innen AGTTCCAGCTTTCCGTCATTA 606
D2s/1 F-auBen CTGGTGTGCATGGCTGTATC NM_010077 289 821/908
R-auRen AGGGAGGTCCGGGTTTT 1196
F-innen TTCTACGTGCCCTTCATCG 721 338/425
R-innen GCAATCCTGGGATTGACAAT 1145
Dat F-auBen TTCTCCTCTGGCTTCGTTGT AF109072 1149 962
R-auRen TGGATTGGGTGTGAACAGTC 2110
F-innen CAACCTGTACTGGCGGCTAT 1625 234
R-innen GCATAGGCCAGTTTCTCTCG 1858
Gad65 F-auBen CATACGCAGACAGCACGTTT NM_008078 166 905
R-auRen AAAAGATTCCATCGCCAGAG 1070
F-innen GGGATGTCAACTACGCGTTT 606 389
R-innen CACAAATACAGGGGCGATCT 994
Gad67 F-auBen TGACATCGACTGCCAATACC 749976 731 1105
R-auRen GGGTTAGAGATGACCATCCG 1835
F-innen CATATGAAATTGCACCCGTG 761 702
R-innen CGGTGTCATAGGAGACGTCA 1462
Gfap F-auBen AGAACAACCTGGCTGCGTAT K01347 407 786
R-aufen GCTCCTGCTTCGAGTCCTTA 1192
F-innen AGAAAGGTTGAATCGCTGGA 472 517
R-innen CCAGGGCTAGCTTAACGTTG 988
Girk2 F-auBen GAGGCGATCAGGATGGAGT U11859 421 827
R-auRen GGAATAAACTCCCCCTCTGAA 1247
F-innen AGAAGAAATGACAATGGCCAA 474 766
R-innen CTCCCCCTCTGAAGTCTGTTT 1239
Th F-auRen CACCTGGAGTACTTTGTGCG M69200 387 1139
R-auen CCTGTGGGTGGTACCCTATG 1525
F-innen TGCACACAGTACATCCGTCA 936 377
R-innen TCTGACACGAAGTACACCGG 1312
vGlutl F-auBen TTGCGCAGTCGTCACATAAT NM_182993 1037 896
R-auBen GAGGTTGAACTGTCCCTCCA 1932
F-innen GCAGTTTCCAGGACTTCCAC 1649 207
R-innen ACTTTCAGGGGAGTCTGGGTA 1855

Tabelle 9 — Murine Primer fur die Multiplex-Nested-PCR.

In der Tabelle sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten murinen Primer fur qualitative Multiplex-
Nested PCR aufgefuihrt. AuBenprimerpaare werden fir eine Multiplex-PCR, Innenprimer fur die Nested-
PCR verwendet. Alle Primer waren bereits im Labor etabliert (NCBI - National Center for Biotechnology
Information, bp — Basenpaare).
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2.1.6 Losungen und Masteransatze

Die Zusammensetzung aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Ldsungen und
Mastermixe ist im Folgenden aufgelistet. Angaben (ul) beziehen sich auf eine Reaktion.
Masteransétze wurden mit jeweils 5 % mehr an Gesamtvolumen angesetzt. Es wurden, wenn
moglich, immer Nukleinséure-freie, zertifizierte Chemikalien derselben Lot-Nummer
verwendet. Auch das verwendete Wasser war stets zertifiziert Nukleinsdure- und Nuklease-
frei (Molecular Biology grade, Eppendorf/5Prime).

CV-Farbeldsung (1% CV in 100% EtOH) fiir Praparatefarbung (50 ml stock-Ldsung):
0,5 mg Cresylviolett-Acetat
auf 50 ml mit Ethanol absolut auffillen

EtOH-Verdunnungen fur Fixierreihe (je 50 ml Falcon):
75 % - 37,5 ml Ethanol + 12,5 ml Wasser
95 % - 47,5 ml Ethanol + 2,5 ml Wasser
100 % - 50 ml Ethanol
100 % - 50 ml Ethanol, anhydrous aus 1 | gesamt mit 25 g Molekularsieb

PFA-Fixierlosung fur Cochlea-Fixierung (200 ml stock-L6ésung):
PFA-LOsung:
8 g Paraformaldehyd
70 ml Wasser (PFA vorsichtig bei 60°C unter Abzug gel6st, 30 min gerihrt)
pH mittels NaOH und HCI auf 4,7 eingestellt, mit Wasser auf 100 ml aufgefllt
Losung A:
3,561 g Na;HPO4 x H,0
100 ml Wasser
Losung B:
2,76 g NaH,PO4 x H,0O
100 ml Wasser
4%ige PFA-Fixierlosung:
81 ml Losung A
19 ml Lésung B
100 ml PFA-LGsung
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10x RT-Puffer (fur Laser-Reaktionsmix, RT — reverse Transkriptase):
dNTPs (je 20 mM -> fur Endkonzentration 2 mM)
random Hexamere (1 mM -> fiir Endkonzentration 0,1 mM)
Tris HCI (100 mM -> fiir Endkonzentration 10 mM, pH = 8)

Laser-Reaktionsmix (fur Zelllyse und cDNA-Synthese von Lasermikrodissektaten):
1 ul 5x FSB (5x First Strand Buffer, 250 mM TrisHCI pH 8.3, 375 mM KCl,
15 mM MgCly)
0,5 pl 10x RT-Puffer
0,5 ul DTT (100 mM)
0,5 pl polyl (Poly-Inositol, 1ug/ul)
0,25 pl NP40 (1:10 Nonidet P40, finale Konzentration 0,5%)
0,25 pl SRS (SuperRNasin, 20 U/ul)
1,7 pl Wasser
nach Zelllyse + 0,3 ul reverse Transkriptase (200 U/ul SuperScript 11))

cDNA-Synthesemix (fir 10 pl totale RNA (bis 5 pg) in Wasser nach Isolation aus Gewebe):
4 ul 5x FSB (First Strand Buffer, 250 mM TrisHCI pH 8.3, 375 mM KClI,
15 mM MgCly)
2 ul 10x RT-Puffer
2 ul DTT (100 mM)
1 ul SRS (SuperRNasin, 20 U/ul)
1 ul reverse Transkriptase (200 U/ul SuperScript 1)

Prazipitationsmix (fir Nukleinsdureprazipitation):
1 ul Glycogen (1 pg/ul)
0,35 pl polydC (1 pg/ul)
0,35 ul polyl (1pg/ul, falls nicht schon vorhanden, z.B. Laser-Reaktionsmix)
1,2 pl (bzw. 1/10 des Prazipitationsvolumens) Na-Acetat (3 M, pH = 5,5)
10 pl Wasser (bzw. 5 pl H,O + 5 pl Nukleinsdureldsung)

IX TAE (Tris-Acetat-EDTA) fiir Gelelektrophorese und Agarosegele (1 | stock-L&sung):
100 ml 10x TAE (Tris-Acetat-EDTA)
900 ml Wasser
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Losungen fur parallele cDNA-Synthese aus miRNA und mRNA
Lysemix (fur Zelllyse von Lasermikrodissektaten):
0,5 pl polyl (Lpg/ul)
0,5 pl SRS (SuperRNasin, 20 U/ul)
0,25 pl NP40 (1:10 Nonidet P40, finale Konzentration 0,25%)
3,75 pl Wasser

miScript-Puffermix:
2 ul 5x miScript RT Buffer (aus miScript Reverse Transcription Kit)*
2,5 pl Wasser
separat dazu 0,5 pl miScript RT Mix*

*genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Qiagen nicht genannt.

2.1.7 Humanes Hirngewebe

Fur die vorliegende Arbeit wurde humanes natives, kryoasserviertes Mittelhirngewebe durch
das BrainNet entsprechend Antrag GA 28 zur Verfugung gestellt (11 Mittelhirnstiicke, davon
6 Kontrollen und 5 PDs, Tab. 9) und weitere 4 Kontrollgewebestiicke von Prof. Dietmar Thal
(Sektion Neuropathologie am Institut flr Pathologie, Universitdt Ulm), sodass insgesamt 15
Mittelhirngewebeblécke, davon 10 Kontrollen und 5 PDs zur Verfligung standen (Tab. 9).
Das humane Hirngewebe wurde entsprechend der BrainNet-Protokolle (http://www.brain-
net.net/german/html/4/4a/4a0/fs_4a_0.html) postmortal dissektiert und eine Hélfte des
Gewebes direkt nach Horizontal- und Sagittalschnitt bei -80°C kryoasserviert.

Das BrainNet Mittehirngewebe stand durch die Vorarbeiten von Jan Grindemann
kryoasserviert und getrimmt bei -80°C zur Verflugung (Grindemann, 2006). Diese
Gewebestlicke waren bereits mittels TissueTec auf Korkplatten aufgebracht und im
Kryostaten (Leica Microsystems CM 1850, Wetzlar) angeschnitten, sowie bereits erfolgreich
fur die Lasermikrodissektion aufgearbeitet und fur Genexpressionsanalysen verwendet
worden (Grindemann, 2006; Ramirez et al., 2006). Die 4 zusétzlichen dieser Studie
hinzugefugten Kontrollmittelhirngewebestiicke wurden alle von Prof. Dietmar Thal zur
Verfugung gestellt und bei -80°C bis zur weiteren Prozessierung kryoasserviert.

Im Folgenden sind die Einstufungskriterien und humanen Mittelhirngewebestiicke, welche far
die vorliegende Arbeit zur Verfligung standen, zusammengefasst (Tab. 10). Alle mit diesem
humanen Material durchgefiihrten Versuche sind von der Ethikkommission des Fachbereichs

Medizin der Universitat Ulm entsprechend Antrag AZ 35/06 genehmigt.
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Das humane post-mortem Mittelhirngewebe wurde nach CERAD-KTriterien (Consortium to
Establish a Registry for Alzheimer’s Disease, http://cerad.mc.duke.edu/Neuropathology.htm,
(Cochran et al., 1995)) und Braak-Stadien (Braak and Braak, 1986, 1991) klassifiziert.

Die Klassifizierung der CERAD-Stadien wird zur neuropathologischen Diagnose des Morbus
Alzheimer verwendet (Mirra et al., 1991). Dazu wird die Dichte von Ablagerungen
neuritischer Plaques in den drei neokortikalen Arealen Gyrus temporalis superior und
mediales, Gyrus frontalis medius und Globulus parietalis inferior herangezogen, indem durch
Silber- oder Thioflavinfarbung die Plaquedichte mit vorgegebenen Standards verglichen wird.
Die Standards geben eine semiquantitative alterskorrelierte Einschatzung der Plaquedichte in
fehlend, sparlich, maRig und ausgeprégt vor. Unter Berticksichtigung der Korrelation mit dem
Todesalter (unter 50, zwischen 50 und 75 und &lter als 75 Jahre) wird anhand der
Plaguedichte somit folgende Einstufung der CERAD-Stadien vorgenommen:

Hé&ufigkeit neuritischer Plaques fehlend sparlich maRig ausgepragt
Todesalter unter 50 Jahren 0 C C C
Todesalter 50-75 Jahre 0 B C C
Todesalter tber 75 Jahre 0 A B C

Anhand dieser Einstufung lasst sich eine Erkrankung an Morbus Alzheimer abschatzen:
CERAD 0 bedeutet, dass keine histologischen Hinweise auf eine AD-Erkrankung vorliegen;
CERAD A deutet histologisch auf eine mégliche AD-Erkrankung hin;

CERAD B legen histologisch eine mogliche Erkrankung an AD nahe und

CERAD C bedeutet, dass die histologischen Befunde eine Erkrankung an AD indizieren.

Diese Einstufung der altersbezogenen Plaquedichte distinkter Areal nach CERAD hat sich als
derzeit gultiger neuropathologischer Diagnosestandard (Fillenbaum et al., 2008; Hulette et al.,
1995; Mirra et al.,, 1991) zusammen mit dem Verteilungsmuster von neurofibrilldren
Veranderungen nach Braak und Braak (Braak and Braak, 1986, 1991) durchgesetzt.

Die Einteilung nach Braak erfolgt in Stadien nach Sichtbarkeit und Haufigkeit von
Proteinablagerungen in bestimmten Hirnarealen. Hierzu werden VVorkommen und Verteilung
von neurofibrillaren Tangles (NFTs) und Neuropilfaden (neuropil threads, NTs) mit tau-
Protein-Antikorpern oder Versilberungsmethoden immunhistochemisch charakterisiert. Dabeli
entsprechen Braak-Stadium O keinem, Braak-Stadien | und Il sparlichem, Braak-Stadien Il1
und IV méaRig haufigem und Braak-Stadien V und VI zahlreich nachweisbaren Vorkommen
von NFTs und NTs in kortikalen und subkortikalen Arealen (bezogen auf Morbus Alzheimer
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(Braak and Braak, 1986, 1991)). Neben diesen hier angegebenen Braak-Stadien bezogen auf
AD, waére eine Klassifizierung des Hirngewebes nach Braak-Stadien bezogen auf PD (Braak
et al., 2003) fur die vorliegende Studie wiinschenswert gewesen. Die entsprechende
Klassifizierung stand jedoch nicht zur Verfligung.

Das von der Deutschen BrainBank bereitgestellte Mittelhirngewebe sollte folgende Kriterien
erfullen (gemal Antrag GA 28):

Hirnregion:
- moglichst vollstandige, gefrorene Mittelhirngewebeblocke (Mesencephalon,
Ausdehnung von rostral nach kaudal tber gesamte SNpc (dorsal und ventral) und
die VTA

Gewebe der PD-Gruppe:
- nachgewiesener Morbus Parkinson
- nach Mdglichkeit Ubereinstimmung von Todesalter, Geschlecht, CERAD- und
Braak-Stadien, sowie PMI
- post-mortem Index (PMI) maximal 24 h

Gewebe der Kontrollgruppe:
- nachweislich keine Parkinson-Syndrome
- nach Mdglichkeit Ubereinstimmung von Todesalter, Geschlecht, CERAD- und
Braak-Stadien, sowie post-mortem Index (max. 24 h) mit der PD-Gruppe

Abweichungen von diesen Kriterien lieBen sich nicht in allen Punkten vermeiden.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Anschnittebene der SN in Anlehnung an van Domburg
et al. (van Domburg and ten Donkelaar, 1991) verwendet, um die unterschiedlichen

Mittelhirngewebe von den Schnittebenen her vergleichen zu kénnen.
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Code/ Alter  Geschlecht PMI CERAD Braak Krankheitsstatus Herkunfts-
Bezeichnung [a] [h] zentrum
(BB / UIm)
PD-Gewebe
PD-SN 1 80 mannlich 7 0 1 PD, Multisystematrophie BB
PD-SN 2 80 méannlich 23 B 1H-1v PD, (AD?%,) Hypertonie, Pneumonie BB
PD-SN 3 79 weiblich 17 0 1l PD BB
PD-SN 4 79 méannlich 23 0 0 PD, AD, Herzinfarkt, Lungenkarzinom BB
PD-SN 5 73 weiblich 11 0 \Y PD, Ovarialkarzinom, Sudeck BB

Kontrollgewebe

K-SN 1 62 maénnlich 31 0 | Hypertonie, Koronarinfarkt BB
K-SN 2 72 mannlich 6 0 1 CMV, Diabetes, Nephritis, BB
Nierentransplantation
K-SN 3 69 weiblich 14 A | Diabetes, Hypertonie, Pneumonie, BB
ARDS
K-SN 4* 61 méannlich 6,5 0 0 Adenokarzinom, Peritonalkarzinose BB
K-SN 5 75 weiblich 24 0 | Arteriosklerose BB
K-SN 6 63 méannlich 24 0 0 Leberkarzinom, Hepatorenales BB
Syndrom
K-SN 7** 69 weiblich 24 0 | Choledocholithiasis und Ulm

Cholangiosepsis,
Hyperthyreose, chron.
Niereninsuffizienz,
Arrhytmia absoluta, arterielle
Hypertonie,
Hypertone Arteriopathie
K-SN 8 68 weiblich 120 0 1 Sepsis, Mammacarcinom Ulm
ZNS-Mikroabszesse
K-SN 9 71 weiblich 72 0 | Cerviccarcinom, art. Hypertonie, Ulm
COPD,
Lungenembolie,
alter frontaler Mikroinfarkt
K-SN 10 72 maénnlich 24 0 | Lymphom-NHL-hohe Malignitét, Ulm
Bergmann Zell Gliose

Tabelle 10 - Ubersicht natives humanes Hirngewebe.

Aufgelistet sind alle durch das BrainNet (Brain-Bank — BB) und durch Prof. Thal (Ulm) zur Verfigung
gestellten Hirngewebe mit kodierter Bezeichnung (Code), bzw. Bezeichnungen und Angaben zum Alter in
Jahren (a), Geschlecht, post-mortem Intervall (PMI), Braak-Stadium (Braak and Braak, 1991), CERAD
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease)-Stadium und allgemeinem Krankheitsstatus
der Spender (PD = Morbus Parkinson, AD = Morbus Alzheimer, CMV = Cytomegalie-Virus, ARDS =
Akutes respiratorisches Distresssyndrom, ZNS = zentrales Nervensystem, COPD = chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, NHL = Non-Hodgkin-Lymphom; *Probe wurden aufgrund schlechter RNA-Qualitat
nicht mit in Genexpressionsanalysen einbezogen; **Probe wurde trotz guter Qualitdt aufgrund
signifikant abweichender Genexpression aus den Analysen ausgeschlossen, *histologischer AD, nicht von
BB als Diagnose angegeben).

2.1.8 Murines Hirngewebe

Méuse des Stamms C57/BL6 aus eigener Zucht wurden zur Organentnahme eingesetzt. Die
eigene Zucht erfolgte in einem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus im universitatseigenem
Tierhaus in Standardk&figen (Makrolon Typ Il oder 111) in Kohorten von 2 bis 5 Tieren unter
sterilen Bedingungen (gefilterte Zu- und Abluft). Die Versorgung der Tiere erfolgte im
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Rahmen der universitéren Tierzucht mit ad libitum Futterung (Standarddiét, Lage, DE) und ad
libitum Wasser (pH 2.8), zudem erfolgte eine wochentliche Umsetzung der Tiere in saubere
Kéfige.

Fur Versuchsreihen wurden i.d.R. 3 Wochen alte Tiere ménnlichen Geschlechts, nach
Mdglichkeit aus demselben Wurf verwendet.

Die Totung zur Organentnahme erfolgte geméalR der entsprechenden Anzeige Aktenzeichen

35/9185.81-3 beim Regierungsprésidium Tlbingen.

2.2 Methoden

2.2.1 Generelles Schema zur real-time gPCR individueller Zellen nach UV-
LMD

Eine Ubersicht des generellen Versuchsablaufs ist in Abbildung 11 als schematisches
Flussdiagramm wiedergegeben, die Methoden und Techniken werden in den folgenden
Unterkapiteln naher erlautert.

Als Ausgangsmaterial fir die mMRNA-Analysen einzelner Neurone aus humanem post-mortem
Mittelhirngewebe dienten bei -80°C kryoasservierte horizontale Mittelhirnblocke. Zur ersten
Kontrolle der RNA-Integritat und des pH-Werts dienten unfixierte Gewebeschnitte, die beim
Gefrierschneiden entstanden. Mit Hilfe eines Gefriermikrotoms CM1850 wurden 12 pum
dinne Sektionen des Gewebes geschnitten, auf PEN-Objekttrager aufgezogen, mit
Cresylviolett (CV) gefarbt, mit Ethanol fixiert und getrocknet. Die gefarbten Schnitte wurden
entweder sofort fur die Lasermikrodissektion verwendet oder bei -80°C bis zur weiteren
Prozessierung aufbewahrt. Mittels UV-Lasermikrodissektion (LMD6000) wurden von diesen
Gefrierschnitten anschlielend Gewebestlicke (zur weiteren RNA-Qualitatskontrolle) oder
Einzelzellen isoliert. Diese wurden direkt im Anschluss (ohne diskreten RNA-
Isolationsschritt) lysiert und die RNA mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben.
Die genspezifische cDNA-Quantifizierung erfolgte mittels real-time qPCR.

Zur Optimierung und Weiterentwicklung dieses bereits im Labor etablierten Protokolls
wurden entsprechend Maushirnschnitte eingesetzt (Abb. 11).
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2.2.2 Hirngewebepraparation

Zur Vorbereitung samtlicher Arbeiten gehorte die Gewahrleistung eines sterilen,
Nukleinsdure- und Nuklease-kontaminationsfreien Arbeitens. Zur Erlangung moglichst
RNase-freier Bedingungen standen die chemische Sterilisation mit RNase-Zap,
Hitzesterilisation bei 175°C (Glas- und Keramikwaren) bzw. 225°C (Metallwaren) und UV-
C-Licht zur Verfugung. Alle verwendeten Plastikwaren (Pipettenspitzen, PCR-Tubes),
Objekttrager (PEN-Slides), Losungen und Chemikalien wurden zudem, wenn madglich, als

Nukleinsdure-, RNase- und DNase-frei zertifiziert bezogen.

2.2.2.1 Praparation von nativem, murinem Hirngewebe

Native, murine koronale Mittelhirnblécke wurden nach obiger VVorbereitung frisch prapariert.
Dazu wurde eine Maus zundchst mit Isofluran narkotisiert. Areflexive, narkotisierte Mé&use
wurden mittels einer Prdparierschere dekaptiert und das Gehirn mittels Rasierklinge,
Préaparationsbesteck, Schere, Pinzetten und Spatel auf eiskaltem Metallblock freiprapariert.
Um eine geeignete Flache zum Einbetten des Gehirns auf der rostralen Seite im
Einbettmedium zu erreichen, wurde mit einer Rasierklinge der Frontalkortex mittels
Koronalschnitt entfernt. Auch wurde das Kleinhirn, wenn nicht bendtigt, mittels
Koronalschnitt entfernt. Das Aufbringen und Einbetten des koronalen Gewebeblocks erfolgte
auf der rostralen Seite mit Einbettmedium auf einem Objekthalter mit 2,5 cm Durchmesser fur
die sofortige Verwendung. Unverzuglich nach dem Aufbringen von angeschnittenen
Mittelhirnstiicken auf mit Einbettmedium (TissueTec, Leica, Nussloch, DE) vorbereitete
Trager (Korkplatte oder Objekthalter), wurden die Proben in das Gefriermikrotom bei -27°C
in die Schnellgefrierleiste eingesetzt. Das Gehirn wurde fiir 10 min bei -35°C eingefroren, fir
weitere 10 min auf -27°C gebracht und anschlieBend fur weitere 45 min bei -18°C
aquilibriert.

2.2.2.1a Cochlea-Praparation

Die Préparation muriner Cochlea erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Jochen Roeper
(Institut fir Neurophysiologie der Goethe-Universitat Frankfurt am Main) stets frisch unter
sterilen Bedingungen. Dazu wurde zunéchst eine Maus mittels Isofluran betdubt, dekapitiert
und das Innenohr herausprapariert. Unter einem Stereomikroskop M165 C (Leica
Microsystems, Wetzlar, DE) wurde die Cochlea aus der kndchernen Ohrschnecke in 4%iger
PFA-Fixierlosung herausprapariert und auf ein PEN-Slide aufgebracht (whole-mount). Nach
Antrocknen der Cochlea wurde diese wie unter 2.2.2.4 beschrieben nochmals fixiert und mit
Cresylviolett gefarbt.
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2.2.2.2 Praparation von humanem Hirngewebe

Humanes Hirngewebe stand teilweise bereits kryoasserviert, mittels Einbettmedium auf UV-
C-sterilen Korkscheiben mit einem Durchmesser von 4,8 cm aufgebracht, in geeigneten
Boxen bei -80°C gelagert, zur Verfigung (etabliert durch Jan Grindemann (Grindemann,
2006)).

Frisches humanes Hirnmaterial, bereitgestellt durch Prof. Dr. med. Dietmar Thal (Sektion
Neuropathologie am Institut fir Pathologie, Universitdt Ulm), wurde auf Trockeneis ins
Molekularbiologie-Labor der AG Molekulare Neurophysiologie, Universitat Ulm, Gberflhrt
und kryoasserviert. Dazu wurden die horizontalen Mittelhirngewebeblocke mit Einbett-
medium auf UV-C-behandelte, vorgekihlte Korkscheiben aufgebracht, im Gefriermikrotom
bei -35°C eingefroren, anschlielend in hitzesterilisierter, vorgekuhlter Alufolie eingewickelt
und bei -80°C zur Aufbewahrung in sterilen Boxen kryoasserviert.

2.2.2.3 Anfertigung von Gefrierschnitten mittels eines Gefriermikrotoms
Das Gefriermikrotom CM 1850 (Leica, Nussloch) dient dem Anfertigen von dinnen
Gefrierschnitten. In Abbildung 12 ist eine Ubersicht des Aufbaus und der Funktionsweise des

Gefriermikrotoms dargestelit.

verstellbarer
Stempelhalter Schnittdicken-

< regulator

Abbildung 12 — Gefriermikrotom CM 1850.

In der Mitte ist die Aufsicht auf den
Arbeitsbereich des Gefriermikrotoms CM
1850 gezeigt. Die  Temperatur  des
Innenraums, in dem sich Schnellgefrierleiste,
Stempelhalter, Schnittdickenregulator etc.
befinden, ist bis -35°C gradweise (1°C
Schritte) regulierbar. Die Schnellgefrierleiste
kann zudem separat auf -35°C gekihlt
werden und dabei bis zu 5 Objekthalter mit
Gewebe aufnehmen. Der  verstellbare
Stempelhalter nimmt den Objekthalter fur
den Schneidevorgang auf und bietet die
Madglichkeit der Schnittflachenjustierung in
alle Richtungen. Mit dem Schnittdicken-
1- Klinge regulator kann die gewlnschte Schnittdicke
::gﬁ;ﬁ:}g‘:ﬁ“:m zwischen 0 und 60 pm angegeben werden.
4 Stellrad Das Handrad bewegt den Stempelhalter bei
5- Auffangbehiilter einer kompletten 360°-Drehung um die
eingestellte Schnittdicke nach vorn. Der

Schnitt wird durch die Klinge (1, unten) zwischen der Metallplatte (2, unten) und dem glé&sernen
Schnittstrecker (3, unten) erzeugt. Der Schnittstrecker kann mit dem Stellrad (4, unten) fir mdglichst
optimale, glatte Anschnitte justiert werden. Nicht aufgezogene Schnitte werden im Auffangbehélter (5,
unten) aufgefangen und wurden fir Kontrollexperimente verwendet. Einstellungstasten dienen der
Temperaturregulation und Wartung, das Display zur Kontrolle der Einstellungen. Mit den Stempel-
haltertasten kann der Stempelhalter schnell vor und zurick gefahren werden.

Display und
Einstellungstasten

Handrad

Stempelhaltertasten
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Zur Vorbereitung von kryoasservierten, auf Kork aufgebrachten humanen Mittelhirnstiicken,
wurden diese auf Trockeneis zum Gefriermikrotom transportiert, von Alufolie befreit und der
Korken mit dem aufgebrachten Gehirn mittels eines Tropfens sterilen Wassers auf einen
Objekthalter mit 5,5 cm Durchmesser geklebt. Im Gefriermikrotom &quilibrierte das
Gewebestiick fir 20 min bei -35°C und im Anschluss fur 45 min bei -18°C. Zum Schneiden
wurde der Objekthalter mit Gewebestliick in den Schneideapparat eingesetzt und das
Gewebestlick so austariert, dass die horizontale Anschnittfliche nach visueller Kontrolle
parallel zur Klinge ausgerichtet war, um Verluste an humanem Hirnmaterial zu vermeiden.
VVon jedem Mittelhirnstick wurden anschliefend 12 pm dinne Sektionen geschnitten und
aufgezogen. Vor und nach dem Trimmen am Gefriermikrotom wurden zur Dokumentation
Fotos der humanen Gewebestiicke gemacht und das Gewebe wieder bei -80°C kryoasserviert.
Zum Schneiden von murinem Hirnmaterial wurde der Objekthalter mit gefrorenem
Gehirnstiick in den Schneideapparat eingesetzt und das Gehirn ausgerichtet, sodass die
Schnittflache koronal vorlag und das Gehirn nach visueller Kontrolle nach kurzem
Anschneiden symmetrisch ausgerichtet war. Fir die durchgefiihrten Versuche wurden 12 pm
dinne koronale Schnitte angefertigt und aufgezogen. Das Aufziehen erfolgte, wenn nicht
anders angegeben, auf UV-C behandelte (20 min), sterile PEN-Membran-beschichtete
Objekttrager (PEN-Slides). Nicht aufgezogene Hirnspane wurden in flissigem Stickstoff

gesammelt und bei -80°C weggefroren.

2.2.2.4 Fixieren und Farben von Gefrierschnitten

Im Anschluss an die Préparation wurde das Gewebe fir 1 min in 75 % EtOH (Sigma,
Miinchen, DE) bei -20°C initial fixiert, durch Uberschichten mit sterilgefilterter 1 % CV-
Farbelosung 45 s geférbt, in aufsteigender EtOH-Reihe (75 %, 95 % und 100 % EtOH)
inkubiert und abschlieend 1 min mit Mischalkohol (90 % Ethanol (wasserfrei), 5 %
Methanol, 5 % Isopropanol, HPLC-rein, denaturiert; Alfa Aesar, Karlsruhe, DE, mit
Molekularsieb, 0,3 nm; Merck, Darmstadt, DE, versetzt) dehydriert und fixiert.

Dieses fur die UV-LMD mit anschlielender real-time qPCR optimierte Protokoll liefert
hinreichende Farbungen bei maximaler RNase-Inhibition.

2.2.2.5 Kryoasservieren von Gefrierschnitten
Das Einfrieren bei -80°C zur dauerhaften Lagerung geféarbter und fixierter Schnitte auf PEN-
Slides erfolgte in 50 ml Falcon-Réhrchen, auf dessen Boden Kieselgel mit Feuchtigkeits-
indikator, abgetrennt durch ein Sieb (Plexiglasring mit feinem Drahtgitter), zur Gewéhr-
leistung einer trockenen und damit RNase-inaktiven Atmosphéare vorgelegt war. In ein 50 ml
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Falcon-Rohrchen wurden jeweils zwei, glasseitig aneinandergelehnte Objekttrager aufrecht
hineingegeben und das Falcon-Réhrchen mit Parafilm versiegelt (Griindemann, 2006).

2.2.3 Kontaktfreie UV-Lasermikrodissektion (UV-LMD)

Zur kontaktfreien Isolation von einzelnen Zellen oder distinkten Arealen aus Gewebstuicken
stand ein computergesteuertes Lasermikrodissektionssystem LMD6000 (Leica Microsystems,
Wetzlar, DE) zur Verfugung (Abb. 13). Dabei handelt es sich um ein automatisiertes,
aufrechtes Digitalmikroskop, in Verbindung mit einem motorisierten Objekttisch, das an
einen UV-Diodenlaser mit einer Emissionswellenldange von 355 nm gekoppelt ist. Zur
Visualisierung dient eine analoge Kamera (HV-D20 3 CCD, Hitachi, Maidenhead, UK).

Zur Vorbereitung von Zell- oder Gewebeisolationen wurden alle metallischen, abldsbaren
Teile des LMDG6000 bei 225°C hitzesterilisiert.

Slide-Ilolder
(Objekttriiger-Malter) Kamera

Lascrstrahlengang

Touchpad

% m Cap-Holder 3

(AuffanggefiB-Halter)

Leica LMD6000 Broschiire

Abbildung 13 — Das UV-Lasermikrodissektionsmikroskop LMD6000.

Das Lasermikrodissektionsmikroskop LMDG6000 ist ein aufrechtes, an einen UV-Diodenlaser gekoppeltes,
Mikroskop. Ein Touchpad vereinfacht die Bedienung. Das Gerét verfugt Gber je einen ausfahrbaren Slide-
und Cap-Holder, die Objekttrager werden mit dem aufgebrachten Objekt nach unten eingelegt und
befinden sich nach Einfahren der Holder direkt Uber dem Deckel des Auffanggeféafies. Die pm-genaue
Lenkung von Laser und Obijekttisch erfolgt computergesteuert (Abbildung in Anlehnung an die Leica
LMD6000 Broschtire).
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Objekttrager- und Auffanggefal3-Halter kdnnen computergesteuert ausgefahren werden. Der
Objekttragerbereich im Mikroskopfokus befindet sich im eingefahrenen Zustand direkt Gber
dem Deckel des Auffanggefalies und kann Uber die Objektive kameragestiitzt visualisiert
werden. Der motorisierte Objekttisch ermdglicht pum-genaue Bewegungen. Der an das
Mikroskop gekoppelte UV-Dioden-Laser kann computergesteuert durch die Objektive im
Sichtfeld fokussiert werden, dadurch wird das Schneiden von PEN-Folie und Photoablatieren,
bzw. Vaporisieren von Gewebe im pm-Bereich mdglich. Abbildung 13 veranschaulicht den
Aufbau des Mikroskops. Zur Steuerung des Lasermikrodissektionsmikroskops diente die
LMD6000-Software (Version 6.6.3.3564, Leica Microsystems, Wetzlar, DE), zum
Archivieren der Laserbilder die IM1000-Software (Version 5 Release 190, Leica
Microsystems, Wetzlar, DE).

Mit der LMD6000-Software wird das Mikroskop vollautomatisch angesteuert und es kénnen
Lichtintensitat, Objektive, Lasereigenschaften, Slide- und Cap-Holder-Positionierungen,
Datenbankansteuerung und weitere Bedienelemente angesteuert und verandert werden (Abb.
14, 6-7). Neben der Lasermikrodissektion bietet das LMD6000 die Mdglichkeit Zellflachen
auszumessen und Bilder mit Messbalken (Scalebars) zu dokumentieren. Die IM21000-
Software erstellt und archiviert automatisch Bilder vor und nach dem Schneidevorgang,
zusitzlich konnen Auffanggefakontrollbilder und Ubersichtsaufnahmen aufgenommen
werden (Abb. 14, 4).

Zur Ansteuerung einzelner Bedienelemente bietet das Hauptfenster der LMD6000-Software
verschiedene Bedienfelder, sowie Meniileisten (Abb. 14). Uber den Unterpunkt Laser
(Abb. 14, rote Markierung) wird die Laserkontrolle angewabhlt, in der Laserpower (Power),
Apertur (Aperture), Schneidegeschwindigkeit (Speed), interner Linsenabstand (Offset) und
finale Pulsstarke (Specimen Balance) durch dimensionslose Regler eingestellt werden kdnnen.
Die Laserpower entspricht dabei der Energie des Lasers, die Apertur beschreibt die Offnung
der Aperturblende, die Schneidegeschwindigkeit legt fest, wie lange der Laser auf einem
Punkt fixiert bleibt, der interne Linsenabstand dient zur Anpassung der Laserlinsen auf das
Objekt und den Objekttréager und die finale Pulsstarke ermdglicht eine Erhdhung der Energie
der letzten Laserpulse, um das Fallen des ausgelaserten Objekts zu erleichtern (Abb. 14, rote
Markierung).

In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich folgende Einstellungen fiir das 63x Objektiv und
PEN-Objekttrager mit 12 um EtOH-fixierten Hirnschnitten von Maus und Mensch als optimal
fur die Schnitte: Laserpower = 50, Apertur = 1, Schneidegeschwindigkeit = 39, interner
Linsenabstand = 130 und die finale Pulsstdarke = 0. Fur bestimmte Anwendungen (RIN-

46



Material und Methoden

Vergleich, vgl. 3.5.2) wurde im 4x Objektiv mit den Einstellungen Laserpower = 61, Apertur
= 1, Schneidegeschwindigkeit = 45, interner Linsenabstand = 80 und finaler Pulsstarke = 0
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Abbildung 14 — Hauptbedienfelder der LMD6000-Software.

Im Hintergrund das LMD-Hauptfenster mit Menuleiste, Meniisymbolleiste, Cursoreinstellungen und den
Bedienfeldern 1-8. Von der Menuleiste aus konnen das Laserkontrollfenster aufgerufen und die
Lasereinstellungen angepasst werden (rote Markierungen). Aus der Menlsymbolleiste kann die
Mikroskopkontrolle aufgerufen und angepasst werden (grine Markierung). Zudem bietet die Software
eine Moglichkeit, Objekttréager- oder Teilubersichten zu erstellen (blaue Markierung). Die weiteren
Bedienfelder dienen zur Auswahl einzelner oder mehrerer Formen mit oder ohne automatischer Start-
und Endpunktverkniipfung (1), zum Wechsel zwischen ,,Draw + Cut“, ,,Draw + Scan* und ,,Move + Cut*
und zum Starten und Stoppen des Lasers (2), zum Wechsel zwischen Grob- und Feintrieb des Mikroskops
(3), zur Verbindung mit einer 1M1000-Bildspeicherdatenbank (4), der tabellarischen Ubersicht,
Ansteuerung und Léschen markierter Positionen (5), zum Verwalten des cap-holders (6), zum Verwalten
des slide-holders (7) und der Positionsspeicherung (8) (Details siehe Text).

Die Mikroskopkontrolle erlaubt die Ansteuerung des Mikroskops durch die Software, hier
kénnen die Objektive gewechselt, die Lichtintensitdt und der Fokus eingestellt und die
Beleuchtungsart (z.B. Hellfeld, Fluoreszenz oder Nomarski-Optik) gewahlt werden (Abb. 14,
griine Markierung). Des Weiteren kann zur besseren Orientierung eine Ubersicht eines ganzen
Objekttragers oder Ausschnitts mittels des ,,Specimen Overview” angefertigt werden
(Abb. 14, blaue Markierung). Eine erstellte Ubersicht bleibt bei Objektivwechsel erhalten und
markierte Positionen werden in dieser angezeigt, was Orientierung und Markierung auf

Einzelzellniveau erleichtert.
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Weitere Bedienfelder dienen zur Auswahl, ob einzelne oder mehrere Formen markiert werden
sollen und bieten die Moglichkeit einer automatischen Start- und Endpunktverkniipfung. Der
Lasermodus kann als ,,Draw + Cut®, ,,Draw + Scan* oder ,,Move + Cut* ausgewé&hlt werden.
»,Draw + Cut* bedeutet, dass der Laser entlang der manuell eingezeichneten Markierungslinie
schneidet, wahrend im ,,Draw + Scan“-Modus die Flache im markierten Bereich durch den
Laser ablatiert wird. Mit ,,Move + Cut* kann der Laser direkt manuell gestartet werden, was
beispielsweise Korrekturen bei unzureichend geschnittenem Material zulésst. Alle
Einstellungen und markierten Bereiche (in pm?) werden nach dem Markieren angezeigt und
nach erfolgreichem Lasern automatisch im Excelformat zur Verfligung gestellt (Abb. 14, 1-8).
Der Objekttragerhalter kann maximal drei Objekttrédger gleichzeitig aufnehmen, wird in die
Halterung am Mikroskop eingelegt und softwaregesteuert unter den Objektivrevolver
gefahren. Unter dem Objekttragerhalter, abgetrennt durch ein Blech, befindet sich die
Halterung fir den PCR-ReaktionsgefaR-Halter (Cap holder, selbst gebaut, Werkstatt
Universitat Marburg/UIm). In diesen kdnnen maximal vier PCR-Reaktionsgefalie (0,5 ml thin
walled PCR reaction tubes with flat cap, Eppendorf) parallel eingelegt werden. Durch
Anwahl der entsprechenden Halterposition wurde der Deckel unmittelbar zum Auffangen
unter das zu dissektierende Gewebe gefahren (Abb. 13).

Zur Isolation der untersuchten Zellen bzw. Gewebsstiicke wurden diese am LMDG6000 mittels
Computermaus von Hand markiert. Zur besseren Orientierung und zur Dokumentation
wurden vor und nach Dissektion mit dem LMD6000 Ubersichtsaufnahmen (,,.Specimen
overview®) erstellt. Zellen bzw. Gewebestlicke waren nach Photoablation des umliegenden
Gewebes isoliert (,Draw + Cut®“) und fielen durch die Schwerkraft in den Reaktions-

gefaRdeckel, was mittels des 4x Objektivs visuell Gberprift wurde.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden zur real-time gPCR-basierter

Genexpressionsanalyse

Sémtliche molekularbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen, Kontaminations- und

Nuklease-freien Bedingungen (vgl. 2.2.2) durchgefuhrt.

2.2.4.1 pH-Wertbestimmung von Hirngewebe
Der pH (pondus Hydrogenii)-Wert ist definiert als der negative, dekadische Logarithmus der

Oxoniumionenkonzentration:

pH = -|Og10(H30+).
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Zur Bestimmung des pH-Wertes des humanen post-mortem Hirnmaterials wurden 300 g
gefrorener, unfixierter Hirnschnitte gewogen und mit 3 ml Reinstwasser (molecular biology
grade) gevortext. Anschlieend wurde die Gewebesuspension fur 1 h bei Raumtemperatur
(24°C) aquilibriert (Mexal et al., 2006). Das Messen des pH-Werts der wéssrigen Hirnlésung
erfolgte mit einer elektronischen pH-Elektrode (pH-Meter: pHOptica; Sensor: pH MicroTip
fiber optic pH sensor, 140um OD; World Precision Instruments (WPI), Sarasota, USA). Alle

Messungen wurden in Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

2.2.4.2 Nukleinsaure-lIsolation
Zur Isolierung von totaler RNA aus Gewebeschnitten (entstanden beim Trimmen der
Mittelhirngewebebldcke), sowie aus murinen Mittelhirnstiicken und aus Ethanol-fixierten,
Cresylviolett-gefarbten und ausgelaserten murinen Hirnsektionen wurde das RNeasy MINI
Kit (Qiagen, Hilden, DE) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

2.2.4.2a Isolation totaler RNA

Murine Mittelhirnstiicke mussten zur Isolation totaler RNA zunéchst in flissigem Stickstoff
gemorsert werden. Humane oder murine Gewebeschnitte, ausgelaserte Hirnsektionen oder
gemorsertes murines Mittelhirn wurden direkt in den Lysepuffer des Kits tberfihrt und
mittels einer Nadel (Typ 19 gauge) und 2 ml Spritze homogenisiert.

Im Lysepuffer des RNeasy MINI Kits ist das chaotrope Salz Guanidin-1so-Thio-Cyanat
enthalten, das durch Spaltung von Disulfidbriicken zur Zelllyse und Proteindenaturierung
fuhrt und dadurch gleichzeitig RNase-inhibierend wirkt. Das Homogenisieren trégt
mechanisch zur Zelllyse bei und degradiert durch Scherkrafte DNA-Molekile. Weiterhin
befindet sich im Lysepuffer p-Mercapto-Ethanol, welches vor jedem Versuch frisch
zugegeben wurde und ebenfalls Proteine durch Reduktion von Disulfidbriicken zu freien
Thiolen denaturiert. Zur Phasentrennung und zum Pelletieren der lysierten Zellreste folgt ein
Zentrifugationsschritt, wobei die Nukleinsduren in Losung Uber pelletierten Proteinen und
unter einer fettigen Phase aus Lipiden bleiben. Diese nukleinsaurehaltige, fllissige Phase wird
mit 75 % Ethanol versetzt und auf eine Silicamembran Gberfiihrt. Hierdurch werden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen RNA-Molekilen und der Silikagel-Membran
ausgebildet und somit die Nukleinsduren an die Membran gebunden. Die noch in der Lésung
enthaltenen Proteine und Zellreste werden durch mehrere Zentrifugations- und Waschschritte
entfernt. Die Elution der gebundenen Nukleinséuren erfolgte mittels mind. 30 pl Nuklease-
freien Wassers in einzeln verpackte, zertifizierte Nuklease-freie 1,5 ml Reaktionsgefaiie. Alle
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Schritte der Aufarbeitung erfolgten bei Raumtemperatur. Eluierte RNA wurde nach
Konzentrationsbestimmung (vgl. 2.2.4.3) prézipitiert (vgl. 2.2.4.6) oder bis zum weiteren
Gebrauch bei -80°C gelagert.

2.2.4.2b Isolation kleiner RNAs (miRNA)

Zur Isolation von miRNA standen Kits verschiedener Firmen (innuPREP micro RNA Kit von
analytikjena, Absolutely RNA miRNA Kit von Stratagene und der RNeasy MINI Kit fur
MRNA von Qiagen) zum Testen zur Verfigung. Alle Kits wurden nach Herstellerangaben
verwendet und basieren wie der bereits beschriebene RNeasy Kit auf der Verwendung einer
Silicamembran, an welche die RNA gebunden und nach Waschschritten eluiert wird.

Letztlich wurde zur miRNA-Isolation das RNeasy MINI Kit eingesetzt, da sich die speziellen
miRNA-Kits in der Ausbeute nicht von der des RNeasy MINI Kits unterschieden.

2.2.4.2c Nukleinsaureisolation aus PFA-fixiertem Gewebe

Die Isolation von RNA aus (Paraformaldehyd-) PFA-fixiertem Gewebe erfolgte unter
Verwendung des RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, DE) mit Anpassungen der
Herstellerangaben auf lasermikrodissektierte Proben. Das veranderte Durchfiihrungsprotokoll
ist nachfolgend beschrieben.

Zuerst wurden die lasermikrodissektierten PFA-Proben durch Zentrifugation bei 14000 rpm
fir eine Minute vom Deckel in das Auffanggeféal? gebracht. Nach Zugabe von 200 pl Xylen
als Losungsmittel und Vortexen fir 10 s wurde die Probe durch zweiminditige Zentrifugation
bei 13200 rpm pellettiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Zum Entfernen des
Xylens wurde 200 ul Ethanol (100 %) auf die Probe gegeben und erneut flr 10 s gevortext.
Daraufhin wurde erneut 2 min bei 13200 rpm zentrifugiert und der Uberstand mdglichst
volistandig abgenommen. Ethanolreste wurden 10 min bei 37°C verdampft. Das trockene
Pellet wurde in 150 pl PKD-Puffer aufgenommen und 0,5 pl Proteinase K zum Abbau von
Proteinbindungen zugegeben. WICHTIG: Aufgrund der in der gPCR nachweisbaren
Kontamination des Enzyms musste die Proteinase K des Kits getauscht werden. Bei
Benutzung von lyophilisierter Proteinase K (Roche) wurde keine Kontamination der
Proteinase K in der Negativkontrolle mehr detektiert. Die Lésung wurde kurz durch Vortexen
gemischt und fur 15 min zundchst bei 55°C und im Anschluss 15 min bei 80°C inkubiert.
Nach Zugabe von 320 pl RBC-Puffer zur Lésung wurde das Lysat gemischt, bevor dies zum
Entfernen genomischer DNA auf eine gDNA Eliminator S&ule mit Auffangtube gegeben und
bei 13200 rpm fir 2 min zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde mit 720 pl Ethanol (100
%) zur Nukleinsdurefallung gemischt und zweimal nacheinander je 700 pl des Gemischs auf
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eine RNeasy MinElute Sdule gegeben. Durch kurze Zentrifugation (15 s) bei 13200 rpm
wurde die RNA aus dem Gemisch an die S&ule gebunden, dort zweimal mit je 500 pl RPE-
Puffer gewaschen und im Anschluss 5 min bei 13200 rpm zentrifugiert.

Die gebundene RNA wurde in 30 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert und bei -80°C bis zur
Verwendung gelagert oder direkt zur cDNA-Synthese eingesetzt. Zur Aufreinigung und
Aufkonzentration konnte die RNA prézipitiert werden (vgl. 2.2.4.6).

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA stand ein Picodrop (Biozym, Hess.
Oldendorf, DE) zur Verflgung. Das System arbeitet basierend auf dem Prinzip der UV-
Lichtabsorption von Nukleinsduren (260 nm) und ermdglicht Konzentrationsbestimmungen
von RNA und cDNA im Bereich von 0,3 ng/pl bis 1 mg/ul in Volumina von 2 pl. Als Kuvette
dient eine spezielle, sterile 10 pul Pipettenspitze (UVpette tip, Biozym). Die Kivettenspitze
wird mit der Pipette (10 ul, Gilson) in den speziellen Halter eingesetzt, sodass die Spitze im
Strahlengang fiir die Absorptionsmessung und Konzentrationsbestimmung sitzt (Abb. 15).
Die Absorptionsmessungen und Konzentrationsbestimmungen erfolgen computergestitzt im
Vergleich zum gemessenen Leerwert per Knopfdruck mit der Picodrop-Software
(Version 2.06, Biozym). Im Anschluss an die Messung konnte das eingesetzte Volumen
zurlickgewonnen werden, sodass kein Materialverlust entstand.

Die Software zeichnete Absorptionsspektren der angewéhlten Wellenlange (230-850 nm) auf,
berechnete automatisch die Konzentration nach Abzug des Leerwerts (Wasser) und stellte alle

Messergebnisse direkt bereit, mit der Méglichkeit, diese im Excel-Format zu speichern.

http:/fwww.gri.co.uk/page.php?a=1&s=159&p-80

Abbildung 15 — Das Picodrop-Photometer.

Dargestellt sind eine Aufnahme des Picodrops mit
eingesetzter Gilson-Pipette und eine schematische
Vergrolierung der als Kivette dienenden Pipetten-
spitze. Die Pipettenspitze kann bis 2-10 pl Flissig-
keit aufnehmen und verlésslich quantifizieren.

mﬁn Durch die Probe transmittiertes Licht wurde mit

| Probe einem Detektor computergestiitzt ausgewertet
Denot |1l Gememricins || (ver@ndert nach:
— | - http://www.gri.co.uk/page.php?a=1&s=159&p=80).
1mm Pfadlinge
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2.2.4.4 RNA-Qualitatsbestimmung: RIN-Analyse und Small RNA Analyse mittels

Agilent-Technologie
Zur Bestimmung der RNA-Qualitdt hat sich die RIN (RNA-Integritdts-Nummer) als
internationaler Standard durchgesetzt (Harrington et al., 2009). Mit der RIN-Nummer wird
RNA nach Grad der Degradierung durch eine patentierte Software von Agilent klassifiziert.
Zur Bestimmung der RNA-Integritat, als MaR fir die RNA-Qualitat, diente das ,lab-on-a-
chip“-System in Kombination mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent). Kits und Chips (RNA
6000 Nano, small RNA; Agilent) dienen zur Auftrennung von Gesamt-RNA in einem
Mikrokapillarsystems, welches in die Glaskomponente des Chips eingefrast ist. Die Methodik
basiert auf einer Fluoreszenzmarkierung der RNA-Proben, die kapillarelektrophoretisch
aufgetrennt und durch einen Fluoreszenzdetektor nach Laufzeit detektiert werden (Abb. 16).
Zur Bestimmung der mRNA-Integritdt wurde das chipbasierte Agilent 2100 Bioanalyzer-
System in Kombination mit dem Agilent RNA 6000 Nano-Kit (Agilent, Boblingen, DE)
benutzt, um Gesamt-RNA-Proben im Bereich von 5-500 ng/ul auf deren Quantitat und
Qualitat zu uUberprifen. Die nach GroRe kapillarelektrophoretisch aufgetrennten RNA-
Fragmente detektierte ein Fluoreszenzdetektor in der Kapillare und das Detektionsmuster
diente als Analysegrundlage. Ein Algorithmus (genaue Funktion wird von Agilent nicht
genannt) berechnete aus den Messdaten einen Wert zwischen 1 und 10 (RIN-Nummer), wobei
1 komplett degradiert und 10 vollstandig intakte RNA entspricht.
Der Nano-Chip wird mit einem Polymergel, das mit nukleinsdureinterkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffen versetzt ist, beladen und in die zum Bioanalyzer-System gehdrende
Priming Station eingesetzt. In der Priming Station befindet sich eine 1 ml Spritze, mit welcher
das vorbereitete Polymergel in die Kapillaren gedrickt wird. 1,5 pl jeder Probe werden mit
5 ul Fluoreszenz-Marker gemischt und auf den Chip (6 pl) geladen. Der Fluoreszenzmarker
dient als Lauffront fir die Zuordnung der Proben durch den Algorithmus. Als Kontrolle dient
ein Marker (Nano ladder), welcher bei jedem Chip-Lauf zusétzlich zu den Proben geladen
wird. Vor dem Chip-Lauf wird der beladene Chip zum Entfernen von Luftbldschen gevortext.
Der Bioanalyzer wird mit dem Programm ,,Eukaryote Total RNA Nano* zur Gesamt-RNA-
Analyse gestartet, die RNA-Proben durch Anlegen einer Spannung kapillarelektrophoretisch
nach GroRe aufgetrennt und in ein Elektropherogramm ubersetzt. Zusatzlich wird die
Intensitat des Fluoreszenzsignals gemessen und im Vergleich zum Marker die Quantitat jedes
Fragments und jeder Probe insgesamt ermittelt.
Zur Analyse der Daten des Bioanalyzer 2100 diente die 2100 Expert Software (Version
B02.05.S1360). Die Software ermdglicht die Anwahl des ,Eukaryote Total RNA Nano*-
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Programms zur Analyse der Qualitat von eukaryotischen RNA-Proben. Die Ergebnisse
werden automatisch als Elektropherogramme erstellt und die RIN und Konzentration der

Proben berechnet.

RIN: 10, optimale RNA-Qualitit

RIN: 1, komplett degradierte RNA

Abbildung 16 — Die Funktionsweise des Bioanalyzers 2100.

Der Agilent Bioanalyzer 2100 ermdglicht eine Chip-basierte, kapillarelektrophoretische Auftrennung von
RNA und DNA. Links: Zur elektrophoretischen Auftrennung tauchen Elektrodenpins des Bioanalyzer
2100 in die Proben auf dem Chip. Durch Anlegen von Strom an die Elektrodenpins werden die RNA-
Proben durch die Mikrokanale bewegt (1.). Nach definierten Zeitpunkten werden die unterschiedlichen
RNA-Proben separat in einen Trennkanal injiziert (2.). Im Trennkanal werden die Proben
elektrophoretisch nach Groélie aufgetrennt (3.) und von einem Detektor registriert (4.). Die registrierten
Signale werden von der 2100 Expert Software sowohl als Elektrophoresegel (rechts: schwarze Késten)
angegeben als auch als Elektropherogramme (rechts: griner Kasten) dargestellt. Rechts: Beispiele einer
RNA-Probe optimaler Qualitat (oben) und einer komplett degradierten RNA-Probe (unten). (RIN — RNA
Integritdtsnummer, Verandert nach Agilent 2100 Bioanalyzer Broschire und RNA 6000 Kit Guide)

Zur Analyse von miRNAs wurde der Small RNA Chip-Kit (Agilent) eingesetzt, um Proben
im Bereich von 5-20 ng/ul Gesamt-RNA zu untersuchen. Die kapillarelektrophoretische
Auftrennung und Detektion der Proben verlduft analog zum Nano Kit. Das Detektionsmuster
gibt Aufschluss tber die Quantitat von kurzen RNAs (6 bis 150 nt). Besonderes Augenmerk
wird hierbei auf den Anteil der miRNAs (15-35 nt) in der Probe gelegt.

Der Small RNA Chip ist mit einem feinmaschigerem Polymergel beladen im Vergleich zu
dem RNA 6000 Nano Chip. Zusatzlich werden fur die Auftrennung 9 pl condition solution
(im Small RNA Kit enthalten) bendétigt, die separat in einen vorgesehenen Slot geladen

werden und zur Verstarkung des Fluoreszenzsignals dienen. Als Kontrolle dient ein Marker
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(small RNA ladder), welcher bei jedem Chip-Lauf ebenfalls wie die Proben behandelt und
aufgetragen wird. Anstelle des ,,Eukaryote Total RNA Nano“-Programms wird das Programm
»-omall RNA Series I1” zur Analyse kurzer RNA-Fragmente verwendet. Die Software erstellt
aus den Messdaten wiederum Elektropherogramme und errechnete automatisch die
Konzentration von miRNA und kurzen RNA Fragmenten insgesamt, sowie deren Verhaltnis
(in % miRNA-Anteil an kurzen RNAS).

2.2.4.5 Zelllyse von UV-LMD Proben und cDNA-Synthese aus mRNAs und

MiRNAS
RNA wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase und random Hexamer-Primern in
stabile komplementdre DNA (cDNA - engl. complementary DNA) (bersetzt. Die Reverse
Transkriptase ist eine RNA anhdngige DNA-Polymerase, die beginnend an einem kurzen
Oligonukleotid (Primer) mit Hilfe von Desoxy-Ribo-Nuklein-Triphosphaten (dNTPs) durch
Elongation des Primers einen Hybridstrang aus RNA und DNA erstellt. Der Prozess des
Erstellens von cDNA aus RNA wird Reverse Transkription genannt.
Da miRNAs aufgrund ihrer Kirze nicht durch Primerbindung und Elongation einfach in
cDNA Ubersetzt werden kénnen, wurden diese zuvor durch das Enzym Adenylase, die an das
3‘-Ende Desoxy-Ribo-Adenosin-Triphosphate (dATPs) anfugt, verlangert (Kit-System
miScript, Qiagen, Hilden, DE).
Die cDNA-Synthese von totaler RNA aus laserdissektierten Zellen erfolgte direkt nach der
UV-LMD und Zelllyse bei 72°C (ThermoStat plus) ohne separate RNA Isolation.
Dazu wurde auf die Mikrodissektate 4,7 pl Laser-Reaktionsmix (vgl. 2.1.6) ins Cap gegeben,
welcher sich in finaler Konzentration aus je 0,2 mM dNTPs, 10 uM random Hexamer-
Primern, 1 mM Tris HCI (pH 8) (Reverse Transkriptase Puffer, RT-Puffer), 1x Erst-Strang
Puffer (First Strand Buffer, FSB), 10 mM Di-Thio-Threitol (DTT), 500 ng Poly-Inositol
(polyl), 0,5 % Detergenz (NP40), 5 U RNase-Inhibitor (Super RNasin, SRS) in RNase-freiem
Wasser zusammensetzte. Polyl dient als RNA-Tragermaterial (Carrier) zur Vermeidung von
RNA-Degradation. Alle Agenzien fur den Laser-Reaktionsmix wurden in entsprechenden
Aliquots bei -20°C aufbewabhrt.
Der Laser-Reaktionsmix wurde fur jeden Experimenttag frisch zusammenpipettiert und
wéhrend des gesamten Versuchs lichtgeschitzt auf Eis aufbewahrt. Im Anschluss an die Lyse
wurde die Probe 1 min auf Eis gekihlt und 1 min mit 13.200 rpm zentrifugiert (MiniSpin
plus, Eppendorf), um die Probe aus dem Cap des Reaktionsgeféal3es ins Tube zu befordern.
Danach wurden 100 U (0,3 pl) Reverse Transkriptase (SuperScript I, Invitrogen)
hinzugegeben und die Probe zur cDNA-Synthese fiir zundchst 2 h bei 38°C und 350 rpm
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Intervallmix fir 10 s alle 10 min in einen Thermoschuttler und abschlieRend bei 39°C uber
Nacht in einen ThermoStat plus inkubiert. Wéhrend des gesamten Versuchs wurde die
Reverse Transkriptase bei -20°C in einem Tischgefrierer (Techfreeze) direkt am Laser-
Arbeitsplatz aufbewahrt.

Die cDNA-Synthese aus Gewebe-RNA erfolgte nach Zugabe des cDNA-Synthesemixes 2 h
im Thermoschuttler bei 38°C und 350 rpm Intervallmix alle 10 min.

Der miScript Kit (Qiagen) ermdglicht eine parallele Detektion von mRNA und miRNA nach
entsprechender cDNA-Synthese. Zunachst werden unselektiv kurze RNA-Fragmente (auch
miRNAS) einer Probe polyadenyliert. Parallel dazu werden RNA und polyadenylierte RNA
mit Hilfe von random Hexameren und poly-dT Primern in cDNA umgeschrieben (Details vgl.
3.2.4). Nach der Reversen Transkription wurden die Proben bei -20°C gelagert.

2.2.4.6 Préazipitation zur Aufreinigung von RNA und cDNA
RNA bzw. cDNA wurden mittels eines modifizierten NaAc/EtOH-Protokolls, wie
beschrieben (Liss, 2002), préazipitiert und in Wasser aufgenommen. Die Prazipitation dient der
Aufkonzentration der Proben und der Aufreinigung zur Vermeidung von Artefakten in
nachfolgenden Reaktionen.
Zunéchst wurde 5 pl Probe zur Nukleinsdurefallung mit 7,35 pl Préazipitationsmix gemischt
und gevortext. Durch Zugabe von 37 pl 100 % Ethanol (AppliChem, Darmstadt, DE) und
Vortexen wurden die Proben (ber Nacht bei -20°C geféllt. Mittels zweistlindiger
Zentrifugation bei 13.200 rpm bei 0°C wurden die Nukleinsauren pelletiert, der Uberstand
groRzugig abgenommen und mit 100 pl 75 % Ethanol zum Entfernen von Salzen und anderen
Ruckstanden gewaschen (erneute Zentrifugation fiir 15 min bei 0°C und 13.200 rpm).
Bei der Prézipitation von cDNA wurde das Pellet nach sorgfaltigem Abnehmen des
Uberstands bei 45°C getrocknet, bis der Alkohol evaporiert war. Die cDNA wurde im
gewunschten Volumen Wasser aufgenommen, fiir 2 h bei 45°C und 350 rpm Intervall-
schutteln alle 10 min im Thermomixer inkubiert und bei -20°C gelagert.
Zur RNA-Prézipitation wurde der Waschethanol vollstandig abgenommen, das Pellet zur
Vermeidung von Thermodegradation bei -20°C getrocknet (ca. 5 min), im gewunschten

VVolumen Wasser aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.2.4.7 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) dient zur gezielten
Amplifikation distinkter Sequenzabschnitte von DNA-Einzelstrangen. Das Prinzip der PCR
basiert auf drei sich zyklisch wiederholenden Phasen: der Denaturierung, der
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Primeranlagerung (Annealing) und der Primerverlangerung anhand des Matrizenstrangs
(Elongation) (Lottspeich and Zorbas, 1998).

Das Schlusselenzym dieser Reaktion ist eine hitzebestdndige DNA-abhéngige DNA-
Polymerase (i.d.R. Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus). Als Startpunkt der Kopie dient
das 3‘-OH-Ende eines kurzen, zum Matrizenstrang komplementdren Oligonukleotids
(Primers), welches mittels dNTPs zu einem DNA-Doppelstrang (dSDNA) verlangert wird.
Die Denaturierung der dsDNA erfolgt bei hohen Temperaturen (94 oder 95°C). AnschlieRend
wird auf eine primerspezifische Temperatur (i.d.R. 50-70°C) gekihlt, bei der sich die
spezifischen Primer an ihre Zielsequenz auf dem Haupt- und Gegenstrang der getrennten
Einzelstrdnge anlagerten. Die Elongation erfolgte i.d.R. bei 60°C oder 72°C. Die ideale
exponentielle PCR-Amplifikation entspricht einer Vordopplung der Zielsequenzen pro
Zyklus.

Alle PCR-L&ufe dieser Arbeit wurden mit entsprechend geeigneten PCR-Negativ- und
Positivkontrollen durchgefiihrt.

Die genauen Temperaturzyklen der unterschiedlichen PCRs sind in den entsprechenden
Kapiteln (s.u.) angegeben, die eingesetzten Primer und Assays sind in den Tabellen 7-9
aufgefihrt.

2.2.4.7a qualitative Multiplex-Nested PCR
Eine Multiplex-Nested PCR besteht aus zwei aufeinander folgenden PCR-Reaktionen. Das
Zweistufensystem erhoht die Sensitivitat und Spezifitdt der PCR (Lottspeich and Zorbas,
1998).
In einer Multiplex-PCR werden parallel mehrere Zielsequenzen amplifiziert, indem
Primerpaare flr verschiedene Zielsequenzen in derselben PCR-Reaktion eingesetzt werden.
Die Multiplex-PCR wurde in 50 pl Gesamtvolumen unter Verwendung von 25 pl 2x
HotStarTag™ Master Mix (Qiagen) in einem Thermocycler (9700 GeneAmp PCR System
mit Goldblock, Applied Biosystems) durchgefuhrt.

Multiplex-PCR Mastermix (je 50 pl Reaktionsvolumen, davon 5 pl Template):
25 pl 2x HotStarTaq Master Mix*
1 ul je Primerpaar (Forward & Reverse gemischt, je 50 pmol/pl = 50 uM)
mit Wasser auf 45 pl aufgefillt
*enthélt HotStarTaq DNA Polymerase (finale Konzentration 0,01-0,1 U), PCR Puffer mit 3
mM MgCl,, 400 mM je dNTP.
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PCR-Programm Multiplex-PCR:
95°C — 15 min (zum Aktivieren der HotStarTag-Polymerase)
94°C - 30 sek
58°C — 1 min 35 Zyklen
72°C — 3 min
72°C -7 min
4°C -

Die PCR-Produkte der Multiplex-PCR dienen als Template fiir nachfolgende Nested-PCR-
Reaktionen. In einer Nested-PCR wird jeweils ein Primerpaar verwendet, welches innerhalb
der jeweiligen Zielsequenz des 1. Primerpaares aus der Multiplex-PCR liegt. Die Nested PCR
wurde in 25 pl Gesamtvolumen unter Verwendung von 12,5 pl 2x ReadyMix™ redtag™
PCR reaction mix mit 3 mM MgCl, (Sigma) in einem Thermocycler (9700 GeneAmp PCR
System mit Goldblock, Applied Biosystems) durchgefuhrt.

Nested-PCR Mastermix (je 25 pl Reaktionsvolumen, davon 1 pl Template):
12,5 pl 2x ReadyMix™ redtag™™ PCR reaction mix *
0,5 pl je Primerpaar (Forward & Reverse gemischt, je 50 pmol/ul = 50 pM)
mit Wasser auf 24 pl aufgefullt

* genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Sigma nicht genannt.

PCR-Programm Nested-PCR:
94°C - 3 min
94°C - 30 sek
59°C — 1 min 35 Zyklen
72°C -1 min
72°C — 7 min
4°C -

2.2.4.7b Agarose-Gelelektrophorese
Durch Anlegen einer Spannung (5 V/cm-Agarosegellauflange) werden die DNA-Proben
mittels Gelelektrophorese der GroRe nach aufgetrennt. DNA-Molekiile sind negativ geladen
und wandern zur Anode, wobei kleine DNA-Fragmente schneller durch die Poren des
Agarosegels gelangen als grolRere Fragmente. Das im Gel enthaltende Ethidium-Bromid
(EtBr) interkaliert in die DNA-Strdnge und kann spéter unter UV-Licht sichtbar gemacht
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werden (Lottspeich and Zorbas, 1998). Die Zuordnung der FragmentgréRRen erfolgte mit Hilfe
des Grolenmarkers.

Die PCR-Produkte der Nested-PCR-Reaktionen wurden entsprechend ihrer GroRRe mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Zur Auftrennung diente i.d.R. ein 2 %iges Agarosegel.
aus 2 % Agarose in 1x TAE-Puffer und Zusatz von EtBr (1 ng/ml-Agarosegel) angefertigt.
Nested-PCR-Proben (loading dye bereits im ReadyMix™ redtaq™ PCR reaction mix (Sigma)
enthalten) und zusétzlich ein GroRenmarker (100 bp Leiter mit loading dye (Fermentas))
wurden auf das Gel aufgetragen. Nach Auftrennung wurde das Gel in einer Geldokumen-
tationskammer (Biodoc, Biometra) mit UV (312 nm Wellenldnge) angeregt und fotografiert.

2.2.4.7c Quantitative real-time PCR

Fir die quantitative real-time PCR-Reaktionen wurde eine real-time gqPCR-Maschine
GeneAmp 7900HT (Applied Biosystems) in Kombination mit einem 96-well-Block gemaR
Herstellerangaben benutzt (Abb. 17). Mit einem Einsatz an einem Schwenkarm des Platten-
Handling-Systems wird eine 96-well-Platte in das Probenblock Modul eingefahren. Uber
einen Laser erfolgte die Anregung und Uber ein optisches System das Auslesen der
Fluoreszenzsignale der gPCR und die Aufzeichnung in real-time. Zur Steuerung diente die
SDS-Software (Version 2.3), mit welcher das Gerat programmiert, die Daten verarbeitet und
analysiert wurden konnten.

Alle real-time gPCR Reaktionen (Assays) wiesen aufgrund des chemischen Sondendesigns
(z.B. TagMan-Prinzip) oder des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs (SYBRgreen-Prinzip)
eine basale Hintergrundfluoreszenz auf. Zur Trennung der Hintergrundfluoreszenz von der
amplifikationsspezifischen Fluoreszenz wurde der Wert flr die Basalfluoreszenz aus den
initialen Zyklen jeder Reaktion bestimmt (Baseline Value). Fiir TagMan-Assays wurde hierzu
eine Baseline von Zyklus 3 bis Zyklus 15 verwendet, fir miScript SYBRgreen-Assays von
Zyklus 1 bis Zyklus 5.

Abbildung 17 — Schematische Darstellung der

Laser real-time gPCR Maschine GeneAmp 7900 HT.
g optisches Die gPCR-Reaktion findet im 96-well Proben-
|| = block statt. Mit Hilfe eines 488 nm Argon-
gerit lonenlasers werden die Proben angeregt und
die resultierenden Signale von einer CCD
AT (ladungstragergekoppelte  Schaltung, engl.

— Finsatz | automatisiertes charge-coupled device) Kamera aufgenommen
S qar Datten flandiine-  (ins Deutsche Gbersetzte Abbildung aus dem
+ ABI PRISM® 7900HT userguide).

Prohenblock
F

(96-well) Modul

ABI PRISM® 7900HT userguide
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Eine Amplifikation wahrend der real-time gPCR ist messbar, wenn ein Fluoreszenzsignal das
Hintergrundsignal signifikant 0berstieg. Fir jeden Assay wurde ein entsprechender
Schwellenwert (threshold) gesetzt, an den sich alle amplifizierten Proben in der
exponentiellen Amplifikationsphase befanden und die Fluoreszenzsignale signifikant Gber

dem Hintergrundsignal lagen.

2.2.4.7c-1 Sondenspezifische Detektion

Das TagMan-Prinzip der drei Oligonukleotide; zwei Primer und eine Sonde, die innerhalb der
Zielsequenz zwischen den Primern bindet (Applied Biosystems bzw. Metabion), basiert auf
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer-(FRET)-Quenching, wobei sequenzspezifische Son-
den, bestehend aus einem Oligonukleotid, das mit einem Fluoreszenzreporter (FAM,
Phosphoramidit-Derivat von 6-Carboxyfluorescein) am 5°‘Phosphat-Ende und einem
entsprechenden nichtfluoreszierenden Quencher (BHQ, black hole quencher) am 3’OH-Ende,
der das Fluoreszenzsignal des Reporters durch die rdumliche Nahe unterdrickt (FRET-
Quenching). Ungequenchtes FAM emittiert Licht mit einer Wellenldnge von Amax = 522 nm
nach Anregung durch die Wellenldnge Amax = 494 nm. Zusatzlich ist am 3‘OH-Ende der
Sonde ein minor groove binder (MGB) lokalisiert, der es ermdglicht, kiirzere Sonden zu
designen, die dennoch an die Zielsequenz stabil binden. Kirzere Sonden sind von Vorteil, um
die Amplikonlange kurz zu halten.

Die Sonde ist so gewahlt, dass diese innerhalb der amplifizierten Zielsequenz zwischen den
beiden PCR-Primern bindet. Wéhrend der Elongation wird die gebundene Sonde durch die 5*-
3‘-Exonukleaseaktivitat der HotStarTag-DNA-Polymerase (Qiagen) abgebaut, wodurch die
physikalische Verbindung und rdumliche N&he von Quencher und Fluoreszenzreporter
aufgehoben und das Fluoreszenzsignal des Reporters detektierbar wird. Das Fluoreszenz-
signal des Reporters ist somit proportional zum PCR-Amplifikat (Abb. 18).

Alle sondenbasierten real-time gPCR-Reaktionen in der vorliegenden Arbeit wurden unter
Verwendung des QuantiTect™ Probe PCR Master Mix (Qiagen) durchgefiihrt. Dieser Mix
enthalt auler Primern (0,5 pM), Probe (0,2 uM) und Template-DNA: qPCR-Puffer (enth&lt
TrisCl, KCI, (NH4)2SO4, 8 mM MgCl,, pH 8.7), Nukleotide (ANTPs: dATPs, dCTPs, dGTPs
& dUTPs), HotStarTag DNA Polymerase und ROX™ als passiven Referenzfarbstoff, dessen
Fluoreszenz wahrend der gPCR-Reaktion passiv abnimmt und als Referenz fir den
entsprechenden passiven Fluoreszenzabfall der TagMan-Sonden zur Berechnung der

Baseline-Korrektur dient.
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Das finale Reaktionsvolumen betrug 20 pl. Die 96-well-Platte mit den real-time qPCR-
Reaktionsansdtzen wurde vor Eingabe in das 7900 HT-Gerét 2 min bei 2500 rpm bei 4°C

zentrifugiert.

real-time qPCR-Mastermix (je 20 pl Reaktionsvolumen fir TagMan, davon 5 pl Template):
10 pl 2x QuantiTect Probe g°PCR Master Mix*
1 ul 20x Primer Probe Mix**
4 pl Wasser

*genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Qiagen nicht genannt.

**genaue Konzentration von Applied Biosystems nicht genannt.

real-time qPCR-Mastermix (je 20 pl Reaktionsvolumen fir TagMan, Primer und Probe
getrennt von Metabion, davon 5 pl Template):

10 pl 2x QuantiTect Probe gPCR Master Mix*

1 pul je Primer (10 pmol/pl = 10 uM) -> Endkonzentration 0,5 uM

0,5 pl Probe (10 pmol/pl = 10 uM) -> Endkonzentration 0,25 uM

2,5 pl Wasser
*genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Qiagen nicht genannt.

TagMan real-time qPCR-Programm:
60°C — 2 min
95°C - 15 min

94°C — 15 sek
> 50 Zyklen
60°C — 1 min

2.2.4.7c-2 Fluoreszenzdetektion mittels SYBRgreen real-time PCR

Das Prinzip der quantitativen real-time SYBRgreen-PCR basiert auf dem Zusatz des
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBRgreen in jeder PCR-Reaktion. Der Interkalator
bindet an doppelstrdéngige DNA und bildet mit dieser einen Komplex, der durch Licht mit
einer Wellenldnge von Amax = 494 nm angeregt werden kann und Licht bei Amax = 521 nm
emittiert. Das Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffs SYBRgreen ist proportional zur
Menge des Amplikons (Abb. 18).

Aufgrund der kurzen Basensequenz der miRNAs von weniger als 25 Nukleotiden ist die
Primer-Probe basierende TagMan real-time PCR zur Quantifizierung nicht direkt mdglich. In
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der vorliegenden Arbeit wurde eine flexible Variante (miScript Kit, Qiagen) verwendet. Mit
Hilfe spezieller Universalprimer (Firmengeheimnis Qiagen) und sequenzspezifischer miRNA-
Primer kann nach cDNA-Synthese jede beliebige miRNA einer Probe mittels SYBRgreen
gPCR quantifiziert werden.

Alle SYBRgreen real-time gPCR-Reaktionen der vorliegenden Arbeit wurden unter
Verwendung des QuantiTect'™ SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, DE)
durchgefuhrt. Dieser Mix enthielt (aulRer Primern (0,3 uM) und 5 pl Template-DNA): qPCR-
Puffer (enthalt TrisCl, KCI, (NH4).SO* 8 mM MgCl,, pH 8.7), Nukleotide (dNTPs: dATPs,
dCTPs, dGTPs & dUTPs), HotStarTag DNA Polymerase, SYBR Green | Farbstoff und
ROX™ als passiven Referenzfarbstoff, dessen Fluoreszenz wiéhrend der qPCR-Reaktion
passiv abnimmt und als Referenz fur den entsprechenden passiven Fluoreszenzabfall des
SYBRgreens zur Berechnung der Baseline-Korrektur dient.

Das finale Reaktionsvolumen betrug stets 25 pl. Die 96-well-Platte mit den real-time gPCR-
Reaktionsansdtzen wurde vor Eingabe in das 7900 HT-Gerét 2 min bei 2500 rpm bei 4°C

zentrifugiert.

real-time gPCR-Mastermix (je 25 pl Reaktionsvolumen fiur SYBRgreen, davon 5 ul
Template):

12,5 pl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix*

1,25 pl je Primer (6 pmol/pl = 6 pM) -> Endkonzentration 0,3 pM

5 pl Wasser
*genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Qiagen nicht genannt.

PCR-Programm SYBRgreen-PCR:
95°C - 15 min
94°C - 15 sek
x°C — 30 sek
72°C - 30 sek
y°C - 15 sek

Schmelzkurvenanalyse**

50 Zyklen

Annealing-Temperatur x und Temperatur zum Auslesen des Fluoreszenzsignals y
(4. Segment) sind primerspezifisch und der Tabellen 13 der verwendeten SYBRgreen Primer

Zu entnehmen.
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real-time qPCR-Mastermix (je 25 pl Reaktionsvolumen fir SYBRgreen miScript Kit, davon
5 ul Template):

12,5 pl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix*

2,5 pl miScript Universal Primer*

2,5 pl 10x miScript Assay (in 1x Tris-EDTA, pH 8)*

2,5 pl Wasser

*genaue Konzentrationen der Inhaltsstoffe von Qiagen nicht genannt.

PCR-Programm miScript SYBRgreen-PCR (miR-133a/b):
95°C - 15 min
94°C - 15 sek
55°C - 30 sek
70°C - 30 sek
73°C — 15 sek

Schmelzkurvenanalyse**

50 Zyklen

** Im Anschluss an die SYBRgreen qPCR-Reaktionen wurde eine Schmelzkurvenanalyse
gemacht. Dazu wurden die PCR-Produkte flr 15 s bei 95°C denaturiert. Anschliefend wurde
die Temperatur fur 15 s auf 60°C gebracht und kontinuierlich (1°C alle 15 s) auf 95°C unter
Aufzeichnung des Fluoreszenzsignals erhoht.

Die Abnahme des Fluoreszenzsignals mit steigender Temperatur gab Aufschluss tber die
Denaturierungstemperatur der PCR-Produkte und damit ber das Vorhandensein moéglicher
PCR-Nebenprodukte oder Primer-Dimere. In Abhangigkeit der Schmelzkurvenanalyse wurde
die optimale Temperatur zum Auslesen des Fluoreszenzsignals bestimmt. Zusétzlich wurden
die SYBRgreen-PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese auf korrekte Produktlange
Uberpruft.
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TaqgMan Assay

1. Primer und Sonde mit Fluoreszenzreporter (R) und ein
Quencher(Q) binden an jeweiligen Template-Strang.

5: Forward Priner Q Probe Q:'
3 5"
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5°

Reverse Primer

2. Bei einer intakten Sonde wird die Lichtemission des
Reporters durch den Qli%ncher unterdriickt.
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3. Wahrend des Elongationszyklus baut die Polymerase
durch die 5°-3*-Exonukleasaktivitat die Sonde ab.

&
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4. Durch die Degradation der Sonde kann der Quencher
das Fluorcszenzsignal des Reporters nicht mehr
unterdriicken. Der Reporter emittiert Fluoreszenzlicht

SYBRgreen Assay

1. SYBRgreen I flucresziert bei Interkalation in dsDNA.

2. Wenn der Doppelstrang denaturiert wird, wird
SYBRgreen | freigesetzt und fluoresziert deutlich weniger.

3. Wiahrend der Elongation binden Primer und das
doppelstrangige PCR-Produkt wird polymerisiert.

Forward Pimer
e @
@ L
@
@
Reverse Primer

4. Nach Abschluss der Polymerisierung interkaliert
SYBRgreen auch in das neusynthetisierte doppelstrangige

proportional zur PCR-Am onEe- Produkt, wodurch sich das Fluoreszenzsignal proportional

| . _
zur PCR-Amplifikatmenge erhoht.
f,ok“ -3 j 3 & ‘
5 i B o -0- -0 -0--0
3' sl
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Abbildung 18 — Prinzipien der real-time qPCR.

Links das Prinzip der Fluoreszenzsignalentstehung des sondenbasierten TagMan-Assays (Sonde mit
Fluoreszenzreporter R an 5‘-Ende und Quencher Q am 3‘-Ende der Sonde), rechts das Prinzip der
Fluoreszenzsignalentstehung von SYBRgreen-Assays (SYBRgreen | Interkalator). (veréndert nach:
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/portal/documents/web_content/cms_052221.png).

2.3 Datenverarbeitung, Datenanalyse und Statistik

2.3.1 Primerdesign mit Oligo 6
Zum Design der Primer fir SYBRgreen gPCR wurde die Oligo 6 Primer Analysis Software

(Version 6.71, Medprobe Oslo, N) eingesetzt. Die Software ermdglicht das Einlesen von
Sequenzen im FASTA- oder Genbank-Format und die manuelle Angabe von Primerkriterien

in Form von gewilnschter Position, Amplikonldnge, Annealing-Temperatur, Amplikon-

schmelztemperatur und weiterer Parameter (maximale L&nge und Energie von
Primerdimeren, 3°-Stabilitadt, keine Dimere an 3‘, GC-Klammer Stabilitat, maximale
Schleifen- und Hairpin-Bildungsenergie, maximale Falschprimingeffizienz, minimale

Konsensusprimingeffizienz, Homologieeigenschaften, maximale nt-Repeat-Anzahl). Alle
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Parameter kOnnen separat angepasst oder stufenweise (Very High, High, Moderate, Fair, Low
und Very Low) orchestriert gedndert werden. Es konnen homologe Sequenzen zum
Ausschluss oder zum Design von Alignment-Primern angegeben werden.

Das Programm diente zum Design von sequenzdiskriminierenden SYBRgreen qgPCR Girk-
Primern fur die murinen Girk-Kanéle 1-4 im Rahmen eines Kooperationsprojekts (vgl.
3.2.2.1) mit Prof. Rafael Lujan (Institut fir Medizinwissenschaften, Universitat Castilla-La
Mancha, Campus Biosanitario, Albacete, Spanien). Die Primer sind in Tabelle 8 und die
Annealing-Temperatur und Standardkurvendaten in Tabelle 13 aufgefuhrt.

2.3.2 Auswertung von real-time gPCR Daten

Die SDS-Software (Version 2.1, Applied Biosystems) lieferte von jeder PCR-Reaktion
absolute Fluoreszenzdaten Rn, bzw. ARn (normalisiert zu ROX) und diente zur Darstellung
und zum Auslesen der Daten. Die Auswertung von real-time qPCR Daten von TagMan-
Assays erfolgte in folgenden Schritten:

1.) Rn- & ARn-Analyse der Plots (signal to noise ratio)

2.) Setzen der Basislinie (baseline)

3.) Identifikation der exponentiellen Phase und Setzen der threshold-Linie

4.) Assayperformance-Test mittels Genereration und Analyse von Standardkurven aus

10fach seriell verdiinnter cONA (Steigung & Reproduzierbarkeit)
5.) Statistische Analysen (Mittelwerte, SEM, Signifikanztests, ANOVA)

2.3.2.1 Verwendete Standards und Standardkurven

Fur die Vergleichbarkeit der Daten war es notwendig, diese auf einheitliche Standards zu
beziehen.

Alle humanen Daten (bis auf die miR-133b) wurden auf einen Standard bezogen, der aus
Verdinnungen in Zehnerschritten von SN cDNA bestand. Diese cDNA wurde aus totaler
humaner SN-Gewebe RNA (Cat# AM6866, 1 mg/ml, pH 6.4, RIN 6.3, Ambion) mit Hilfe
von random Hexameren synthetisiert. Als Standard fiir den miR-133b Assay wurde mit Hilfe
des miScript RT Systems cDNA aus Universal human RNA (Cat# 750700, 1 pg/ul,
Stratagene) synthetisiert.

Fir murine Analysen wurde RNA aus Mittelhirngewebe von 3 Wochen alten M&usen isoliert

und diese mit random Hexameren in cDNA umgeschrieben.
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2.3.2.2 Assayperformance-Analysen
Zunéchst wurden die Rn- und ARn-Daten linear gegen die PCR-Zyklenanzahl aufgetragen
und beurteilt, ob die Signalstarke der Fluoreszenz im Vergleich zur Hintergrundfluoreszenz
(signal to noise ratio) homogen und hinreichend flur weitere Analysen war. Der
Fluoreszenzunterschied gibt Auskunft Gber Hintergrund- und Sondenlabel- bzw. SYBRgreen-
spezifische Signale. Dabei wurde empirisch beobachtet, dass bei absoluten Fluoreszenz-
unterschieden von mind. 4 Rn eine exponentielle Phase zu finden und sinnvolle
Auswertungen moglich waren. Dann wurden die Zyklen fiur die Baseline-Korrektur festgelegt.
Bei SYBRgreen-Reaktionen wurde weiterhin die Schmelzkurve (engl. dissociation curve)
analysiert und Proben mit Nebenprodukten eliminiert.
Die ARn-Daten wurden logarithmisch gegen die PCR-Zyklenanzahl aufgetragen, um die
exponentiellen Phase der PCR-Reaktion zu erfillen, in der alle PCR-Kurven eine mdglichst
identische Steigung aufwiesen. In die exponentielle Phase wurde eine Schwellenwertlinie
(engl. threshold line, im Folgenden kurz als threshold bezeichnet) gelegt, anhand der Rn-
Daten kontrolliert und die Schnittpunkte mit dieser Linie jedes individuellen ARn-
Fluoreszenzplots als Ct-Wert (Ct = ,,cycle at threshold*) der betreffenden Probe ausgelesen
(Abb. 19). Diese Ct-Werte wurden flr statistische Analysen und zur Berechnung der relativen
Expression bezogen auf einen gemeinsamen Standard verwendet.
Die ideale Steigung von -3,32 der Standardkurven aus 10fach stufenweiser, seriell verdiinnter
cDNA ergibt sich aus der Formel fiir die Effizienz real-time gPCRs (Tichopad et al., 2010):
Effizienz E = seriellen Verdiinnungsfaktor s*'%"9_1  Bej 100 % Effizienz und einem seriellen
Verdiinnungsfaktor von 10 ergibt sich: 1 = 105991 ynd somit eine ideale Steigung von
etwa -3,32. Anhand dieser Steigung lassen sich Aussagen Uber den Verlauf der gPCR-
Reaktion machen (Liss, 2002).
Als Minimalanforderung der Performance an einen hinreichend guten Assay galt mindestens
eine erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenz aus drei hinreichend hohen 10er-
Verdunnungsstufen des verwendeten Standards, eine Steigung der Standardgeraden von -3,32
+ 0,1, ein absoluter Fluoreszenzunterschied (signal to noise ratio) von mind. 4 Rn und eine
robuste Reproduzierbarkeit der Standardkurven ohne signifikante Abweichungen der Ct-
Werte (< 0,3 Ct) einzelner Verdiinnungsstufen. Bei Abweichungen von mehr als 0,1 in der
Steigung, mehr als 0,3 Ct des Y-Intercept oder unzureichendem R? (< 99 %) wurde
mindestens eine weitere Verdinnungsreihe in Duplikaten pipettiert, um Pipettierfehler
auszuschlieBen. SYBRgreen Assays sollten zudem nach Schmelzkurvenanalyse frei von

Nebenprodukten und Primerdimeren sein.
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Abbildung 19 — Ct-Werte und Standardkurve von humanem a-Synuclein.

Beispiel-Screenshot der SDS-Software nach real-time qPCR Lauf laserdissektierter Zellen und SN cDNA
Standard in einer 96-well Platte. In der 96-well-Plattenbelegung (links) werden den wells der 96-well-
Platte (links oben) Probennummern, Standardverdinnungsstufen in pg und Detektoren zugewiesen. Die
Belegung der Platte und die Messergebnisse werden zudem tabellarisch angegeben (links, unten). Im
Amplifikationsplot werden Fluoreszenzsignale gegen Zyklen aufgetragen und ein threshold bestimmt (rote
Linie). Anhand der Standardverdiinnungen wird eine Standardkurve (Ct gegen Quantitat) generiert (rote
Pfeile) und die Proben entsprechend aufgetragen (grtne Pfeile).

Bemerkung: Diese Beispielstandardkurven dienen der einfachen Visualisierung; i.d.R. sollen die
Verdiinnungen der Standardkurven immer das Spektrum der Proben abdecken.

Erfullte ein Assay die Kriterien nicht, wurde dieser i.d.R. nicht fur Einzelzell-
Genexpressionsanalysen eingesetzt. Wenn mdglich, wurde die Zielsequenz auf einen anderen
Exon-Exon-Ubergang desselben Gens verlegt, um eventuell eine bessere Perfomance fiir ein
Gen zu erreichen. Einige Assays, wie z.B. splicevariantenspezifische Assays, mussten trotz
unzureichender Performance verwendet werden, da keine andere Designmdglichkeit gegeben

war (z.B. NACP126-Splicevariante von a-Synuclein).

2.3.2.3 Berechnung der relativen Quantitat aus real-time qPCR-Daten
Aus den Ct-Werten der UV-LMD-Proben und der realen Steigung, sowie dem Y-Achsen-
abschnitt einer entsprechend geeigneten Standardkurve (cDNA aus Gewebe), konnte die
relative Quantitat der Probe berechnet werden.
Aus dem Steigungsdreieck und der Geradengleichung mit der X-Achse in logarithmischer

Skalierung ergibt sich die Formel: Ct = Steigung * x + Ctmax, wobei x die gesuchte relative
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Quantitat der Probe (in Bezug auf den verwendeten Standard), Ct der zu x gehtrende Ct-
Wert, Steigung die Steigung der Standardgeraden und Ctmax der maximale Ct-Wert bzw. der
Schnittpunkt der Geraden mit der Y-Achse (Y-Intercept) ist (Abb. 20). Steigung, Y-Intercept
und Ct-Werte liefert die SDS-Software. Um die relative Quantitat der Probe zu bestimmen,
wurde daher die Geradengleichung nach x aufgeltst: x = relative Quantitat = (Ct-Ctmax) /
Steigung.

Abbildung 20 —
Quantitatsberechnung anhand Y-Intercept >
einer Standardreihe.

Anhand der Standardkurve
und den bekannten Parametern
Steigung, Ctmax (Y-Intercept)
und Ct der Probe kann die €t
Quantitat gegeniber dem ver-
wendeten Standard Uber das
Steigungsdreieck berechnet |
werden (Details siehe Text). +

ZvKlus

X
1 Quantitit
([ng] in logarithmischer Skalierung gemifl Verdiinnungsfaktor)

Da die Auftragung der X-Achse in Abhéangigkeit des seriellen Verdinnungsfaktors
logarithmisch ist, musste die Formel entlogarithmiert (hier zur Basis 10, s.u.) und umgestelit
werden. Daraus ergibt sich die relative Expression die Formel:

Ct— Y-Infercept
Steigung

seriellen Verdiinnungsfaktor
Zellzahl * Zellverdiinnung

X = relative Qualitit=

Das Entlogarithmieren bezieht sich auf den seriellen Verdinnungsfaktor. In der vorliegenden
Arbeit wurden zehnfach Verdinnungsstufen verwendet, daher wurde zur Basis 10
entlogarithmiert. Die Zellzahl entspricht in der vorliegenden Arbeit i.d.R. 15 und die
Zellverdinnung 5 pl Volumen in der real-time qPCR aus 55 pl Gesamtvolumen:

Ct— Y-Intercept
Steigung

x = relative Qualitiit =L
1,36

Die Einheit der relativen Quantitit entspricht der des cDNA-Standards (pg Aquivalent zur
Standard-cDNA pro Zelle oder pg = zu Standard/Zelle).

2.3.2.4 Berechnung der Relation und fold difference aus real-time qPCR Daten

Zur Berechnung der relativen Expression aus Ct-Werten von Gewebe wurden die Daten mit

ACt
2C

der -Methode auf B-Actin normalisiert. Dazu wurde vom gemessenen Ct-Wert der Ct-
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Wert von B-Actin abgezogen (ACt = Ct(Gen) — Ct(B-Actin)) und der erhaltene Wert als
Potenz der Basis zwei entlogarithmisiert (Livak and Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak,
2008).

Zur Berechnung der relativen Expression von Gesamtgewebe wurden die Daten auf -Actin
normalisiert. Dazu wurde das Verhdltnis der relativen Expression nach obiger Formel ins
Verhaltnis zur relativen Expression des Haushaltsgens (B-Actin) gesetzt, indem die relativen
Expressionen durcheinander geteilt wurden. Dies bezog die Steigung mit ein und
berticksichtigte somit die Assayperformance. Analog berechnete sich die fold difference, die
Veranderung eines Gens gemessen als Vielfaches eines anderen Gens.

2.3.3 Datenanalyse und Software fur die Datenanalyse (Excel und R)

Fur statistische Analysen wurden Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA, Version
10.6856.6858 SP3), sowie die statistische Programmiersprache R (open source, http://www.r-
project.org/, Version 2.8.1) mit dem Statistikpaket coin (Conditional Inference Procedures in
a Permutation Test Framework, Version 1.0-10) und selbstprogrammierte R-Routinen
verwendet.

Datenanalysen von Messreihen wie Mehrfachmessungen von Konzentrationen, RIN-Werten
und Ct-Werten erfolgten, indem Mittelwerte (Mw, arithmetisches Mittel), Standard-
abweichung (Sd, engl. Standard Deviation), Standardfehler (SEM, engl. Standard Error of
the Mean), p-Werte aus F-Test (Fisher-Test) und geeignetem T-Test (Student’s T-Test) bzw.
Wilcoxon-Rank-Test (mit Programmiersprache R) ermittelt wurden.

Die Nullhypothese nach Signifikanztest wurde bei einem p-Wert < 0,05 zurtickgewiesen. In
den Abbildungen wurden p-Werte wie folgt gekennzeichnet: n.s.: nicht signifikant (p> 0,05);
*p< 0,05 **: p < 0,01 und ***: p < 0,001. Signifikante Unterschiede zwischen
Datengruppen wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA (Analysis Of
Variance) betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Qualitatskontrolle des humanen
Hirngewebes

Das vorwiegend humane Ausgangsmaterial wurde zundchst makroskopisch, histologisch und
morphologisch charakterisiert und die zugehorigen, relevanten und bekannten Daten des
Spendermaterials und Informationen zu den Spendern zusammengetragen. Des Weiteren
wurden der pH-Wert des Gewebes, sowie die RNA-Integritat und der Anteil an kurzen RNAS
(6-150 nt) bestimmt. Nach dieser sorgfaltigen Begutachtung wurden die Proben
lasermikrodissektiert und im Anschluss die Genexpression individueller NM- und TH-
positiver SN Neurone untersucht.

Zur Dokumentation wurden alle Gewebestiicke vor und nach dem Trimmen am Gefrier-
mikrotom und wahrend der Lasermikrodissektion digital fotografiert und dokumentiert. Die
Abbildungen 21 und 22 zeigen beispielhaft die Charakterisierung fir einen Mittehirnblock
eines Kontrollgewebestiicks (K-SN 9, Abb. 21), sowie eines PD-Gewebestiicks (PD-SN 1,
Abb. 22). Zusammenstellungen aller Gewebestiicke befinden sich im Anhang.

Das Hirnmaterial mit den Nummern K-SN 1, K-SN 2, K-SN 3, K-SN 4, K-SN 5, K-SN 6,
PD-SN 1, PD-SN 2, PD-SN 3, PD-SN 4 und PD-SN 5 lag zu Beginn der Arbeit bereits
kryoasserviert vor und wurde schon von Jan Griindemann beschrieben und eingesetzt
(Grindemann, 2006; Ramirez et al., 2006). Im Laufe der Studien wurden weitere
Kontrollgewebeproben Dbereitgestellt (Prof. Dietmar Thal, Sektion Neuropathologie am
Institut fir Pathologie, Universitdt Ulm) und in die Studien aufgenommen (K-SN 7, K-SN 8,
K-SN 9 (Abb. 21) und K-SN 10; Tab. 11).

Das Kontrollmittelhirnkollektiv setzte sich aus post-mortem Gewebe von funf weiblichen und
funf ménnlichen Spendern zusammen. Die finf PD-Gewebeproben stammten von drei
mannlichen und zwei weiblichen Spendern (Tab. 10 & 11).

Die Kontrollprobe K-SN 9 (Abb. 21) zeigt die typischen Eigenschaften von post-mortem SN
Kontrollproben. In der Makroskopie ist deutlich die dunkle SN-Struktur zu erkennen. Im
histologischen Uberblick sind mikroskopisch rissige Strukturen im Bereich der SN und ein
allgemein hoher Anteil von Mikrorissen in htheren VergroRerungen zu erkennen (Abb. 21 &
32). Diese rissigen Strukturen erschwerten bei einigen Proben die anatomische Orientierung
und Differenzierung distinkter Subpopulationen wie beispielsweise die Unterscheidung

zwischen SNpc dorsalis und ventralis. Die Zellmorphologie in htheren Vergrofierungen NM-
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positiver SN Neurone des humanen Gewebes der Kontroll- und PD-Gruppe erlaubte
definierte, eindeutige Zellabgrenzungen in allen Proben.

Die Zellen einzelner NM-positiver Neurone im Bereich der medialen SN variierten stark in
Form (rundlich bis sehr langgestreckt), Neuromelaningehalt (wenig bis vollstandig gefillt)
und in ihrer GroRe (Kontrollen g: 1027 + 23 pm? und PD &: 1085 + 29 um?% p = 0,17 (T-
Test); n Kontrollen = 1170, n PD = 531).

Aufgrund der Degeneration der NM-positiven Neurone war insbesondere in den PD-Proben
die Unterscheidung dorsaler und ventraler SN kaum mdglich. Im medialen SN-Bereich
wiesen die PD-Proben NM-positive Neurone in vergleichbaren GréRRen zu den Kontrollzellen

auf.
K-SN9 . ] m
Falk Koncrolle Charakterisierung: RNA-Charakteristik
Geschlechi: weiblich Deutlich exi: bare SN. SNpc is und ventralis gut abgrenzbar. [FU] RIN: 6.5
Alter: 71, PMIE: Nd, pHE: 5,67 Allgemein hohe Zelldichte NM-positive Neurone im Bereich der SN mit
CERAD: 0, Braak: I gut erhaltener Zellmorphologi 10
Region: van Domburg II-T1T

= T
Makroskopie Histologischer Uberblick 225 30 35 40 45 50 55 60 65 [
= — 5 [FU]_; Anteil miRNA an kicinen RNAs: 202 %

50 ko ‘ ~
\ | A s
|/

T T T T T 17 1T
4 20 60 150 [nt]

Zell-Morphologie

MR )

— 1
[cm]

Abbildung 21 - Ubersicht des humanen Mittelhirngewebeblocks der Kontrollprobe K-SN 9.

Beispielhafte Zusammenfassung der erfassten Eigenschaften der Gewebeprobe K-SN 9. Der
GroRenbalken des histologischen Uberblicks entspricht 1000 um, der der Zellmorphologie 25 um. Unter
RNA-Charakteristik ist die RIN, welche Aufschluss tber die RNA-Qualitat gibt, und der miRNA-Anteil
an kleinen RNAs mit dazugehorigen Elektropherogrammen dargestellt. (SN - Substantia Nigra, NR —
Nucleus Ruber, PMI — post-mortem Index, pH — pondus hydrogenii, CERAD — Consortium to Establish a
Registry for Azheimer’s Disease, FU — Fluoreszenzeinheiten, nt — Nukleotide, s — Sekunden)

Die Kontrollgewebeprobe (K-SN 10) wies vergleichbare Makroskopie, Histologie,
Zellmorphologie und RNA-Qualitat auf (Tab. 10 & 11), wurde jedoch aufgrund stark
abweichender Genexpressionsdaten im Vergleich zu anderen Kontrollen nicht in die
Genexpressionsstudien einbezogen.

Anhand der Probe PD-SN 1 sind in Abbildung 22 die typischen Eigenschaften von post-
mortem SN PD-Gewebeproben dargestellt. In der Makroskopie war die Degeneration NM-
positiven Neuronen anhand der im Vergleich zu den Kontrollen schwécher pigmentierten SN

zu erkennen. Der Anteil an NM-positiven Neuronen im Bereich der SN in den histologischen

70



Ergebnisse

Ubersichten und das Auftreten von Mikrorissen bei héheren VergréRerungen waren hier im
Vergleich zu Kontrollen deutlich geringer.

Waéhrend der Isolation individueller NM-positiver Mittelhirnneurone wurde versucht, mediale
SN Neurone mit Hilfe der UV-LMD zu sammeln und dabei darauf geachtet, dass, soweit
moglich, in vergleichbaren Regionen wie bei den Kontrollen gesammelt wurde. Des Weiteren
wurden nur intakt wirkende, NM-positive Neurone mit definiertem Zellrand dissektiert.

PD-SN 1 RNA-Charakteristik

Fall: PD Charakterisierung:
Geschlechi: minnlich Degenerierte SN. [Fu] RIN: 7.1
Alter: 80, PMI: 7 h, pH: 6,42 Gemischie Zellpopulation vitaler und degenerierter NM-positiver
CERAD: 0, Braak: I Neurone im Bereich der SN. 10
Region: van Domburg IV-V
0-
Makroskopie istologischerUberblick zlo zls 3|0 Jls |Iu .uls slu sls bIO ulsm
f ; w5, [FU] Anteil miRNA an kleinen RNAs: 113 %
“f e -
//’ i ui 40}
£ A=) . A
= / R i 0
b / SR ¥ T T L I.
= g T 420 60 100 150 [t

lateral

o
A

Abbildung 22 — Ubersicht des humanen Mittelhirngewebeblocks der PD-Probe PD-SN 1.
Zusammenfassung der erfassten Eigenschaften der Gewebeprobe PD-SN 1. Der GroRenbalken des
histologischen Uberblicks entspricht 1000 um, der der Zellmorphologie 25 um. Unter RNA-Charakteristik
sind die RIN, welche Aufschluss Gber die RNA-Qualitét gibt, und der miRNA-Anteil an kleinen RNAs mit
dazugehorigen Elektropherogrammen dargestellt. (SN - Substantia Nigra, NR — Nucleus Ruber, PC -
Hirnschenkel, PMI — post-mortem Index, pH — pondus hydrogenii, CERAD - Consortium to Establish a
Registry for Azheimer’s Disease FU — Fluoreszenzeinheiten, nt — Nukleotide, s - Sekunden)

In Tabelle 10 sind alle erfassten Informationen Uber die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Mittelhirngewebe zusammengestellt (Spenderalter, PMI, CERAD- und Braak-
Stadium und van Domburg Region). Ferner ist angegeben, ob es sich um einen Kontroll- oder
PD-Fall handelt. Weiterhin sind Ergebnisse der pH-Wert-Bestimmung und RNA-
Qualitatsbestimmung in Form von RIN und miRNA-Anteil an small RNAs angegeben
(Tab. 11, Abb. 21 & 22). Von den Kontrollproben wurden fir die Mittelwert- und
Signifikanzbestimmungen der Daten aus den Tabellen 11 (Einzelwerte) und 12 (Mittelwerte),
sowie in Abbildung 23 die Kontrollgewebeproben K-SN 4 (aufgrund unzureichender RIN)
und K-SN 7 (starke Abweichungen der Genexpressionsdaten im Vergleich zu anderen
Kontrollen, in lila) ausgeschlossen.
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Code/ Bezeichnung Fall Alter [a], PMI [h] pH-Wert RIN 28S/18S RIN 28S/18S small RNA [pg/ul] -
Geschlecht 2008 Verhéltnis 2009 Verhéltnis Anteil miRNA

PD-SN 1 PD 80, m 7 6,42 71 0.8 7.4 09 3660,2-11,3%
PD-SN 2 PD 80, m 23 541 6,8 0,7 6,5 0,9 9238,5-15,2%
PD-SN 3 PD 79, w 17 5,79 73 1 74 0,9 3076,7-12,1%
PD-SN 4 PD 79, m 23 6,2 75 09 6,9 08 3059,2-125%
PD-SN 5 PD 73, w 11 551 7,7 0,9 6,9 08 5618,9-19,8 %
K-SN 1 K 62, m 31 5,88 6,2 05 6 0,6 5076,3 - 28,0 %
K-SN 2 K 72,m 6 6,42 6,6 0,7 6,1 0,6 5907,8 - 26,3 %
K-SN 3 K 69, w 14 6,6 6,5 0,6 58 08 11021,8-17,0%
K-SN 4* K 61, m 6,5 549 23 0 19 0

K-SN 5 K 75,w 24 5,54 6 0,5 34 0 13071,3-19,7 %
K-SN 6 K 63, m 24 6,04 6,3 07 57 08 8010,3-26,5%
K-SN 7* K (Ulm) 69, w 24 573 6,4 05 6,8 11 2627,1-272%
K-SN 8 K (Ulm) 68, w 120 5,66 59 0.2 55 03 7104,1-28,6 %
K-SN 9 K (Ulm) 7L, w 72 5,67 6,5 04 6,3 05 5622,1-21,3%
K-SN 10 K (Ulm) 72,m 24 5,65 6,6 05 57 06 8264,3-31,6 %

Tabelle 11 — Eigenschaften und Qualitét aller humanen Hirngewebeproben.

Die Tabelle fasst die erfassten Daten des humanen Hirngewebes zusammen (Spenderalter, Geschlecht,
post-mortem Index (PMI), Ergebnisse der RIN- und pH-Wert-Messungen mit Angaben des Verhaltnisses
der ribosomalen Untereinheiten (28S/18S) und small RNA-Messungen). Die mit * markierten Proben
wurden in den folgenden Analysen nicht mit bericksichtigt, die letzten vier Kontrollproben wurden von
Prof. Thal, Neuropathologie der Universitat Ulm (Ulm) zur Verfiigung gestellt (Details siehe Text).

Insgesamt sind alle flinf PD- und acht der zehn Kontrollproben nach Qualitatsanalysen in die
folgenden Genexpressionsanalysen aufgenommen worden. Das mittlere Spenderalter der funf
PD-Proben lag mit 78,2 £+ 1,3 signifikant (9 Jahre) Gber dem Spenderalter der mit 69,0 + 1,6
jungeren Kontrollen (p = 0,002; 8 Kontrollen; Abb. 23 A; Tab. 12). Die Proben K-SN 8 und
K-SN 9 haben einen deutlich groReren PMI als alle anderen Kontrollen. Die Proben wurden
bewusst in der Studie belassen, um den Einfluss des PMI auf die Genexpression zu
untersuchen. Die PMI-Werte der Kontrollgruppe waren mit (p = 0,32; 10 Kontrollen) und
ohne die Proben K-SN 8 und K-SN9 (p = 0,61; 8 Kontrollen) nicht signifikant
unterschiedlich von den PMI-Werten der PD-Gruppe (Abb. 23 B; Tab. 12).

Keine signifikanten Unterschiede konnten ebenfalls bei der Untersuchung des pH-Wertes
(p=0,78; 8 Kontrollen) festgestellt werden. Hierbei lag der mittlere pH-Wert des
Hirngewebes von PD-Patienten bei 5,87 £ 0,19 und von Kontrollgewebe bei 5,91 + 0,12
(Abb. 23 C; Tab. 12).

Die PD-Proben von 2008 (p =7,77e-5, Abb. 23 E; Tab. 12) und von 2009 (p =0,0123,
Anhang) wiesen signifikant hthere RIN-Werte im Vergleich zu den Kontrollproben auf (8
Kontrollproben, 5 PD-Proben).

Insgesamt wurde festgestellt, dass sich die RNA-Qualitdt von humanem, bei -80°C
kryoasservierten Mittelhirngewebe Uber mehrere Jahre nicht signifikant verringert. Die
Gewebeprobe K-SN 4 wurde aufgrund von Degradierung (maximal gemessener RIN 2,3) fur
alle Genexpressionsstudien ausgeschlossen.
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Abbildung 23 — Qualitdt und Homogenitat der fur die Genexpressionsanalysen eingesetzten Proben.
Scatterplot des Alters der Gewebespender (A), des PMI (post-mortem Index, B), der pH-Werte (C), des
mMiRNA-Anteils an kleinen RNAs insgesamt (Fragmentgrdf3en < 200 nt, D) und der RIN-Werte von 2008
(E). Die RIN-Werte von Kontrollen und PD zeigen keine Korrelation mit dem pH-Wert (F) und keine
Korrelation mit dem prozentualen Anteil von miRNAs an kleinen RNAs (G). (Kontrollen jeweils in blau,
PDs in rot, K-SN 7 in lila, K-SN 4 aufgrund unzureichender Qualitat nicht gezeigt, weitere Details im Text
und Tab. 11 und im Anhang).

% Anteil
Gruppe Anzahl n Alter PMI pH-Wert RIN 2008 RIN 2009 miRNA
Kontrollen 8 69,0+1,6 41,9+15,6 5,93+0,14 6,33+0,10 5,56+0,32 25,34+2,0
PD 5 78,2+1,3 18,5+2,87 5,87+0,19 7,28+0,16 7,02+0,17 13,9+1,65
p-Wert 0,002 0,33 0,78 0,0002 0,006 0,002

Tabelle 12 — Qualitat und Homogenitéat der fur die Genexpressionsanalysen eingesetzten Proben.
Datentabelle der Mittelwerte + SEM und p-Werte zu Abbildung 23.

Die RIN-Werte korrelierten weder mit dem pH-Wert (Abb. 23 F; Tab. 12), noch mit den
prozentualen miRNA-Anteilen (Abb. 23 G; Tab. 12), dabei war irrelevant, welche RIN-Werte
verwendet wurden (vgl. Anhang). Der miRNA-Anteil an kleinen RNAs war in den
Kontrollproben signifikant im Vergleich zu den PD-Proben erhoht (p = 0,002, Tab. 12).

3.2 Optimierung der UV-LMD Methodik

Ein artifizieller Einfluss der RNA-Qualitatsunterschiede, sowie der angewandten
Fixiertechnik und weiterer methodischer Prozessierungsschritte auf die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen sollten maglichst ausgeschlossen werden. Daher wurde im weiteren

Vorgehen zundchst die Methodik im Mausmodell entsprechend optimiert und validiert. Dabei
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wurde das Protokoll insbesondere auch fiir PFA-fixiertes Gewebe optimiert, sowie ein
Protokoll zur parallelen Analyse von miRNA und mRNA etabliert.
Im Folgenden werden die Ergebnisse der methodischen Erweiterungen und Tests

zusammengefasst.

3.2.1 Vergleich verschiedener Ablationsmethoden und Objekttrager

Im Vergleich zu PEN-Objekttrdgern (in Kombination mit ,Draw and Cut‘-Modus) und
Glasobjekttragern (in Kombination mit ,Draw and Scan‘-Modus) wurden mit spezieller
Kristallschicht versehene DIRECTOR-Objekttrdger (EP-Objekttrager; in Kombination mit
,Draw and Scan‘-Modus) hinsichtlich der Eignung des ,Draw and Scan‘-Modus fiir
Genexpressionsanalysen getestet.

Fur die jeweiligen Tests wurden abwechselnd murine Mittelhirnsektionen desselben Hirns auf
die verschiedenen Objekttrdger aufgezogen und mit derselben etablierten CV-Farbung und
Ethanolreihe gefarbt und fixiert (vgl. 2.2.2.4). Nach Trocknung der Schnitte wurden im
Wechsel von den unterschiedlichen Objekttragern 5er Zellpools von Neuronen der Substantia
Nigra mittels LMD gesammelt, davon 1/3 qualitativ mittels Multiplex-Nested PCR und 2/3
quantitativ mittels real-time qPCR analysiert. Somit wurden dieselben Bedingungen fur alle
Tests realisiert.

Die Ablation mittels des ,Draw and Scan‘-Modus war auf allen Objekttragern méglich. Die
Laserenergie (LP von engl. Laserpower) unterschied sich je nach Objekttrdger, wobei am
meisten Energie fiir die Ablation von Glasobjekttragern (LP = 60) im Vergleich zu PEN-
Objekttragern (LP = 53) und EP-Objekttrager (LP = 25) bendtigt wurde.

Mit dem ,Draw and Scan‘-Modus ablatiertes Gewebe war in der Sichtkontrolle des
Auffangdeckels als feine Bruchstiicke wesentlich schwieriger zu visualisieren als ausgelaserte
Zellen von PEN-Objekttrdgern (Abb. 24 A). Die Sichtkontrolle dauerte somit langer als beim
,Draw and Cut*-Modus in Kombination mit PEN-Objekttragern. Die Visualisierung der
ablatierten Zellen mit dem ,Draw and Scan‘-Modus in den Ubersichtaufnahmen war ebenfalls
wesentlich schwieriger im Vergleich zu den ausgelaserten Zellen von PEN-Objekttragern mit
dem ,Draw and Cut‘-Modus (Abb. 24 B).

Nach Zelllyse, cDNA-Synthese und Multiplex-Nested-PCR lieRen sich keine qualitativen
Unterschiede in der Materialausbeute (Sensitivitat und Spezifitat) feststellen (Abb. 24 C).
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Abbildung 24 — Vergleich verschiedener Ablationsmethoden und Objekttrager.

Gut zu erkennende Ablation eines Ovals (178 um?) von einem PEN-Objekttrager mit ,,Draw and Cut* (A,
links, roter Pfeil). Nach Ablation von einem EP-Objekttrager mit ,,Draw and Scan* sind nur Krimel zu
erkennen (A, rechts, rote Pfeile). In den Ubersichten sind ausgelaserte Zellpools (2 &4 5 Zellen) auf PEN
besser zu erkennen als nach Ablation von EP (B). Qualitativ ergaben sich keine Unterschiede zwischen
PEN und EP (C). Quantitativ lieferte der ,,Draw and Cut* von PEN die besten Ergebnisse, ,,Draw and
Scan* von EP und Glas waren signifikant schlechter als von PEN, wobei die Ablation von Glas signifikant
schlechter war als von EP. Details siehe Text.

Mit einem robusten, etablierten Neuronenmarker-TagMan-Assay (mEno2) und real-time
gPCR wurden die Ablationserfolge auf quantitative Unterschiede untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass nach Ablation mit dem ,Draw and Scan‘-Modus die Ausbeute gegentiber der
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etablierten LMD-Methode mit PEN-Objekttragern und ,Draw and Cut‘-Modus signifikant
schlechter ausfiel. Nach Sammlung von fiinfzehn 5er Zellpools ergab sich mit etablierter
LMD-Methode (PEN, ,Draw and Cut®) ein mittlerer Ct-Wert von 34,5 £ 1,1, nach Ablation
mit ,Draw and Scan‘-Modus von EP-Objekttrager ein mittlerer Ct-Wert von 37,5 + 2,1 und
nach Ablation mit ,Draw and Scan‘-Modus von Glasobjekttrager ein mittlerer Ct-Wert von
38,8 + 2,6 (MW = SD) nach real-time qPCR von je 1,7 Zellen in Duplikatreaktionen. Die
Unterschiede zwischen PEN- und EP-Ablation haben eine Signifikanz von p = 5e-5, PEN zu
Glas von p =7e-5 und EP zu Glas von p = 2,8e-11 (Abb. 24 D). Bei der etablierten LMD-
Methode mit PEN-Objekttragern waren keine Ausfélle zu beobachten, bei den EP-
Objekttragern fielen 2 von 30 Duplikatreaktionen aus, bei den Glasobjekttrdgern 8 von 30.
Entsprechend wurden fir alle weiteren Arbeiten PEN-Objekttrager mit dem ,Draw and Cut*-
Modus verwendet.

3.2.2 Erweiterung der UV-LMD-Methodik

Zur Testung des bereits im Labor etablierten UV-LMD real-time qPCR Protokolls fur andere
Zelltypen und kleine Zellpools aus Mausgewebe wurde dieses im Rahmen von
Kooperationsprojekten angewandt.

3.2.2.1 Genexpression muriner Girk-Kanale im Cerebellum
In einem Kooperationsprojekt mit Prof. Rafael Lujan (Institut fur Medizinwissenschaften,
Universitat Castilla-La Mancha, Campus Biosanitario, Albacete, Spanien) wurde die mRNA-
Expression von Girk1-Girk4 Kaliumkanélen in verschiedenen cerebralen Zelltypen der Maus
untersucht. Zunéchst wurden hierfir mittels Oligo6 sequenzspezifische Primer fir die
murinen Girk-Kandle Girk1-Girk4 konzipiert. Die sequenzspezifischen Primer wurden nach
Design (Oligo6) und Synthese (Metabion) auf murinem Mittelhirn-cDNA-Standard etabliert.
Zur Etablierung der Primer wurden diese getestet und konstante Assay-Performance in
unabh&ngigen Verdinnungsreihen zur Generierung von Standardkurven festgestellt (Tab. 13).
Es wurden von cerebralen Hirnschnitten der Maus (27 Tage alt) 25er-Zellpools individueller
Zellen verschiedenen Typs (Purkinjezellen, Kornerzellen, Korbzellen, Sternzellen, Abb. 25)
mittels UV-LMD gesammelt. Zur Validierung der Homogenitat der Zellpools wurde mittels
Multiplex-Nested PCR die Expression der Markergene Gad65/67 (Glutamatdecarboxylase —
Splicevarianten 65 und 67, engl. glutamatic acid decarboxylase), Cb (Calbindin), Gfap
(Saures Gliafaserprotein, engl. glial fibrillary acidic protein) und vGlutl (vesikuldrer
Glutamattransporter, engl. vesicular glutamate transporter 1) parallel zur qPCR untersucht:
GABAerge Purkinjezellen sollten eine Expression von Gad und Cb, aber nicht Gfap oder
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vGlutl; Kornerzellen ausschlieBlich eine Expression von vGlutl zeigen. GABAerge
Korbzellen und Sternzellen sollten ausschlie3lich eine Expression von Gad zeigen (Chung et

al., 2009). Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der Girk-Genexpressionsanalysen.

A Purkinjezellen, n =8 B Koirnerzellen, n = 10 C Korbzellen,n="7 D Sternzellen, n =7
(GABAerg, Cb (1) (Glutamaterg) (GABAerg) (GABAerg)
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Abbildung 25 - Zellspezifische Expression von Girk-Kanélen in murinen Cerebellum-Zelltypen.

Die Grafen illustrieren die mRNA-Expression der Girk-Kandle (Girkl-4; G1, G2, G3, G4) in
verschiedenen cerebralen Zelltypen. A) In acht Gad- und Cb-positiven Purkinjezellpools konnten sechs
mit Expression von Girk1, drei mit Expression von Girk2 und acht mit Expression von Girk3 detektiert
werden. B) In zehn vGlutl-positiven Kornerzellpools konnten sechs mit Expression von Girkl, sieben mit
Expression von Girk2 und vier mit Expression von Girk3 detektiert werden. C) In sieben Gad-positiven
Korbzellpools konnten vier mit Expression von Girkl, keine mit Expression von Girk2 und sechs mit
Expression von Girk3 detektiert werden. D) In acht Gad-positiven Sternzellpools konnten keine
Expression von Girkl oder Girk2 und sechs Mal Expression von Girk3 detektiert werden. Expression von
Girk 4 konnte in keinem der Zelltypen nachgewiesen werden.

Die Auswertung der SYBRgreen real-time gqPCR erfolgte nicht quantitativ. Es wurde
lediglich die Anzahl positiver Signale der sensitiven gPCR gezahlt (Abb. 25), um
immunhistochemische Daten und Fluoreszenzfarbungen von Prof. Rafael Lujan zu bestétigen
(Aguado et al., 2008).
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Gen (NCBI#) Annealing 4. Segment  Steigung R2 Y-Intercept Fluoreszenz- n unabhéngige
Temp. unterschied  Standardkurvenurven
Girkl (NM_008426) 59°C 78°C -3,34£0,05 1,00+0,00 43,85+0,29 4,8 4
Girk2 (NM_010606) 54°C 74°C -3,10£0,08 0,98+0,01  42,50+0,30 6,4 4
Girk3 (NM_008429) 59°C 78°C -3,3120,14  1,00+0,00 43,86+0,64 4,2 4
Girk4 (NM_010605) 59°C 78°C -2,9140,30 0,99+0,00 41,05+1,87 4,9 2

Tabelle 13 — Murine Girk SYBRgreen gPCR-Assays.
Zusammenfassung der Standardkurvendaten der mit Oligo 6 designten SYBRgreen qPCR Assays fir die
murinen Girk-Kandle 1-4 (threshold aller Assays = 1,0).

Girkl wurde in 6 von 10 Purkinjezellpools, in 6 von 10 Kornerzellpools, in 4 von 10
Korbzellpools und 0 von 10 Sternzellpools nachgewiesen. Girk2 wurde in 3 von 10
Purkinjezellpools, in 7 von 10 Kornerzellpools, in 0 von 10 Korbzellpools und 0 von 10
Sternzellpools nachgewiesen. Girk3 wurde in 8 von 10 Purkinjezellpools, in 4 von 10
Kdrnerzellpools, in 6 von 10 Korbzellpools und 6 von 10 Sternzellpools nachgewiesen. Girk4

wurde in keinem der untersuchten Zelltypen nachgewiesen (Aguado et al., 2008).

3.2.2.2 UV-LMD muriner Darmkrypten fur CGH-Analysen

In einem Kooperationsprojekt mit dem Institut fir Molekulare Medizin (Prof. Karl Lenhard
Rudolph, Universitat Ulm) wurden Darmkrypten von vier unterschiedlichen Mauskohorten
(IF1 p53 wildtyp (WT), iF1 p53 kond. KO*, iG4 p53 WT, iG4 p53 kond. KO¥*) isoliert. Dazu
wurde intestinales Gewebe in Einbettmedium eingefroren (-80°C), am Gefriermikrotom bei
-19°C in 12 pum Sektionen geschnitten, auf PEN-Objekttrdger aufgezogen und mit der
Standard CV-/EtOH-Reihe gefarbt und fixiert (vgl. 2.2.2.4). Im Anschluss wurden einzelne
Darmkrypten der vier Kohorten mittels UV-LMD isoliert und in 9 pl H,O aufgenommen. Die
Proben wurden am Institut fir Humangenetik der Universitat Graz (Prof. Michael Speicher)
weiterprozessiert, indem zundchst die genomische DNA global amplifiziert und mittels
GAPDH-PCR auf Qualitat untersucht wurde. Dabei wurden bei hinreichender Qualitéat
unterschiedliche lange, Uber das gesamte GAPDH-Gen verteilte Amplifikate detektiert.
Produkte hinreichender Qualitdt wurden fir die CGH-Analyse (engl. comparative genome
hybridisation) verwendet, welche im Vergleich zu einer C57/BI6-Kontroll-DNA durchgefiihrt
wurde. Die Hybridisierung der drei Kohorten iF1 p53 WT, iF1 p53 kond. KO* und iG4 p53
WT zeigten stabile, vergleichbare CGH-Profile, wahrend die CGH-Profile der Kohorte iG4
p53 kond. KO* chromosomale Verdnderungen in Form von Aberrationen und Amplifi-
kationen aufwiesen (Abb. 26; (Begus-Nahrmann et al., 2009))

*(konditioneller Knock-Out, Villin-Cre-ER™, induziert im Alter von vier Wochen durch
Tamoxifin (0,05 mg/g Korpergewicht Maus); (Begus-Nahrmann et al., 2009))
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Abbildung 26 - CGH-Analyse UV-LMD isolierter muriner Darmkrypten.

Murine Darmkrypten zweier analysierter Kohorten vor und nach UV-LMD mit cap-control (A & B). Die
Kohorten iF1 p53 WT, iF1 p53 kond. KO*, iG4 p53 WT wiesen keine chromosomalen Veranderungen im
CGH-Profil auf (C-E), wahrend in der Kohorte iG4 p53 kond. KO* chromosomale Veranderungen
detektierbar waren (F, lila Balken). (C-F nach (Begus-Nahrmann et al., 2009), Details siehe Text)

3.2.3 Etablierung der UV-LMD-Methodik fur Einzelzellen aus PFA-

fixiertem Gewebe

Weit verbreitet ist die PFA-Fixierung von Geweben, welche Zellstrukturen durch Protein-
vernetzung besser erhélt als dehydrierende Ethanol-Fixierungen.

Zur Etablierung eines entsprechend geeigneten UV-LMD-Protokolls wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine PFA-Fixierung mit anschlielender RNA-Isolation aus lasermikrodissektiertem,
PFA-fixiertem Gewebe eingesetzt. Verwendung fir die PFA-Fixierung fand eine 4 %ige
PFA-LOsung in 0,1 M Phosphatpuffer (vgl. 2.1.6) in Kombination mit RNA-Isolation aus
lasermikrodissektiertem Material mittels des RNeasy FFPE Kit (Qiagen).
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Versuche zur LMD mit anschlieBender mRNA-Quantifizierung aus lasermikrodissektiertem,
PFA-fixiertem Material wurden wie folgt durchgefuhrt: Zundchst wurden frisch auf PEN-
Objekttrager aufgezogene murine Mittelhirnsektionen 8 min in der 4%igen PFA-LGsung
fixiert, direkt im Anschluss 40 s mit CV (1 % CV in 100 % EtOH, steril gefiltert) gefarbt, in
der ublichen Ethanol-Reihe gewaschen, 45 min in einer Kieselgel-Trockenkammer getrocknet
und nicht aufgezogene Sektionen beim Kryoschneiden zu Kontrollzwecken verwendet. Fir
den direkten Vergleich wurden bei den Versuchen parallel und abwechselnd Mittelhirn-
schnitte auf PEN-Objekttrager aufgezogen, von denen jeweils ein Objekttrdger mittels PFA-
Fixierung und der andere Objekttrdger mit der etablierten Methodik gefarbt und fixiert wurde.
VVon den bis auf die zusatzliche PFA-Fixierung gleichbehandelten Objekttragern wurden
abwechselnd Zellpools und Gewebe isoliert, um zeitliche Unterschiede des Sammelns zu
minimieren. Es wurden 15er Zellpools (n = 12) von DA SN Neuronen (fiir real-time gPCR)
und komplette Mittelhirnsektionen (fur RIN-Analysen) mit Hilfe der UV-LMD gesammelt.
Aus den Gewebeproben wurde in drei unabh&ngigen Experimenten mit jeweils zwei
unterschiedlichen Kits (RNeasy MINI und FFPE, beide Qiagen) RNA isoliert und die Qualitét
der RNA durch RIN-Analysen bestimmt (Tab.14), wobei der RNeasy MINI Kit im
Gegensatz zum RNeasy FFPE Kit nicht fir PFA-fixiertes Gewebe spezifiziert ist.

Probe Fixierung |Kit |RIN |RIN |RIN Tabelle 14 — RNA Isolation aus PFA-fixiertem

gelasertes Gewebe |[EtOH FFPE |45 [45 |46 | Gewebe.

gelasertes Gewebe |EtOH MINI 84 83 189 Zusammenstellung der RIN-Analysen nach

Lasermikrodissektion  von unterschiedlich

gelasertes Gewebe |PFA FFPE |68 [6,7 |7,0 fixierten Gewebestlicken und anschlieBender
gelasertes Ggwebe PFA MINI| - |- - RNA-Isolation mit Hilfe verschiedener Kits
Gewebeschnitte  |Keine MINI |8,8 (8,6 (9,1 (Details siehe Text, EtOH - Ethanol, PFA -
ohne Fixierung/ Paraformaldehyd, RIN - RNA Integritats-
Farbung nummer).

Die hochste RNA-Qualitdt mit RIN 8,6-9,1 wurde nach RNA-Isolation mit dem RNeasy
MINI Kit aus Gewebespanen vom Kryoschneiden nachgewiesen, nur geringfugig schlechter
mit RIN 8,3-8,9 war hier die RNA-Qualitat nach Isolation mit demselben Kit aus gelasertem,
Ethanol-fixiertem Gewebe. Die Qualitat der RNA nach Isolation mit dem RNeasy FFPE Kit
aus PFA-fixiertem Gewebe lag bei RIN 6,7-7,0. MaRige RNA-Qualitdat wurde nach RNA-
Isolation mittels des FFPE-Kits aus Ethanol-fixiertem Gewebe gemessen (RIN 4,5-4,6), mit
dem RNeasy MINI Kit konnte, wie zu erwarten war, keine RNA und RIN aus PFA-fixiertem

Gewebe nachgewiesen werden.
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Die SN DA Zellpools wurden fiir die direkte, etablierte kombinierte milde Zelllyse und
cDNA-Synthese eingesetzt bzw. zum Vergleich zundchst mittels des RNeasy FFPE Kits die
enthaltene RNA isoliert, in 40 pl Wasser eluiert und nach Prazipitation das RNA-Pellet direkt
in die cDNA-Synthese eingesetzt. Die 5 pl Endvolumen aus der cDNA-Synthese wurden mit
5 pl Wasser auf 10 pl Endvolumen aufgefullt und zur real-time gPCR-Analyse in Duplikaten
eingesetzt. Fir die real-time qPCR-Analyse wurde der murine B-Actin Assay verwendet.

Abbildung 27 — RNA aus PFA nach UV-LMD.
Zur Etablierung der RNA-Isolation aus PFA-
fixiertem Gewebe wurden zunéchst murine
Mittelhirnschnitte mit Ethanol (A, griin) und
mit PFA (A, rot) fixiert und mit Cresylviolett
gefarbt. Aus dem Plot der beta-Actin gPCR-
Vergleichsanalyse von funf mittels Lasermikro-
dissektion isolierten murinen DA SN Neuronen
je Reaktion aus den EtOH- und PFA-fixierten
Gewebe und kombinierter milder Lyse und
1 cDNA-Synthese bzw. RNA-Extraktion mit dem
4 FFPE Kit und anschlieBender cDNA-Synthese
N ist die erfolgreiche Amplifikation beider
A

A

4

A Methoden erkennbar (B). Der Plot zeigt jeweils
die Ct-Einzelwerte nach der real-time Reaktion
Il und rechts daneben den Mittelwert + SEM.
“ Il [ Nach EtOH-Fixierung gab es keine signifi-

- kanten Unterschiede zwischen cDNA-Direkt-
| ses | synthese und vorheriger Aufreinigung (p =
0,1594). Nach PFA-Fixierung erwies sich die
griin - Ethanol-Fixierung A - Standardprotokell milde Lyse vor der cDNA-Synthese ohne
rot - PFA-Fixierung M- neues FFPE-Protokoll | vorherige Aufreinigung als ungeeignet und
signifikant schlechter (p =0,0013) als mit
Aufreinigung mittels FFPE Kit. Nach PFA-
Fixierung liegen die Ct-Werte signifikant hoher
als die der Proben der EtOH-Fixierung
(Direktsynthese p = 2e-5, FFPE Kit p = 3e-4).
Der Vergleich von EtOH-Fixierung und Direkt-
fixierung zu PFA-Fixierung und FFPE ergab
ebenfalls signifikante Unterschiede (p = 5,7e-5;
B). Die PFA-Fixierung mit anschliefender
Lasermikrodissektion konnte erfolgreich zur
separaten Isolation von &uReren (OHCs - engl.

f ; outer hair cells) und inneren Haarzellen (IHCs
. Soum .. 50 jum — engl. inner hair cells) angewandt werden (C).
Weitere Details siehe Text.

|

Ct (Cycle at threshold)
w
[}

z

Die Ergebnisse der real-time qPCR sind Abbildung 27 zusammengefasst. Nach Ethanol-
Fixierung bestand kein Unterschied zwischen den Ct-Mittelwerten nach Standardprotokoll:
33,61 £ 0,20; n = 12, und den Ct-Werten nach FFPE-Protokoll: 33,99 £0,17; n = 12
(p = 0,16). Durch die PFA-Fixierung entstand offensichtlich ein RNA-Verlust, welcher sich in
signifikant schlechteren Ct-Werten widerspiegelte (Ct-Mw nach Direktsynthese: 37,75 + 0,57;
n =12 und nach vorheriger FFPE-Aufreinigung: 35,20 £ 0,21; n = 12). Das Standardprotokoll
ist daher im Gegensatz zum FFPE-Protokoll nicht geeignet fiir eine kombinierte UV-LMD
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und real-time gPCR einzelner Zellen aus PFA-fixiertem Gewebe, wie an den signifikant
héheren Ct-Werten (37,75 + 0,57) und der hohen Streuung ersichtlich (Abb. 27 B).

Der mittlere Ct-Wert, der nach Anwenden des neuen FFPE-Protokolls fir PFA-fixierte
Laserproben erhalten wurde, ist zwar noch signifikant hoher (mit ca. 1,5 Ct) im Vergleich zu
den EtOH-fixierten Proben, aber trotz des leichten Materialverlusts (wahrscheinlich aufgrund
der Fixierung) geeignet fur die Analysen von PFA-fixierten Zellen und wurde schon
erfolgreich im Rahmen einer Kooperation eingesetzt. In dieser Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Jochen Roeper (Institut fiir Neurophysiologie der Goethe-Universitat
Frankfurt am Main) wurde murine Cochlea in 1%iger PFA-LOsung prépariert
(Préaparationszeit < 8 min., vgl. 2.2.2.1a; Abb. 27 C) und die Genexpression von Otoferlin,
Prestin, Surl, Sur2 und Kir6.2 mittels des neu etablierten FFPE-UV-LMD-Protokolls mit
real-time gPCR analysiert. Es konnte die Expression von Markergenen der inneren (Otoferlin,
n = 6) und der dulReren Haarzellen (Prestin, n = 10) in 100 % der analysierten Proben
detektiert werden. Die Karp-Kanaluntereinheiten Kir6.2 wurde in 2 von 6 IHCs (inner hair
cells) und 3 von 10 OHCs (outer hair cells), Surl in 2 von 6 IHCs und 3 von 10 OHCs und
Sur2 in 0 von 6 IHCs und 3 von 10 OHCs detektiert.

3.2.4 Etablierung paralleler mRNA- und miRNA-Expressionsanalyse

Um mRNA und miRNA aus denselben UV-LMD-Proben parallel mittels real-time qPCR
quantifizieren zu kénnen, wurde das miScript-Kit (Qiagen) mit dem im Labor etablierten
Einzelzell-UV-LMD Protokoll kombiniert. Das Anfertigen der Schnitte am Gefriermikrotom
und die UV-LMD wurden gemé&R des Standardprotokolls durchgefiihrt (vgl. 2.2.2.3 & 2.2.3).
Auf die Lasermikrodissektate wurde 5 pl Lysemix aus Carrier-RNA polyl, RNase-Inhibitor
SRS und Detergenz NP40 (vgl. 2.1.6) gegeben, die Zellen 2 min bei 72°C lysiert und
anschlielend 1 min auf Eis abgekihlt. Nach einminitiger Zentrifugation bei 12.900 rpm
wurden 4,5 pl miScript-Puffermix und 0,5 pl miScript RT Mix (enthalt Polyadenylase und
Reverse Transkriptase) aus dem miScript-Kit (Qiagen) zugegeben (vgl. 2.1.6) und der
Reaktionsansatz Gber Nacht im Thermomixer bei 38°C und 350 rpm Intervallschitteln fur
10 s im 10 min-Takt inkubiert.
Zum Test wurden die miRNAs miR-133a und miR-133b (Mimics, Qiagen) in Duplikaten von
seriellen zehnfach Verdinnungen (0,1 bis 10 fmol Template) aliquotiert und nach cDNA-
Synthese mit dem miScript SYBRgreen Assay fur miR-133b quantifiziert. Beide Templates
konnten mit dem Assay detektiert werden; dabei wurden die Signale der ,falschen* miRNA
(Ct mit miR-133a Template: 0.1 fmol - 29.70 £ 0.04, 1 fmol - 26,20 £ 0.01 und 10 fmol -
22.90 £ 0.03; n = 2) durchschnittlich 1,52 Cts spater als die Signale der miR-133b detektiert
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(Cts des miR-133b Template: 0.1 fmol - 28.18 + 0.02, 1 fmol - 24.74 £ 0.01 und 10 fmol -
21.33 £ 0,08; n=2) (Abb. 28 A).

Die Standardkurven des miScript-SYBRgreen-Assays fir die miR-133b lielen sich mit miR-
133a und miR-133b als Template erzeugen, wobei der Y-Intercept bei der Standardkurve mit
miR-133a Template durchschnittlich 2,67 Ct spater kam als mit miR-133b Template. Das
BestimmtheitsmaR (R?) von 0,996 + 0,016 unterschied sich bei beiden Templates nicht. Die
Steigung der Standardkurve mit miR-133a Template lag bei -3,36 = 0,18, mit miR-133b
Template bei -3,17 £ 0,07; n = 2 (Abb. 28 B).
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=
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Abbildung 28 — Parallele miRNA- und mRNA-Quantifizierung.

Parallele Quantifizierung von miRNA und mMmRNA nach Adaption des miScript Kit (Qiagen).
Testreaktionen des miScript Kits auf seriellen Verdinnungen von miR-133a und miR-133b (Mimics, je 10
- 0,1 fmol, Qiagen) Templates mit dem miScript-SYBRgreen-Assay fur miR-133b (A & B). Der miR-133b-
Assay erkennt die miR-133b durchschnittlich 1,52 Zyklen vor der miR-133a, die sich nur durch ein
Nukleotid am 3*-Ende von miR-133b unterscheidet. Die Quantifizierung von miRNA (C) und mRNA (D)
aus 1,5 DA SN Neuronen je Reaktion nach UV-LMD ergab fiir die SYBRgreen Signale des miR-133b
Assays Ct-Werte von 26,30 = 0,05 und fur den murinen Eno2-TagMan-Assay (neuronaler Marker) einen
mittleren Ct von 33,89 + 0,01 des Standardprotokolls (n = 6) und einen mittleren Ct von 33,86 + 0,45 nach
paralleler cDNA-Synthese mit dem neuen miScript Protokoll (n = 6) (ARn — relatives Fluoreszenzsignal).

Nach UV-LMD muriner DA SN Neurone einer 21 Tage alten Maus und paralleler cDNA-
Synthese von miRNA und mRNA aus diesen Neuronen, konnte die miRNA miR-133b in 1,5
SN DA Neuronen bei Ct 26,30 + 0,05; n = 6 nachgewiesen werden (Abb. 28 C). Aufgrund
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obiger Ergebnisse konnte nicht ausgeschlossen werden, dass in den Neuronen enthaltene
MIRNA-133a mit dem verwendeten miR-133b Assay mit detektiert wurde. Aus denselben
Proben konnte das neuronale Markergen Eno2 amplifiziert (Ct: 33,86 £+ 0,45; n = 6) und im
Vergleich mit dem Standardprotokoll prozessierter DA SN Neurone desselben murinen
Mittelhirns vergleichbare Ergebnisse erzielt werden (Ct: 33,89 + 0,01; n = 6) (Abb. 28 D).
Das neue, kombinierte miRNA UV-LMD Protokoll ist also vergleichbar sensitiv wie das
etablierte Standardprotokoll (vgl. auch Abb. 32).

3.4 Real-time gPCR Assay-Etablierung fur standardisierte Analysen

humaner Einzelzellen

3.4.1 Performance humaner real-time qPCR-Assays

Alle humanen TagMan Primer-Probe-Assays waren so gewéhlt, dass die Amplikonldnge der
Zielsequenz so klein wie moéglich war (max. 80 bp). Zur empirischen Analyse der Sensitivitat
und damit der Eignung zur Einzelzell-qPCR wurde jeder Assays eingehend mittels Gewebe-
cDNA evaluiert. Dazu wurden Standardkurven mittels serieller Verdinnungen in
Zehnerschritten aus muriner Mittelhirn-cDNA (unverdinnt 7 ng/ul), humaner SN cDNA (aus
humaner Total SN RNA, Ambion; unverdinnt 6 bzw. 12 ng/ul) oder humaner miRNA und
MRNA cDNA aus humaner mRNA und miRNA (Stratagene; unverdinnt 5 ng/ul) verwendet.
Die Assays wurden in drei unabhdngigen real-time gPCR-Reaktionen in Duplikaten fir
mindestens drei geeignete Verdunnungsstufen getestet und die resultierenden Standardkurven
verglichen. Erflllten die Assays die Minimalanforderungen (vgl. 2.3.2.2) nicht, wurden diese
nicht fir Einzelzell-Genexpressionsanalysen eingesetzt. Wenn moglich wurde die zu
amplifizierende Zielsequenz auf einen anderen Exon-Exon-Ubergang desselben Gens verlegt
um eine bessere Performance fir ein Gen zu erreichen. Einige Assays, wie z.B.
splicevariantenspezifische Assays mussten trotz unzureichender Performance verwendet
werden, da keine andere Designmoglichkeit gegeben war (z.B. NACP126-Splicevariante von
a-Synuclein). Abbildung 29 zeigt beispielhaft die Standardkurven eines Assays mit guter und
eines Assays mit schlechter Effizienz von a-Synuclein Splicevarianten.

Der Assay NACP140 erkannte die a-Synuclein-Splicevarianten NACP140 (alle 6 Exons) und
NACP112 (kein Exon 5), der NACP126-Assay erkannte nur die Splicevariante ohne Exon 3.
Die Verdunnungsreihe humaner SN cDNA ergab bei dem NACP140-Assay konstante
Standardkurven mit hoher absoluter Fluoreszenz (7 Fluoreszenzsignaleinheiten, nicht gezeigt)
in allen vier Verdiinnungsstufen von 6 bis 0,006 ng pro Reaktion eingesetzter cDNA (Abb. 29
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A & C). Die threshold-Linie wurde fir diesen Assay auf 1,0 gesetzt und ergab eine
Standardkurve mit einer Steigung von -3,25, einem Y-Intercept von 31,36 Zyklen und einen
Fehler von 0,13 % (R* = 0,9987; Abb.29 A & C). Dieselbe Verdiinnungsreihe ergab fiir den
NACP126-Assay inkonsistente Standardkurven, welche eine sehr geringe absolute
Fluoreszenz (0,4 Fluoreszenzsignaleinheiten) aufwiesen und keine eindeutige Identifikation
einer Phase exponentiellen Wachstums zulieRen (Abb. 29 B & D). Des Weiteren war mit
0,006 ng eingesetztem cDNA-Standard keine Amplifikation mdglich. Fir diesen Assay
musste die threshold-Linie auf 0,1 gesetzt werden und ergab mit -4,48 eine Steigung jenseits
vom ldealwert -3,32, also eine deutlich beeintrachtigte Effizienz. Der Y-Intercept lag bei
29,30, das BestimmtheitsmaR R? bei inakzeptablen 0,98 (Abb. 29 B & D).

A NACP140 B NACP126

39 - 39

37 4

RZ: 0,999 3
a - i .
33 bt 23 Y-Intercept: 29,30
Steigung: 4,48

3 311 3 31
& &
N 29 N 29 4

27 | 27 |

25 t L t +—+ = + - 25 t 4 +H

0,01 0,1 1 10 0,0 0,1 1 10
ng Standard cDNA ng Standard cDNA

C NACP140 D NACP126

10 - 0,6 ng 0,06 ng 10 -

threshold 6n

1 1

% 0,006 ng % 6ng
0,6n;
threshold 0,06ng
0,1 0,1
0,01 T T T T = T —A / 1 0,01 ‘l IEna— lu\ T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zyklus Zyklus

Abbildung 29 — cDNA-Standardkurven fiir 2 verschiedene a-Synuclein-Splicevarianten.

Die Standardkurve von NACP140 bei einem gewahlten threshold von 1,0 ergab eine Steigung von -3,25,
einen Y-Intercept von 31,36 und ein Bestimmtheitsmal} von 99,87 % (A). Anhand der Verdinnungsreihe
(0,006 ng bzw. 0,06 ng — 6 ng cDNA aus humanem SN Gewebe) ist eine deutliche exponentielle Phase im
halblogarithmischen Plot der relativen Fluoreszenz (ARn) zu erkennen (C). Diese exponentielle Phase
wird vom NACP126 kaum erreicht (D) und resultiert in einer deutlich schlechteren Standardkurve mit
Steigung von -4,48 und einem Bestimmtheitsma3 von 98,13 %, was insbesondere auch durch den
schlechten absolute Fluoreszenzunterschied von 0,4 zu erklaren ist (B).
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Fir die humanen Analysen wurde aufgrund der schlechten Steigung ein neuer, selbst
designter NACP126-Assay verwendet, der eine geringfligig bessere Steigung aufwies
(Tab. 13).

Assay 1D threshold Steigung R2 Y-Intercept  Fluoreszenz-  nunabh. Std-  Kategorie
(Zielgen) unterschied  kurven (Menge)
Hs00165941_m1 (TH) 07  -313+002 099+0,00 36,48+0,14 5,6 12 (3- 0,03 ng) A
Hs00997374_m1 (DAT) 1,0 -296+008 099+000 3330%0,19 6,2 4 (3-0,03 ng) A
Hs00996838_m1(VMAT?2) 09  -369+008  099+0,00 3562+0,17 6,1 3(3-0,03ng) A
custom assay (GIRK2) 04  -317+007  099+0,00 36,000,221 3,4 4 (3-0,03 ng) A
Hs01014209_m1 (D2) 08  -337+007 100001  36,05+0,02 5 4 (3-0,03 ng) A
custom assay (D2s) 0,7 -3,16 £ 0,06 0,99+0,00 37,86+0,13 5,4 3(3-0,03ng) A
custom assay (D2l) 07 -336+005 099+0,00 36,29+0,15 58 3(3-0,03ng) A
Hs01077193_m1 (CB) 11 -350+002  099+000 36,64+0,06 4 3(3-0,03ng) A
custom Assay (PITX3) 04  -272+024  098+0,02 40,32+0,63 5 2 (300 - 3 ng) c
Hs00428691_m1 (NURR1) 1,2  -3,09+005 099+001 37,65%0,16 5,4 3(3-0,03 ng) A
MS00007385 (miR-133b) 1,0 -324+0,08 099+0,00 2931+0,15 4,9 3(3-0,03ng) A
Hs00240906_m1(NACP140) 1,0 -327+0,07 099£0,01 3355+0,21 7 4 (3-0,03 ng) A
Hs01105450_m1 (NACP126)* 0,1 -4,48 0,98 43,72 0,4 1 (6 - 0,06 ng) c
custom assay (NACP126) 0,05 -3,32+0,22 098+0,01 3267+0,52 1,1 2(30-0,3 ng) C
custom assay (NACP112) 0,2 -3,02+0,02 099+0,01 3455+0,18 42 3(30-0,3 ng) B
Hs00968187_m1 (LRRK2) 1,1 -328+0,01 099+0,01 3471+0,15 5,9 3(3-0,03 ng) A
Hs01038322_m1 (PARKIN) 0,7 -345+0,02 099+0,01 37,16+0,21 51 3(3-0,03 ng) A
Hs00542597_m1 (Kv4.3) 0,7 -3,30+0,06 0,99+0,00 3547+0,19 7 3(3-0,03ng) A
Hs00173310_m1 (KCHIP3) 0,9 -324+0,04 099+0,00 3866+0,13 6,8 3(3-0,03ng) A
Hs00977274_m1 (FREQ) 0,3 -324+001 1,00+£0,01 30,82+0,34 6,3 3(3-0,03 ng) A
custom assay (HCN2) 0,9 -3,27+£0,03 0,99+0,01 3323%0,15 6,1 3(3-0,03ng) A
Hs00380018_m1 (HCN3) 05 -2,88+0,04 099+0,00 37,94+0,02 41 3(3-0,03ng) A
Hs00975492_m1 (HCN4) 0,7 -338+0,02 1,00+0,01 37,86%0,07 53 3(3-0,03ng) A
Hs00912929_m1 (TRIP8B) 1,0 -346+0,02 099+0,00 36,37+0,05 6,2 4 (3-0,03 ng) A
Hs01546817_m1 (SK3) 0,7 -3,34+0,01 1,00£0,00 36,09 +0,02 6,5 3(3-0,03 ng) A
Hs00930499_m1 (CaV1.2) 0,5 -2,73+0,04 099+0,01  36,25+0,07 53 3(3-0,03ng) A
Hs01073331_m1 (CaV1.3) 0,5 -361+0,03 099+0,01 3833+0,09 5,4 3(3-0,03 ng) A
Hs00265026_s1 (KIR6.2) 0,4 -3,16+0,10 0,98+0,01 3535+0,33 5,4 3(3-0,03 ng) B
Hs01093770_m1 (SUR1) 0,3 -329+015 098+0,01 3696+0,25 6,4 3(30-0,3ng) A
Hs01074087_m1 (SUR2) 0,4 -348+0,02 0,99+0,00 3817+0,03 4,4 3(3-0,03ng) B
Hs00609557_m1(NMDARL) 0,5 -321+0,04 099£0,01 3227+0,10 5,6 4 (3-0,03 ng) A
custom Assay (ACTB) 0,5 -362+0,04 1,00£0,00 31,77 +0,07 6,6 3(3-0,03 ng) A
custom assay (JMJD1C) 0,5 -3,36+0,01 099+0,00 3554+0,12 5,4 3(3-0,03ng) A
Hs00157360_m1 (ENOZ2) 0,2 -335+0,06 1,00£0,01 31,25+0,19 48 3(3-0,03ng) A
Hs00204937_m1 (IGSF-4) 0,3 -337+0,08 099+0,01 3229+0,28 6,8 3(3-0,03 ng) A
Hs01029336_m1 (HOMER1) 0,2 -320+0,02 099+0,01 3280+0,25 6,2 3(3-0,03 ng) A
Hs00998537_m1 (WNT5A) 0,4 -343+0,12 097+0,02 37,53+0,98 7 2 (300 - 30 ng) c
Hs01047719_m1 (GSK3B) 0,4 -334+0,15 0,99+0,01 34144031 51 3(3-0,03 ng) A
custom Assay (LDH-B) 0,7 -334+0,04 1,00£0,00 2854+0,22 7.2 4 (3-0,03 ng) A
Hs00765553_m1 (CCND1) 0,3 -354+0,06 098+0,01 36,11+0,06 4,9 4 (30-0,3ng) B
Hs00255800_m1 (TIF-1A) 0,7 -3,34+0,07 0,99+0,00 3833+0,04 538 3(3-0,03ng) A
Hs01112335_m1 (ATM) 0,7 -340+0,01 1,00£0,01  36,00+0,05 5,6 4 (3-0,03 ng) A

Tabelle 15 — Qualitatsanalyse der fiir die humanen Analysen verwendeten Assays.

Zusammenfassung der Standardkurvenparameter sowie die Klassifiezierung nach Kategorien:
Kategorie A — uneingeschrankt geeignet, B — eingeschrankt geeignet, C — nicht geeignet fur Einzelzell
real-time gPCR. (*Assay zur Detektion von NACP126 aus Abb. 29)

Tabelle 13 fasst alle Standardkurvencharakteristika anhand von Steigung, BestimmtheitsmaR
(R?, Y-Intercept, absolutem Fluoreszenzunterschied, Anzahl der unabhingigen

Evaluierungen und Kategorie der verwendeten humanen TagMan-Assays zusammen. Assays,
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die aufgrund dieser Analyse als uneingeschrankt fir die real-time qPCR Analysen von
einzelnen Zellen geeignet waren, wurden in Tabelle 15 der Kategorie A zugeordnet. Assays,
die eine grenzwertige Effizienz aufwiesen, wurden der Kategorie B zugeordnet; Assays, die
fur die Einzelzell gPCR-Analysen aufgrund ihrer suboptimalen Effizienz oder Sensitivitat als

weniger geeignet erschienen, wurden der Kategorie C zugeordnet.

3.4.2 Untersuchung des Einflusses von Fixier- und Farbeprozedur auf die

RNA-Qualitat von Hirngewebeschnitten

Zum Vergleich der RNA-Qualitdt von nativen Kryo-Gewebeschnitten mit CV-gefarbten,
EtOH-fixierten, UV-LMD behandelten (im 10x Objektiv mittels UV-LMD ablatiert)
Schnitten wurde murine RNA aus entsprechenden Schnitten parallel mit demselben RNeasy
MINI Kit isoliert und auf demselben RNA-Nano-Chip in Triplikaten aufgetragen (n = 3,
Méuse im Alter von 18, 22 und 23 Tagen).

Wie in Abbildung 30 anhand einer Beispielmessung illustriert, waren die RIN-Werte der
RNA aus nativem (9,03 + 0,41) und der nach UV-LMD Standardprotokoll behandelten
Schnitte (8,97 £ 0,34) nicht signifikant unterschiedlich (p = 1,00; n = 3; Tab. 16).

Nach RNA-Prazipitation war der RIN-Wert der beiden Gewebeproben etwas niedriger, jedoch
nicht signifikant (RNA aus nativem, prazipitiertem Kryogewebe: 7,83 = 0,20; RNA aus CV-
gefarbtem, EtOH-fixiertem, UV-LMD behandeltem Gewebe: 7,67 + 0,22; p jeweils = 0,10;
n = 3). Zwischen den prazipitierten RNAs ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
(p=0,51, n = 3). Die Fixierung und Farbung der Hirnschnitte, sowie ggf. eine RNA-
Prézipitation hat demnach keinen negativen Einfluss auf die RNA-Qualitéat.

Ty
L
= .
sl é behandelt - nativ nativ, RIN: 8,40 behandelt, RIN: 8,40
FU) Fuj

1 14
60— T 1 1 1 1 1T 1T T T 1T T 1 1 1T 1T 1 T T 1 T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s) 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 [s]

———————————— nativ priz, RIN: 7,80 behandelt prazi, RIN: 7,40
———————————— Fuj 4 Ful

T v 1. 1 1 1 1 1T T T 7T UL 1T 1 1T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 S5 60 65 [s) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s)

Abbildung 30 — RNA-Qualitatsvergleich von nativen und fixierten & geféarbten murinen Gewebeschnitten.
Die Abbildung zeigt beispielhaft das virtuelle RNA-Gel (links) und zugehdrige Elektropherogramme
(rechts) eines Agilent RNA-Chips von RNA isoliert aus nativem Kryogewebe (nativ) und aus CV-
geféarbtem, EtOH-fixiertem, UV-LMD-behandeltem Gewebe (behandelt) desselben Maushirns vor und
nach Préazipitation der RNA (prazi). Die Elektropherogramme ergeben sich aus der Auftragung
fluoreszierender Einheiten (FU) gegendber der Laufzeit (in Sekunden [s]). Details siehe Text und Tab. 16.
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Probe p-Werte

RIN nativ behandelt nativ, prazi. behandelt, prazi.
nativ 9,03+0,41 - 1,00 0,10 0,10
behandelt 8,97 £ 0,34 - 0,10 0,10
nativ, prazi. 7,83+0,20 - 0,51
behandelt, prazi. 7,67 0,22 -

Tabelle 16 — RIN-Vergleich von nativem und behandeltem Gewebe.

Mittlere RIN-Werte muriner RNA nach Isolation aus nativem (nativ) und mit CV-gefarbten, EtOH-
fixiertem, UV-LMD behandeltem (behandelt) Gewebe vor und nach RNA-Prézipitation (prazi.), sowie
Vergleich der Daten (n = 3; p-Werte gemald Wilcoxon-Test in R, Details vgl. Text).

3.4.3 Evaluation von Sensitivitat und Spezifitat der real-time qPCR-Assays

Da die RNA-Qualitat des im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten humanen Kontrollgewebes
signifikant etwas niedriger als die des PD-Gewebes ist, war es essentiell, empirisch zu
ermitteln, ob die eingesetzten TagMan-Assays abhéngig von der Degradationsstufe der RNA
bei gleicher RNA-Menge artifiziell unterschiedliche real-time gPCR-Ergebnisse lieferten.
Hierzu wurde frisch isolierte murine Mittelhirn-RNA kontrolliert thermisch degradiert. Von
einer RNA-Probe (95 ng/pl in 200 pl H,O) wurden 50 pl direkt bei -80°C eingefroren, jeweils
50 pl bei 70°C im Thermoblock fur 30, 45 bzw. 72 min inkubiert und anschlief3end bei -80°C
bis zur RIN-Bestimmung aufbewabhrt.

In Abbildung 31 sind die RIN-Messergebnisse und die Auswertungen eines murinen TagMan-
Assays (mLdh-b, 72 bp) nach cDNA-Synthese und real-time qPCR dieser Proben zusammen-
gefasst. Die RNA-Thermoinkubation ergab eine serielle Degradation der RNA von RIN 9,9
auf RIN 7,4 nach 30 min, auf RIN 6,8 nach 45 min und auf RIN 5,9 nach 72 min bei 70°C.
Dieser RIN-Range entsprach der den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten humanen Proben
(Abb. 23 und Tab. 11).

Die RNAs unterschiedlicher Qualitat wurden sowohl mit dem etablierten Protokoll, sowie
dem neu entwickelten miScript-Kombinationsprotokoll (vgl. 2.2.4.5 und 3.2.4) in cDNA
{ibersetzt, in 10er Stufen seriell verdiinnt (1:10%1:10°; Standardprotokoll: 35 ng bis 0,035 ng;
neues miScript-Protokoll: 50 ng bis 0,05 ng — Unterschiede in ng beruhen auf
Konzentrationsbestimmung mittels Picodrop gegen Wasser, was Unterschiede in der
Zusammensetzung der Synthesemixe nicht berticksichtigt) und zur Generation von Assay-
Standardkurven (mLdh-b; 72 bp) in die real-time gPCR eingesetzt. Die Ct-Werte (threshold
0,5), die Steigung der Standardkurven (p = 0,34) und das Bestimmtheitsma R® (p = 1,00)
zeigten keine signifikante Veranderung zwischen den Proben mit gleichen Templates aber
unterschiedlichen RIN-Werten (Abb. 31, p-Werte der einzelnen Verdinnungstufen: 35 ng / 50
ng: p=0,10;3,5ng/5ng: p=0,38;0,35ng/0,5ng: p=0,10; 0,035 ng / 0,05 ng: p = 0,11).
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time gPCR-Ergebnisse (Details siehe Text).

Experimentserien mit gleicher RNA-Menge als Template ergaben im Bereich von RIN 5,9 bis 9,9

Polyadenylierung zur gleichzeitigen Amplifikation von mRNA und miRNA (C). Die Standardkurven aller
vergleichbare real

Thermodegradation bei 70°C (A) und den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse (mLdh-b) nach
direkter cDNA-Synthese mittels random Hexameren (B) und nach kombinierter cDNA-Synthese mit

Zusammenfassung der RNA-Qualitatsanalysen derselben RNA-Menge mit unterschiedlicher RIN nach

Abbildung 31 - Einfluss der RNA-Degradation auf real-time gPCR Ergebnisse.
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Besonders an der letzten Verdiinnungsstufe mit durchschnittlich 36,63 + 0,22 Ct (1:10°
[0,035 ng]) des Standardprotokolls und 37,45 + 0,12 Ct (1:10° [0,05 ng]) ist sehr gut zu
erkennen, dass die real-time gPCR mit dem verwendeten mLdh-b-Assay robuste Ergebnisse,
unabhédngig von der RNA-Qualitét, lieferte (Abb. 31).

Die unterschiedlichen cDNA-Konzentrationen, trotz gleicher RNA-Menge fur die cDNA-
Synthese, beruhen hdchstwahrscheinlich auf den verschiedenen cDNA-Synthesemixen, da bei

der Konzentrationsbestimmung gegen Wasser gemessen wurde.

3.5 Genexpressionsanalyse individueller humaner dopaminerger
Mittelhirnneurone

Die zellspezifische Untersuchung der mRNA von individuellen NM-positiven dopaminergen
Mittelhirnneuronen aus Kontrollen und PD erfolgte nach UV-LMD von zehn Pools mit
jeweils 15 individuellen Zellen je Gehirn und anschlieender real-time qPCR-Analyse. Mit
einem 15er Zellpool wurden zehn verschiedene Gene parallel untersucht, also pro Reaktion
1,5 Zellen eingesetzt. Fur alle Poolserien wurde immer die Expression von TH-mRNA
quantifiziert und im Anschluss maximal neun weitere Gene. Eine Serie von zehn Expressions-
untersuchungen wurde als Assayserie bezeichnet. Insgesamt wurden funf Assayserien durch-
gefuhrt, die letzte Serie mit dem neu etablierten miScript Protokoll fir parallele mRNA- und
mMiRNA-Quantifizierung. In der ersten Serie wurden Daten aus finf Kontrollhirngeweben und
funf PD-Hirngeweben verwendet und fir die weiteren vier Assayserien Daten von je acht
Kontrollen und flinf PDs (Details siehe Tab. 11).

Die mikrodissektierten NM-positiven Neurone des Kontrollgewebes K-SN 7 lieferten in allen
Assayserien fir alle Gene signifikant unterschiedliche Expressionswerte im Vergleich zu
allen anderen Kontrollen und wurden daher aus der Statistik entfernt, obwohl die basale
Charakterisierung keine signifikanten Aufféalligkeiten zeigte (Abb. 23 & Tab. 11 & 12).

3.5.1 Evaluation der TH-Genexpression verschiedener Assayserien

Wie in Abbildung 32 ersichtlich, sind die detektierten mittleren Expressionslevel fir TH in
Assayserie 1 und 5 fur Kontrollen und PD nicht signifikant unterschiedlich, obwohl die
CDNA-Synthese der Assayserie 1 nach Standardprotokoll und die der Assayserie 5 mit dem

neuen miScript-Protokoll erfolgte.
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Abbildung 32 —
Genexpression von TH
(Assayserie 1 und 5).
Beispiel der Lasermikro-
dissektion individueller
NM-positiver SN Neu-
rone der humanen Kon-
trollen (blau, A) und PD
(rot, A) mit an-
schlieBender TH-Genex-
pressionsanalyse. (A:
GroRenbalken der Uber-
sicht 500 pm und den
Einzelzellen 25 pm).
Scatterplots der Ct-
Werte (B & C) und der
relativen  Expressionen
(F & G) der Einzelhirne,
sowie Balkendiagramme
der Mittelwerte aus den
Ct-Werten (D & E) und
den relativen Ex-
pressionen (H & 1). Die
Balkendiagramme bezie-
hen sich auf die ge-
mittelten Daten aller
Kontroll- (blau) und
aller PD-Einzelwerte
(rot). Zum Vergleich
sind die TH-Genex-
pressionsergebnisse der
Assayserien 1 (B, D, F &
H)und 5 (C, E, G & I)
gegeniibergestellt. Im
Scatterplot der Ct-Werte
aus Assayserie 1 und 5
sind die Ergebnisse der
hinzugefigten Kontroll-
Mittelhirngewebe K-SN
8, K-SN 9 und K-SN 10
grun markiert (B, C).
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Aus dem Scatterplot der Ct-Werte von TH der Assayserie 1 (Abb. 32 B) sind deutlich
abweichende Ct-Werte der Kontrollproben K-SN 8, K-SN 9 und K-SN 10 zu erkennen
(Abb. 32 B, grine Markierung). Diese Proben wurden nachtraglich und separat von den
anderen Proben dieser Serie mit Chemikalien anderer Lot-Nummern untersucht.

Der Vergleich der Ct-Werte aus Assayserie 1 der unterschiedlichen Proben mit ANOVA
ergab entsprechend fiir die BrainNet-Kontrollproben (Tab. 10) mit den neuen Proben K-SN 8,
K-SN 9 und K-SN 10 (Ulm, Tab. 10) einen p-Wert von 1,53e-27. Ein Vergleich der BrainNet-
Kontrollproben mit den neuen Kontrollproben mittels Wilcoxon-Test ergab einen
signifikanten Unterschied von p = 2,2e-16.

ANOVA-Tests der Ct-Werte der BrainNet-Kontrollproben allein (p = 0,07) oder der PD-
Proben (p= 18) ergaben keine Signifikanz. Aufgrund dieser methodisch bedingten
Abweichungen der Kontrollproben K-SN 8, K-SN 9 und K-SN 10 in Assayserie 1 wurden
diese flr die statistischen Analysen der Assayserie 1 ausgeschlossen.

Die Analysen der Ct-Werte der Assayserie 5 ergaben nach ANOVA der Kontrollproben
einschlieflich K-SN 8, K-SN 9 und K-SN 10 einen p-Wert von 6,5e-8. Dies deutet zwar auf
Inhomogenitaten innerhalb der Kontrollen hin, jedoch ergab ein Vergleich der BrainNet-
Kontrollproben mit den neuen Kontrollproben K-SN 8, K-SN 9 und K-SN 10 mittels
Wilcoxon-Test einen p-Wert von 0,12, sodass diese flr weitere Analysen verwendet werden
konnten.

Wurde die Kontrollprobe K-SN 7 in die p-Wert-Berechnung mittels ANOVA oder Wilcoxon-
Test mit einbezogen, ergab dies immer signifikante Abweichungen, was auf die stets deutlich
niedrigeren Ct-Werte (ca. 3 Ct vor nidchst niedrigerem Ct-Wert) im Vergleich zu allen
anderen (auch PD-Proben) Proben zurlickzufiihren ist. Die Kontrollprobe K-SN 7 wurde
daher, wie schon in Kapitel 3.5 beschrieben aus s&mtlichen statistischen Analysen aller
Assayserien ausgeschlossen.

Die real-time gPCR-Analyse der TH-Expression ergab insgesamt aus allen Signalen fir
Assayserie 1 signifikant hohere Ct-Werte, also niedrigere mRNA-Level der Kontrollproben
(39,12 + 0,48; n = 42 von 50 analysierten Zellpools) im Vergleich zu den PD-Proben
(35,88 + 0,20; n = 43 von 50 analysierten Zellpools; p = 2,32e-14; Abb. 32 B & D). Die Ct-
Werte der analogen Analysen flir Assayserie 5 ergaben ebenfalls signifikant spatere Ct-Werte
der Kontrollproben (39,07 + 0,25; n = 45 von 80 analysierten Zellpools) im Vergleich zu den
PD-Proben (35,82 + 0,16; n = 44 von 50 analysierten Zellpools; p = 2,20e-16; Abb. 32 C &
E). Die relative Expression von TH, gemessen an SN cDNA-Standard, betrug pro Neuron der
Kontrollproben der Assayserie 1 211,02 + 42,19 pg und pro Neuron der PD-Proben
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1677,09 £ 215,35 pg, also 7,95fach hohere mMRNA-Level in SN DA Neuronen der PD-Proben
(Abb. 32 F & H). Fur Assayserie 5 ergaben sich relative Expressionen der Kontrollproben von
336,14 * 53,62 pg und 2374,61 = 276,07 pg pro Zelle der PD-Proben, entsprechend
siebenfach hthere mRNA-Level in PD (Abb. 32 G & 1).

Diese signifikanten Unterschiede wurden durch Mittelwertberechnung aus den Mittelwerten
jeder Gewebeprobe bestétigt (nicht gezeigt). Nach der ACt-Methode war TH im Schnitt aller
funf Assayserien neunfach, nach relativer Expression zehnfach héher in PD exprimiert als in
Kontrollen.

Abbildung 33 und Tabelle 19 fassen die Expression von TH aller Assayserien (1-5)

individueller, lasermikrodissektierter NM-positiver SN-Neurone zusammen.

. Kontrolle

5000 - I_I . PD

4000 -

3000

2000 -

zu Standard / Zelle]

NM-positive Zellen

[pg

1000 -

0
# Signalein % 84 g6 98 924 30 96 68 926 56 88
TH Assayserie 1 2 3 4 5?2

Abbildung 33 - Ubersicht Genexpression von TH der 5 Assayserien.

Balkendiagramm der gemittelten mMRNA-Level von TH der Assayserien 1 bis 5. In der Spalte ,,# Signale in
%" ist zu den jeweiligen Kontroll- und PD-Daten angegeben, wie viel Prozent von NM-positiven Proben
auch TH Signale geliefert haben. Details sieche Text. (‘Daten aus Assayserie 1 ohne Daten der ,,neuen
Kontrollen (UIm); “Daten aus Assayserie 5 mit miScript-Lasermix)

Die relativen Expressionslevel und die Ct-Werte von TH variierten zwischen den einzelnen
Assayserien und innerhalb der Assayserien zwischen den verschiedenen Hirngeweben. Der
Anteil an TH-positiven Signalen wurde mit spateren Assayserien geringer (Abb. 33, Tab. 18),
dies traf insbesondere auf die Signale der Kontrollgruppe zu. Innerhalb der Kontrollgruppe
waren die Gewebeproben K-SN 5 und K-SN 6 diejenigen, die hauptsachlich an Signalen
verloren. Insgesamt war TH signifikant hoher in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von
PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen exprimiert.
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3.5.2 Vergleichende Expressionsanalysen von Mittelhirngewebe versus UV-
LMD-dissektierte NM-positive DA Mittelhirnneurone

Die mRNA-Genexpression der dopaminergen Marker-, Differenzierungs- und Maintenance-
gene, sowie des allgemeinen Neuronenmarkers ENO2 wurde zum Vergleich in Mittelhirn-
gewebe normalisiert zu f-Actin und in UV-LMD isolierten NM-positiven DA SN Neuronen
bestimmt (Abb. 34 & Tab. 17 & 19).

Der Vergleich der real-time gPCR-Daten aus Mittelhirngewebe mit denen aus NM-positiven
DA Neuronen zeigte, dass die Gewebedaten, wie zu erwarten war, zu anderen Ergebnissen
fuhrten als die Einzelzellanalysen. Die Expression von miR-133b war in post-mortem SN-
Gewebe von PD-Patienten signifikant reduziert (p = 8,8e-9), in NM-positiven DA Mittelhirn-
neuronen jedoch nicht (p = 0,80) (Abb. 34 A, Tab. 17 & 19). Die Expression des Neuronen-
markers ENO2 hingegen war in Gewebe unveréndert (p = 0,45), wies jedoch in NM-positiven
DA Neuronen von PD-Patienten signifikant erhohte (sechsfach) Expressionslevel im
Vergleich zu Kontrollen auf (p = 3,7e-9) (Abb. 34 A, Tab. 17 & 19). ENO2 ist folglich auf
Ebene einzelner DA Mittelhirnneurone nicht zur Normalisierung geeignet.

Die Expression der DA-Markergene NURR1 und PITX3 wiesen weder in Mittelhirngewebe
(NURR1: p= 0,08; PITX3: p = 0,13), noch in Einzelzellen (NURR1: p = 0,98; PITX3:
p = 0,16) signifikante Unterschiede auf, wobei der Nachweis von PITX3 in Einzelzellen mit
9 aus 45 Kontrollproben und 9 aus 44 PD-Proben NM-positiver DA Mittelhirnneurone
generell gering ausfiel (Abb. 34 B, Tab. 17 & 19). Die DA-assoziierten Gene TH, DAT und
VMAT?2 wiesen bei Einzelzellanalysen jedoch alle stark und signifikant erhohte
Genexpression in PD auf (TH: p = 1,63e-10 bis 2,2e-16; DAT: p =2,9e-10; VMAT2:
p =0,001). Bei TH war diese erhbhte Genexpression in der Tat auch in Mittelhirngewebe
detektierbar (p = 0,048), obwohl im PD-Gewebe wesentlich weniger NM-positive Neurone
vorhanden waren. Bei DAT war eine erhohte Expression im Mittelhirngewebe nicht
detektierbar. VMAT2 wies ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bei Gewebeanalysen
auf (p = 0,43) (Abb. 34 C, Tab. 17 & 19). Das Marker- und Maintenancegen D2 und der
zugehorige lonenkanal GIRK2 zeigten ebenfalls signifikant hohere mRNA-Level in
Einzelzellen (D2: p = 9,0e-8; GIRK2: p = 5,6e-10), welche in Gewebe bei beiden Genen nicht
nachweisbar war (D2: p = 0,31; GIRK2: p = 0,09) (Abb. 34 D, Tab. 17 & 19).
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Abbildung 34 - Notwendigkeit der Zellspezifitdt fir Genexpressionsanalysen von Gewebe

unterschiedlicher Zusammensetzung (wie von z.B. PD mit Kontrollen).

Vergleich der relativen real-time gPCR Ergebnisse der miRNA miR-133b, dem Neuronenmarker ENO?2,
sowie mehrerer spezifischer DA Markergene fur Mittelhirngewebe und spezifisch fir NM-positive DA
Neurone von PD-Patienten und Kontrollen. Details siehe Text und Tabellen 17 & 19.
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normalisiert (f-Actin) normalisiert (Kontrolle = 1)
Gen Kontrolle PD Kontrolle PD fold. diff. p-Wert Anzahl Anzahl
MW+SEM MW=+SEM MW=+SEM MW=+SEM (K/PD) Kontrollen PD

miR-133b  0,02+0,00 0,01+0,00 1,00+0,07 0,42+0,03 0,42 8,77e-9 32/32 20/20
ENO2 1,17+0,01 1,18+0,00 1,00+0,01 1,01+0,00 1,01 0,4489 32/32 20/20
NURR1 1,34+0,01 1,37+0,01 1,00+0,01 1,03+£0,01 1,03 0,0779 27/32 19/20
PITX3 1,39+0,01 1,41+0,01 1,00+0,01 1,02+0,01 1,02 0,1310 21/32 12/20
TH 0,29+0,05 0,51+0,09 1,00+0,17 1,75+0,32 1,75 0,0475 31/32 20/20
DAT 1,31+0,02 1,31+0,01 1,00+0,01 1,00+0,01 1,00 0,9026 26/32 19/20
VMAT?2 1,34+0,01 1,36+0,02 1,00+0,01 1,01+0,01 1,00 0,4326 281732 19/20
D2 1,29+0,01 1,28+0,01 1,00+0,01 1,00+0,01 1,00 0,3050 31/32 20/20
GIRK2 1,45+0,02 1,50+0,01 1,00+0,01 1,03+0,01 1,03 0,0903 23/32 18/20

Tabelle 17 — Daten fuir Dopamin- und Neuronenmarkergene aus Gewebeanalysen.

Daten der real-time gPCR Genexpressionsanalysen aus SN Gewebe normalisiert auf g-Actin. Die Ct-
Werte von B-Actin waren nahe an der Signifikanzgrenze, die relative Expression signifikant in den PD-
Proben erhoht (Ct-Werte (B-Actin): K: 28,88 + 0,35, PD: 27,82 £ 0,28, p = 0,0645; rel. Expr.: K:
7,70 £ 0,86, PD: 13,08 £ 0,96, p =0,0001). Die normalisierte TH-Expression war signifikant erhoht, die
mMiRNA miR-133b zeigte signifikant reduzierte Expression in den PD-Proben. Weitere Details siehe Text
und Abb. 34.

Zusammenfassend ist die auf Einzelzellebene erhtéhte mRNA-Expression von ENO2, TH,
DAT, VMAT2, sowie D2 und GIRK2 nicht mit einer Reduktion der Expression von
miR-133b assoziiert, sondern die detektierte Reduktion mit der unterschiedlichen zellularen
Zusammensetzung von Kontrollmittelhirngewebe und PD-Mittelhirngewebe zu erklaren.
Diese Befunde verdeutlichen erneut die Wichtigkeit der Einzelzell-Auflésung, wenn die zu
vergleichenden Gewebe zellular deutlich unterschiedlich zusammengesetzt sind, wie es z.B.
im Mittelhirngewebe von PD-Patienten im Vergleich zu nicht an PD erkrankten Kontrollen
der Fall ist. Daher wurde im Folgenden auf die Untersuchung von kompletten
Mittelhirngeweben verzichtet und nur individuelle, NM-positive DA Mittelhirnneurone nach
UV-LMD fiir die Genexpressionsstudien eingesetzt.

3.5.3 Expressionsanalysen Dopamin-assoziierter Gene

Zunéchst wurden die mRNA-Level Dopamin-assoziierter Gene, sowie weiterer Markergene
von Neuronen (ENO2), bzw. der Marker fir weniger vulnerable DA Mittelhirnneurone CB
und eines Dopamin und PD unabhdngigen, ubiquitdr exprimierten Gens (JMJD1C)
untersucht. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen nach UV-LMD individueller NM-
positiver DA Mittelhirnneurone sind in Abbildung 35 und Tabelle 19 zusammengefasst.

Die Genexpression des Dopamintransporters DAT zeigte signifikante Unterschiede
(p = 2,92e-10) mit mehr als vierfach héherer Expression TH- und NM-positiven DA SN
Neuronen von PD-Proben. Die Expression des vesikuldaren Mono-Amin-Transporters VMAT?2
war ebenfalls signifikant (p = 0,001) ca. dreifach erhoéht in PD-Proben (Abb. 35 A, Tab. 18).
Der D2 Dopamin-Autorezeptor (vierfach erhoht, p = 9e-8) und der durch diesen Rezeptor

aktivierte GIRK2-Kanal (sechsfach erhoht, p = 5,6e-10) wiesen ebenfalls signifikant hohere
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MRNA-Level DA Mittelhirnneurone der PD-Proben im Vergleich zu Kontrollproben auf.
Weiterhin ergaben splicevariantenspezifische Untersuchungen, die Tendenz einer 1,5fachen
Hochregulation, sowie der D2s- als auch der D2I-Transkripte. Diese erhohte Expression in
PD-Proben war fur D2I signifikant (p = 0,03), bei D2s nicht (p = 0,16; Abb. 35 A, Tab. 18).
Die DA Differenzierungs- und Maintenancegene NURRL1 (p = 0,98) und PITX3 (p = 0,16),
sowie die mit PITX3 in Verbindung gebrachte miRNA miR-133b (Kim et al., 2007) (p =
0,80) zeigten, wie schon beschrieben (s.0.), keine signifikanten Veranderungen der
Genexpression, wobei PITX3 die geringste Anzahl an Signalen (18 von 99 insgesamt)
aufwies (Abb. 35 B, Tab. 18).
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Abbildung 35 - Ubersicht der mRNA-Expression dopaminerger Markergene in DA Mittelhirnneuronen.
Balkendiagramm DA-Markergene (B & C), sowie weiterer Markergene (D). Die DA Markergene (DAT,
VMAT2, D2 (s/l) und GIRK2) sind hther in humanen, post-mortem, NM-positiven SN Neuronen von PD-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen exprimiert (B). Die DA Markergene NURR1 und PITX3, sowie die
fur diese Gene als regulatorisch beschriebene miRNA miR-133b (C) und die Expression des unabhéngigen
Markergens JMJD1C (D) sind nicht signifikant unterschiedlich. Die mRNA des Neuronenmarkers ENO2
und des Markers fir resistentere DA Mittelhirnneurone CB sind signifikant in den PD DA Neuronen
erhoht. In der Spalte ,.# Signale in %" ist zu den jeweiligen Kontroll- und PD-Daten angegeben, wie viel
Prozent von NM-positiven Proben auch TH Signale geliefert haben (A), bzw. wie viel Prozent von NM-
und TH-positiven Proben Signale fiir das betreffende Gen geliefert haben (B). Details siehe Text (‘Daten
aus Assayserie 1 ohne Daten der ,,neuen“ Kontrollen (Ulm); 2Daten aus Assayserie 5 mit miScript-
Lasermix.).
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Ct-Wert K

Ct-Wert PD

fold. diff. ACt

p-Wert

Anzahl

Anzahl

Genname  Assaylange rel. Expr. K rel. Expr. PD PD/K Kontrollen PD Kategorie
TH-11 63bp 39,12 + 0,27 35,88+ 0,20 9,44 2,32e-14 42/50 43/50 A
211,02 + 42 1677,09 + 215 7,94 2,32e-14
TH-2 63bp 37,88 £0,24 34,74 £0,21 8,81 1,10e-13 78180 47150 A
665,77 +123  4106,74 £ 518 6,17 1,10e-13
TH-3 63bp 39,04 £0,19 35,63+0,24 10,59 6,66e-16 64 /80 48 /50 A
195,65 + 27 2844,22 + 556 14,54 6,66e-16
TH-4 63bp 38,93+0,19 36,17 + 0,28 6,78 1,63e-10 54 /80 48 /50 A
194,81 + 26 2181,08 + 428 11,2 1,63e-10
TH-52 63bp 39,07 +0,25 35,82 +£0,16 9,5 2,2e-16 45/80 44 /50 A
336,14 + 53 2374,61 + 276 7,06 2,2e-16
DAT! 56bp 37,96 + 0,26 35,73+0,16 4,7 2,92e-10 35/42 39/43 A
34,29 £6,23 140,94 + 13,51 4,11 2,92e-10
VMAT! 67bp 41,43 +0,24 40,04 £ 0,25 2,62 0,0010 15/ 42 33/43 A
23,24 +4,11 68,68 + 11,40 2,95 0,0010
D2all* 58bp 39,93+0,23 37,89 +0,21 4,11 9,00e-8 26/42 39/43 A
73,49+ 15,01 284,63+ 32,74 3,87 9,00e-8
D2s 73bp 40,08 +£0,19 39,66 0,17 1,34 0,1590 13/64 29/48 B
160,12 + 20 242,22 + 30,31 1,51 0,1590
D2l 72bp 38,87 +0,23 38,10+ 0,16 1,72 0,0281 15/64 35/48 B
146,42 + 21 365,31 + 33,55 1,81 0,0281
GIRK2t 71bp 40,62 + 0,24 38,08 + 0,20 5,82 5,60e-10 25/42 34/43 A
36,48 £6,34 216,26 + 26,22 5,93 5,60e-10
ENO2 T7bp 36,56 + 0,24 33,95 + 0,26 6,12 3,69e-9 56/78 42147 A
34,27 + 4,88 206,61 + 35 6,03 3,69e-9
CB 72bp 41,24 +0,32 38,62+ 0,28 6,14 9,44e-7 20/64 33/48 A
55,39 + 13,06 317,70 + 54,80 5,74 9,44e-7
JMJD1C 73bp 39,46 + 0,27 39,24 + 0,29 1,41 0,6638 21/53 261748 A
68,20+ 12,38 96,00 + 20,64 117 0,6638
NURR1 69bp 42,09 +0,20 42,21 +0,24 0,92 0,9847 30/ 64 36/48 A
37,83 £5,49 38,15 £ 5,52 1,01 0,9847
PITX32 53bp 40,99 +0,21 40,91+ 0,46 1,05 0,1615 09/45 09/44 C
53,53 + 6,43 65,11 +9,29 1,05 0,1615
miR-133b? - 36,80 £ 0,29 36,78 £ 0,38 1,01 0,7992 31/45 14744 A
5,55+ 0,77 544 1,40 0,98 0,7992

Tabelle 18 — Datenzusammenfassung fir DA-Neuronen assoziierte Markergen-mRNA-Expression.

Fur jedes analysierte Gen sind die Daten der Ct-Wert-Analysen in der oberen und der Analysen der
relativen Expression (rel. Expr.) zum SN cDNA Standard [pg-Anteil/Zelle] in der unteren Zeile
angegeben. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf die Wilcoxon-Tests berechnet aus den
Einzelwerten aller Hirne. Die angegeben Kategorien unterteilen sich wie folgt: Kategorie A — geniigend
Datenpunkte fir eine valide Statistik; Kategorie B — wenig Daten, aber valide Statistik; Kategorie C — nur
wenig Daten, daher eingeschréankt valide Statistik. (‘Daten aus Assayserie 1 ohne Daten der ,,neuen*
Kontrollen (UIm); “Daten aus Assayserie 5 mit miScript-Lasermix.)

Die Analysen der CB-mRNA als Marker weniger vulnerabler Neurone zeigte sechsfach
hohere Werte in PD-Proben (p = 4,38e-5), wobei deutlich mehr Signale in Neuronen der PD-
Proben (33 von 48 ~ 69 %) detektiert wurden als in den Kontrollproben (20 von 64~ 31 %).
Das als PD-unabhéngige Markergen gewahlte JMJD1C-Gen wies erwartungsgemal keinen
signifikanten Unterschied in der Genexpression zwischen NM-positiven DA Mittelhirn-
neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen auf (p = 0,66; Abb. 35 C, Tab. 19).

Die Expressionsbestimmung von CB erfolgte in Assayserie 3. Um auszuschlieen, dass die
Ungleichverteilung CB-positiver Neurone in den gesammelten Proben Einfluss auf die
Expressionsdaten und die Statistik nahm, wurden die Gene aus Assayserie 3 (TH, Kv4.3,
KCHIP3, LRRK2, NURR1, D2s, D2l und SUR2) in Gruppen CB-negativer und CB-positiver
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Neurone eingeteilt und die statistische Auswertung flr die CB-negativ Gruppe durchgefihrt.
Die zuvor festgestellten Signifikanzen veranderten sich nicht und die fold differences wiesen
vergleichbare Werte auf (Tab. 19).

Auf die Wiederholung der statistischen Auswertung der Gruppe CB-positiver Signale wurde
verzichtet, da eine Zelle pro Zellpool ausreicht, um diesen als CB-positiv zu betrachten. D.h.
hier kdnnten 1-15 Zellen fur das Signal verantwortlich sein und die genaue Anzahl CB-
positiver Zellen im Pool ist nicht bestimmbar. Die Auswertung CB-negativer Zellpools ist
aussagekraftig, da sich hier jeder Pool homogen aus CB-negativen, NM-positiven DA

Mittelhirnneuronen zusammensetzt.

Genname CB-Status Mittelwert Mittelwert rel. fold. diff. ACt p-Wert Anzahl Anzahl

rel. Expr. K Expr. PD PD/K Kontrollen PD
CB insgesamt 55,39 317,70 5,74 9,44e-7 20/ 64 33/48
TH CB-negativ 143,47 2919,25 20,35 2,69e-10 5/20 15/33
insgesamt 195,65 2844,22 14,54 6,66e-16 64 / 80 48 /50
Kv4.3 CB-negativ 31,94 234,29 7,34 6,57e-7 9/20 12/33
insgesamt 49,67 235,01 4,73 3,87e-14  36/64 40/ 48
KCHIP3  CB-negativ 68,14 38,63 0,57 - 6/20 1/33
insgesamt 62,46 43,37 0,69 0,4351 8/64 5/48
LRRK2 CB-negativ 5,43 7,73 1,42 0,0547 7120 11/33
insgesamt 5,07 6,13 1,21 0,1386 32/64 32 /48
NURR1  CB-negativ 36,85 51,91 1,41 0,4328 15/20 9/33
insgesamt 37,83 38,15 1,01 0,9847 30/64 36 /48
D2s CB-negativ 157,29 293,08 1,86 0,0592 4/20 8/33
insgesamt 160,12 242,22 1,51 0,1590 13/ 64 29 /48
D2l CB-negativ 130,14 240,79 1,85 0,0357 11/20 10/33
insgesamt 146,42 365,31 1,81 0,0281 15/ 64 35/48
SUR2 CB-negativ 59,76 78,85 1,32 0,3524 6/20 4/33
insgesamt 66,62 78,66 1,18 0,2991 9/49 7148

Tabelle 19 — Vergleich der Expressionsdaten CB-negativer und aller NM- und TH-positiven Zellpools.

Die p-Werte und fold differences der CB-negativen Untergruppen DA SN Neurone der Assayserie 3
weisen keine Verdanderungen der Aussagen hinsichtlich mMRNA-Expressionsunterschieden im Vergleich zu
den Gesamtergebnisse der Assayserie 3 auf.

3.5.4 Expressionsanalysen von lonenkanalen

Die erhohte, orchestrierte Genexpression von D2 und GIRK2 in UV-LMD dissektierten, NM-
positiven DA Neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen forderte nach
eingehender Untersuchung der lonenkandle, die fur die (patho-) physiologische Aktivitat von
DA Mittelhirnneuronen von besonderer Relevanz sind. Abbildung 36 und Tabelle 20 fassen
die zellspezifischen Genexpressionsdaten fur diese lonenkanaluntereinheiten zusammen.
Generell fallt auf, dass die DA Mittelhirnneurone der PD-Gruppe im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant hdhere mRNA-Levels fir Kaliumkanal-Untereinheiten zeigten (Kv4.3,
FREQ, SUR1 und GIRK?2), die Expression von stimulierend auf die Frequenz wirkenden
Kanalen dagegen nicht (HCN2, TRIP8B, CaV1.3 und NMDARL1).
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Kv4.3, FREQ, HCN2 und TRIP8B modulieren die Frequenz von DA Neuronen. VVon diesen
zeigten die porenbildende a-Untereinheit des spannungsabhéngigen A-Typ Kaliumkanals
Kv4.3 ~funffach (p =3,87e-14) und FREQ, eine regulatorische Untereinheit, dreifach
(p = 2,00e-7) hohere mRNA-Levels in NM-positiven DA Neuronen aus PD-Proben im
Vergleich zu Kontrollen. Ebenso waren die mRNA-Levels der regulatorischen B-Untereinheit
SURL1 des metabolisch-sensorischen Karp-Kanals signifikant in DA Mittelhirnneurone von
PD-Proben im Vergleich zu Kontrollen erh6ht (p = 0,01). Die mRNA-Levels der NMDAR1-
Glutamatrezeptor-Untereinheit sind zwar leicht signifikant in den PD-Proben erhoht
(p =0,04), aber die Werte liegen deutlich niedriger (ein- bis zweifach) als fir die Kalium-
kanal-Untereinheiten (Abb. 36, Tab. 20).
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Abbildung 36 — Ubersicht Genexpression aktivitatsregulierender lonenkanalgene.

Balkendiagramm der gemittelten Genexpressionen von lonenkanalgenen, welche mafRgeblich an der
Aktivitat DA SN Neurone beteiligt sind. Aufgeftihrt sind nur vertrauenswirdige Daten der Kategorie A,
mit Ausnahme von SUR2, welches zur Vollstandigkeit der Karp-Untereinheiten mit aufgefihrt ist, jedoch
nichtkeine hinreichenden Daten fir eine sicher Aussage liefert. In der Spalte ,.# Signale in %" ist zu den
jeweiligen Kontroll- und PD-Daten angegeben, wie viel Prozent von NM- und TH-positiven Proben
Signale fiir das betreffende Gen geliefert haben. Weitere Details siehe Text (*‘Daten aus Assayserie 1 ohne
Daten der ,,neuen* Kontrollen (UIm); *Daten aus Assayserie 5 mit miScript-Lasermix).

Die Expression der HCN-Kanaluntereinheiten HCN2 (p = 0,37) und TRIP8B (p = 0,91)
wiesen keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen PD- und Kontrollproben auf.
Die mRNA-Level fir die Calciumkanal alpha-Untereinheit CaV1.3 waren sowohl in DA
Kontroll- und PD-Mittelhirnneuronen hoch (K: 200£33; PD: 229+31 pg an Standard SN
cDNA pro Zelle), aber ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich in NM-positiven DA
Mittelhirnneuronen in PD-Proben im Vergleich zu Kontrollen (p = 0,47). Des Weiteren
wiesen auch die mRNA-Expressionslevel der Karp-Kanal a-Untereinheit KIR6.2 (p = 1,00)
und der 2. regulatorischen B-Untereinheit SUR2 (p = 0,30) des metabolisch-sensorischen

Karp-Kanals keine signifikanten Unterschiede zwischen PD- und Kontrollproben auf.
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Neben den beschriebenen lonenkanaluntereinheiten (Abb. 36) wurden weitere
Genexpressionen von lonenkanaluntereinheiten untersucht (Tab. 20). Die Anzahl positiver
Signale war aber (z.T. trotz guter Assayqualitat, vgl. Tab. 15) bei diesen Analysen sehr
gering, sodass solide Aussagen Uber die Genexpression und Expressionsunterschiede kaum
moglich waren (SUR2, KCHIP3, HCN3, HCN4, SK3 und CaV1.2). Diese Analysen wurden
der Kategorie C zugeordnet. Tendenziell waren bei keinem der untersuchten Gene
signifikante Genexpressionsunterschiede festzustellen (Tab. 20). Die schlechte Signalausbeute
deutete bei diesen Genen auf relativ niedrige mRNA-Levels in NM-positiven DA Mittelhirn-

neuronen hin.

Assay- Ct-Wert K Ct-Wert PD fold. diff. ACt p-Wert Anzahl Anzahl

Genname lange rel. Expr. K rel. Expr. PD PD/K Kontrollen PD Kategorie
Kv4.3 T4bp 39,97 +0,23 37,35+0,14 6,18 3,87e-14 36/64 40/ 48 A
49,67 + 8,53 235,01+ 21 4,73 3,87e-14
FREQ* 60bp 37,91+ 0,24 36,25 + 0,14 3,17 2,00e-7 27142 33/43 A
6,78 £ 1,07 17,89 £ 1,54 2,64 2,00e-7
HCN2 62bp 39,59 + 0,14 39,87 +0,17 0,85 0,3728 41/53 43148 A
9,70 £ 0,87 9,26 £1,17 0,95 0,3728
TRIP8B 64bp 41,17 +0,27 41,32 +0,18 0,9 0,9082 20/53 34 /48 A
40,66 + 7,41 3523 +5,19 0,87 0,9082
Cavl.3 68bp 40,63 + 0,22 40,50 + 0,17 1,1 0,4661 16 /53 33/48 A
200,47 + 33 229,07 + 31 1,14 0,4661
KIR6.2 55bp 38,77 0,12 38,81 +0,12 0,97 1,00 30/58 23/ 47 A
66,98 + 5,23 63,79 £ 5,08 0,95 1,00
SUR1 57bp 39,63 + 0,10 39,02 + 0,20 1,52 0,0134 16 /58 23/ 47 A
118,22 £ 10 206,98 + 24 1,75 0,0134
NMDAR? 61bp 38,26 £ 0,63 36,74 £ 0,23 2,86 0,0387 18/45 40/ 44 A
37,95 + 13,00 46,67 6,91 1,23 0,0387
SUR2 64bp 41,90 + 0,22 41,60+ 0,17 1,23 0,2991 9/49 7148 (o}
66,62 *+ 6,76 78,66 * 8,21 1,18 0,2991
KChip3 80bp 42,36 + 0,33 42,75 0,27 0,77 0,4351 8/64 51748 C
62,46 + 12,56 43,37 £ 8,25 0,69 0,4351
HCN3 69bp 41,55+ 0,12 41,14 +£0,34 1,33 0,4286 5/53 6 /48 C
41,74 £ 4,43 68,21 + 18,79 1,63 0,4286
HCN4 62bp 41,63 +0,13 41,80 + 0,60 0,89 0,5962 7153 11/48 C
101,14 £ 15 112,05+ 24 1,11 0,5962
SK3 68bp 41,63+ 0,35 41,80 + 1,99 0,77 0,6590 7153 10/48 C
16,49 + 1,36 23,42 £ 7,75 1,42 0,6590
Cav1l.2 62bp 40,37 + 0,03 40,76 + 0,40 0,76 0,6905 5/53 5/48 C
22,89 + 0,56 19,65 + 4,64 0,86 0,6905

Tabelle 20 — Datenzusammenfassung fur lonenkanal-mRNA-Expression in DA Mittelhirnneuronen.

Fur jedes Gen sind die Ergebnisse der Ct-Wert-Analysen in der oberen und der Analysen der relativen
Expression (rel. Expr.) zum SN cDNA Standard [pg-Anteil/Zelle] in der unteren Zeile angegeben. Die
angegebenen p-Werte beziehen sich auf die Wilcoxon-Tests berechnet aus den Einzelwerten aller Hirne.
Bei den Genen des Karp-Kanals (SUR1, SUR2 und KIR6.2) wurden zwei humane Hirne ausgenommen
(K-SN 5 und K-SN 6, Details siehe 4.1.3.4). (*Daten aus Assayserie 1 ohne Daten der ,,neuen* Kontrollen
(Ulm); 2Daten aus Assayserie 5 mit miScript-Lasermix; Kategorien gemaR Tab. 18.)
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3.5.5 Genexpressionsanalysen von PARK-Genen und Genen, die in

anderen Studien zur PD-Pathogenese identifiziert wurden

Abbildung 37 illustriert zellspezifische mMRNA-Level von Genen, die familidren PD-Formen
assoziiert sind (LRRK2, a-SYN) und die in Mausstudien (vgl. 1.3.1.6) zur PD-Pathogenese
identifiziert wurden (LDH-B, GSK3B, IGSF-4 und HOMERL1). Tabelle 21 fasst die Daten
zusammen.

Das Parkinsongen PARK8 (LRRK2; p = 0,14; Abb. 37 A, Tab. 21) wies in der relativen
Expression zwischen NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten und Kontrollen
im Gegensatz zum Parkinsongen PARK1/4 (a-SYN; p = 1,2e-14) keine signifikanten
Unterschiede auf. Die mRNA-Levels von a-SYN waren in NM-positiven DA Mittelhirn-
neuronen von PD-Patienten mehr als siebenmal hoher im Vergleich zu Kontrollen (Abb. 37 B,
Tab. 21).

Das Gen IGSF-4 (SYNCAM), dessen Produkt ebenfalls (wie a-SYN) prasynaptisch
lokalisiert ist, zeigte signifikant erhthte mRNA-Levels in UV-LMD-dissektierten NM-
positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen (p = 2,1e-11;
Abb. 37 C, Tab. 21). Die Expression von HOMER1 wies im Unterschied zu den murinen
Gewebestudien (Auburger et al., in preparation) keine signifikanten Unterschiede zwischen
NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten und Kontrollen auf (p = 0,53; Abb.
37 D, Tab. 21).

Die im Kontext von metabolischer Regulation und selektiver Neurodegeneration relevanten
Gene LDH-B, IGSF-4 und GSK3B, die in der eigenen Arbeitsgruppe als differentiell
unterschiedlich zwischen hochvulnerablen und resistenteren DA Mittelhirnneuronen der Maus
identifiziert wurden (Milani et al., in preparation), wiesen alle drei ca. vierfach erhohte
MRNA-Levels in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollen auf (LDH-B: p = 5,71e-7; GSK3B: p = 9,17e-8; IGSF-4: p = 2.2e-11) (Abb. 37 E
& F, Tab. 21).
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Abbildung 37 —
Zellspezifische mRNA-Levels
von mit familidren PD bzw.
in Mausmodellen mit PD-
assoziiert identifizierten
Genen.

Dargestellt sind die mittleren
MRNA-Level der Parkinson-
gene LRRK2 (A) und a-SYN
(B) und der von unserem
Kooperationspartner (IGSF-
4 (C) und HOMER1 (D)) und
von uns (LDH-B (E) und
GSK3B (F)) in PD-
Mausmodellansatzen als
differentiell exprimiert
identifizierten Gene. Fur alle
Gene, mit Aushahme von
LRRK2 und HOMERL1,
wurden signifikant erhghte
MRNA-Levels in DA Mittel-
hirnneuronen  von PD-
Patienten im Vergleich zu
Kontrollen detektiert. In der
Spalte ,.# Signale in % ist zu
den jeweiligen Kontroll- und
PD-Daten angegeben, wie
viel Prozent von NM- und
TH-positiven Proben Signale
fir das betreffende Gen
geliefert  haben.  Weitere
Details siehe Text (‘Daten
aus Assayserie 1 ohne Daten
der ,neuen“ Kontrollen
(Ulmy)).
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Genname Assay- Ct-Wert K Ct-Wert PD fold. diff. ACt p-Wert Anzahl Anzahl Kategorie
lange rel. Expr. K rel. Expr. PD PD/K Kontrollen PD 9
LRRK2 63bp 42,61 +£0,35 41,81 +£0,17 1,74 0,1386 32/64 32/48 A
5,07 +0,78 6,13 £ 0,65 121 0,1386
a-SYN 62bp 36,09 + 0,17 33,21+0,21 7,34 1,24e-13 64/78 41/ 47 A
184,37 £ 20 1388,39 + 187 7,53 1,24e-13
IGSF-4* 63bp 39,33 +0,18 37,11+ 0,18 4,64 2,14e-11 28142 30/43 A
7,18 +0,18 32,42 £3,19 4,51 2,14e-11
HOMER1*  71bp  39,85+0,30 39,56 £ 0,27 1,23 0,5306 22142 15/43 A
7,19+144 7,17 +1,23 1 0,5306
LDH-B! 70bp 35,31 +0,18 33,48+ 0,20 3,55 4,36e-9 42 /42 41/43 A
9,39 + 1,22 34,03 + 4,08 3,62 4,36e-9
GSK3B 65bp 38,55 + 0,18 36,41 + 0,16 4,43 1,85e-12 47178 38/ 47 A
49,97 £ 6,57 191,28 £ 21 3,83 1,85e-12
PARKIN 68bp 41,99 + 0,69 39,96 + 0,21 4,1 0,0036 8/78 11/47 C
47,68 +12,88 12593+ 18,93 2,64 0,0036
NACP112 65bp 39,77 £ 0,54 37,92 £0,29 3,6 0,0027 17/78 18/47 C
33,37 £11,38 84,75 + 19,82 2,54 0,0027

Tabelle 21 — mRNA-Level Datenzusammenfassung von PARK-Genen und im Mausmodell als PD-
dysreguliert identifizierte Gene in DA Mittelhirnneuronen.

Die Ergebnisse sind als Ct-Werte in der oberen und als relative Expressionen (rel. Expr.) zum SN cDNA
Standard [pg-Anteil/Zelle] in der unteren Zeile angegeben. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf die
Wilcoxon-Tests berechnet aus den Einzelwerten aller Hirne. (*Daten aus Assayserie 1 ohne Daten der
»heuen* Kontrollen (UIm); Kategorien geméaR Tab. 18.)

3.5.6 Genexpressionsratios von Genen mit verwandter Funktion

Fur diejenigen Gene, die funktionell interagieren oder fir Untereinheiten, die einen
gemeinsamen Proteinkomplex bilden, wurden mRNA-Expressionsratios von Kontroll- und
PD-Proben verglichen. Diese Daten konnten auf Basis von Einzelwerten aus derselben
Assayserie (TH, DAT, VMAT, D2, GIRK2; TRIP8b, HCN2; SUR1 und KIRG6.2) ermittelt
werden, d.h. hier konnten die relativen Expressionsergebnisse derselben Zellpools ins
Verhaltnis gesetzt werden (Tab. 22). Zusatzlich wurden die Verhéltnisse der Mittelwerte der 5
(Assayserie 1) bzw. 8 Kontroll- und 5 PD-Proben ermittelt. Bei Genen, deren mRNA-Levels
nicht in derselben Assayserie untersucht wurden, wurden nur die Mittelwertverhéltnisse
berechnet (Tab. 22).

Verhéltnis aus Einzelwerten aus Mittelwerten Anzahl K Anzahl PD

GenA zu GenB ratio K ratio PD p-Wert ratio K ratio PD p-Wert Ew & Mw Ew & Mw
TH/DAT 11,76 +3,59 13,70 +2,35 0,3585 8,50 +2,10 12,29+2,48 0,4206 3B5&5 39&5
TH/VMAT 13,25+2,24 4344717 5,18e-6 10,93+3,20 33,55%+7,39 0,0345 15&4 33&5
VMAT / DAT 1,22 +£0,45 0,54 £0,11 0,1679 1,21+055 045%0,15 0,1905 14 &4 31&5
GIRK2/D2 0,75+0,18 1,00+0,13 0,1000 0,54+0,08 080+0,06 0,0556 19&5 32&5
TRIP8b / HCN2 9,16 £1,43 19,14 +5,75 0,9813 8,17+117 10,95+192 0,1709 19&8 25&5
SUR1/KIR6.2 2,56 £ 0,70 4,91 +0,96 0,0125 1,83+0,15 3,77 +0,68 0,0030 11&5 9&14
SUR2/ KIR6.2 0,94 £0,16 1,54 +£0,43 0,2286 0&3 0&4
SUR1/SUR2 1,88+0,34 366+1,62  0,4000 0&3 0&3
Kv4.3/ HCN2 553+1,91 2558+4,95 0,0051 0&7 0&5

Tabelle 22 — mRNA-Expressionsratios fur funktionelle Genpaare.
Die Daten aus Einzelwerten resultieren aus dem Expressionsverhéltnis individueller Zellpools derselben
Assayserie, die Mittelwertdaten basieren auf 5 bis 8 Kontrollprobe und 5 PD-Proben. (Details siehe Text.)
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Das Verhdltnis von TH zu DAT wies weder beim Vergleich individueller Zellpools
(p =0,36), noch beim Vergleich der Mittelwerte aus den funf Kontroll- und den finf PD-
Proben (p = 0,429) signifikante Unterschiede zwischen PD- und Kontrollgruppe auf. Die
Ratio von TH zu VMAT2 hingegen wies in den PD-Proben ein signifikant groReres
Verhéltnis (dreifach) im Vergleich zu Kontrollen auf (Ew: p = 5,2e-6; Mw: p = 0,03).
VMAT?2 zu DAT zeigte wiederum keine signifikanten Veranderungen (Ew: p = 0,17; Mw:
p = 0,19). Des Weiteren lag das Verhaltnis der mRNA-Expression des GIRK2-Gens zu der
des D2-Gens in Kontrollen und PD nahe bei 1 : 1 ohne signifikanten Unterschied (Ew:
p =0,10; Mw: p = 0,06), was einer orchestrierten Hochregulation in DA Mittelhirnneuronen
von PD-Patienten entsprechen konnte. Diese Daten beruhen alle auf Assayserie 1 (Tab. 22).
Anhand der Einzeldaten aus Assayserie 4 konnte das Verhéltnis der Genexpression von
HCN2 und der zugehorigen HCN2-Kanaluntereinheit TRIP8B ermittelt werden. Dieses
Verhaltnis lag hier von Kontrollen zu PD bei etwa 1 : 2 und wies weder bei den Einzelwerten
(p = 0,98), noch bei den Mittelwerten (p = 0,17) signifikante Unterschiede zwischen
Kontrollproben und PD-Proben auf, was gemé&l? den Einzeldaten auch zu erwarten war
(Tab. 22).

Von den Untereinheiten der Karp-Kanals konnten nur Einzelpoolexpressionsratios von SUR1
zu KIR 6.2 gemacht werden (beide Assayserie 2). Das Verhaltnis der Ratios war in den PD-
Proben etwa zweimal hoher als in den Kontrollproben und wies sowohl bei der Berechnung
aus individuellen Pools (p = 0,01), wie auch bei der Berechnung der Verhaltnisse aus den
Mittelwerten von finf Kontroll- und vier PD-Proben (p = 0,003) Signifikanz auf. Dieser
Unterschied reflektiert die selektiv hoheren mRNA-Levels nur fiir SUR1, aber nicht flir SUR2
oder KIR6.2 in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten. Der Vergleich der
Mittelwerte mit den wenigen Daten des SUR2-Assays (Tab. 20) ergab weder beim Verhaltnis
der Kontroll- zu PD-Proben im Vergleich mit KIR6.2 (p = 0,23), noch im Vergleich mit
SUR1 (p = 0,40) signifikante Unterschiede (Tab. 22).

Das Verhaltnis des spannungsabhangigen A-Typ Kaliumkanals Kv4.3 zu dessen kompen-
satorischen Gegenspieler HCN2 konnte auf Basis von Mittelwerten aus sieben Kontroll- und
funf PD-Proben ermittelt werden und ergab eine signifikante, knapp funffach hohere Ratio in
PD-Proben im Vergleich zu Kontrollen, welche ebenfalls die selektiv erhdhten mRNA-Levels
von Kv4.3, aber nicht HCN2, in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen widerspiegelt (p = 0,005) (Tab. 22).
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3.5.7 Geschlechtsspezifische Genxpressionsunterschiede in DA

Mittelhirnneuronen von PD-Patienten und Kontrollen

Um die Frage von geschlechtsspezifischen Genexpressionsunterschieden von DA Mittelhirn-
neuronen zwischen PD-Patienten und Kontrollen zu untersuchen, wurden die Daten aus
mannlichen und weiblichen Spendergewebe getrennt statistisch analysiert.

Innerhalb der Kontrollgruppe konnten Einzeldaten von Gewebe drei weiblicher mit den Daten
aus Gewebe finf ménnlicher Spender untersucht werden. In der PD-Gruppe konnten die
Einzeldaten zwei weiblicher und drei ménnlicher Gewebespender verglichen werden. Dabei
waren weder innerhalb der Kontrollgruppe, noch innerhalb der PD-Gruppe signifikante
Unterschiede festzustellen.

Auch wurden die Daten der Kontrollgruppe mit den Daten der PD-Gruppe nach Geschlecht
getrennt analysiert, wobei sich ebenfalls keine Trends fiir geschlechtsspezifische Unterschiede

ergaben (vgl. Anhang).
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie leistet einen wichtigen Beitrag zum weiteren Verstdndnis der PD-
Pathomechanismen durch das Aufzeigen differentiell exprimierter Gene in individuellen NM-
positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen.

In Tabelle 23 sind die insgesamt 25 verschiedenen Gene zusammengefasst, von denen elf
keine signifikanten Verénderungen in der Genexpression zeigten (JMJD1C, NURR1, miR-
133b, HCN2, TRIP8B, CaV1.3, KIR6.2, SUR2, NMDAR1", LRRK2 und HOMERL1) und on
denen bei 14 Genen signifikant erhthte mRNA-Level in NM-positiven DA Mittelhirn-
neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen detektiert werden konnten (TH, DAT,
VMAT, D2, GIRK2, ENO2, CB, Kv4.3, FREQ, SURL, o-SYN, IGSF-4, LDH-B und
GSK3p).

signifikant erhghte unveranderte MRNA-Level unterhalb
MRNA-Level mMRNA-Level des Detektionslimits
in DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
TH JMJD1C HCN3
DAT NURR1 HCN4
VMAT2 PITX3 KCHIP3
D2 miR-133b SK3
GIRK2 HCN2 WNT5A
ENO2 TRIP8B CaVvl.2
CB NMDAR1* ATM
Kv4.3 CaVvl3 TIF1A
SUR1 KIR6.2 CCND1
FREQ SUR2 PARKIN
a-SYN LRRK2
LDH-B HOMER1
GSK3p
IGSF-4

Tabelle 23 — mRNA-Expressionslevels in DA Neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen.
*NMDAR1 wurde als unverandert gezéhlt, da der p-Wert an der Signifikanzgrenze lag und die fold-
difference nur 1,2 betrug (vgl. 4.4.3).

Weiterhin wurden flira -SYN und D2 auch splicevariantenspezifische Assays eingesetzt, die
die Befunde der unspezifischen Assays unterstiitzten (NACP112 (Splicevariante von a-SYN),
D2s und D2l). Bei weiteren untersuchten Genen waren die mRNA-Expressionslevels zu
gering fur einen vergleichbaren Nachweis (z.B. SK3, WNT5A, CaV1.2, ATM, TIF-1A,
NACP126, u.a.).
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4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Makroskopie des humanen Mittelhirngewebes

Das pathologische Hauptmerkmal von Parkinsonpatienten ist die Degeneration NM-positiver
Neurone im Bereich der SN. In humanem post-mortem Gewebe ist dieser Zellverlust
makroskopisch sichtbar und konnte bei allen horizontalen Mittelhirngewebeblécken der PD-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Mikroskopisch waren
Gewebeproben der PD-Gruppe von denen der Kontrollgruppe ebenfalls zu unterscheiden.
Obwohl die SN in allen humanen Gewebebldcken eindeutig identifiziert werden konnte, war
die systematische und eindeutige Unterscheidung anatomischer Mittelhirnsubregionen
aufgrund der rissigen Strukturen und unterschiedlichen Anschnitten kaum mdglich. Alle
gesammelten Zellpools individueller, NM- und TH-positiver Neurone der vorliegenden Studie
wurden daher als gemeinsame Kohorte von NM-positiven DA Mittelhirnneuronen betrachtet.
Die Ergebnisse der Untergruppen CB-negativer, also weniger vulnerabler Mittelhirnneurone
(Kim et al., 2009) dieser Kohorten im Vergleich zu den Analysen der vollstdndigen Kohorten
(CB-negative und -positive Mittelhirnneurone) ergaben keine Hinweise auf Ergebnis-
verfalschung durch das Sammeln unterschiedlicher Kohorten von DA NM-positiven
Mittelhirnneuronen von PD-Patienten und Kontrollen.

4.1.2 Gewebezusammenstellung fur die humanen Studien

Todesalter, Geschlecht, PMI, CERAD- und Braak-Stadien des verwendeten humanen post-
mortem Gewebes von PD-Patienten und Kontrollen waren geméaR des Gewebeantrags GA 28
beim BrainNet von der eigenen Arbeitsgruppe spezifiziert worden (Tab. 3) und standen zu
Beginn der Studie fest.

Das mittlere Todesalter der PD-Patienten (78,2 + 1,3) lag mit 9,2 Jahren signifikant tber dem
Todesalter der Kontrollgruppe (69,0 + 1,6; Tab. 11). Das Geschlecht der Gewebespender
beider Gruppen war durchmischt. Einerseits ist diese Durchmischung beider Gruppen gut, da
so geschlechtsspezifische Vergleiche der Genexpression in PD und Kontrollen untersucht
werden konnten (vgl. 3.5.7; (Simunovic et al., 2010)), andererseits wéren fur beide Gruppen
moglichst homogene Hirngewebe von ausschlie3lich mannlichen Spendern ideal gewesen, um
mogliche neuroprotektive Effekte von Ostrogen auszuschlieRen (Morale et al., 2006).
Geschlechtsspezifische transkriptionelle Unterschiede konnten bei den Genexpressions-
analysen der verwendeten Hirne nicht festgestellt werden, was im Widerspruch zu den Daten
von Simunovic et al. steht (vgl. 3.5.7 & (Simunovic et al., 2010)). Diese widersprichlichen

Aussagen konnten zum einen auf die geringe Probenanzahl der verschiedenen Geschlechter
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zurlickzufiihren sein (Kontrollen: vier ménnlich, vier weiblich; PD-Patienten: drei ménnlich,
zwei weiblich), andererseits benutzen Simunovic et al. Genexpressionsdaten, welche diese
zuvor auf Haushaltsgene normalisierten, was die abweichenden Aussagen von den in dieser
Studie durchgefuhrten Einzelzellanalysen erklaren kénnte (vgl. 3.5.2). Diese Mdglichkeiten
der unterschiedlichen Auswertungen werden noch im Detail diskutiert (vgl. 4.4.1.1).

Die CERAD-Stadien (zur histologischen Einstufung von Morbus Alzheimer) der Proben
beider Gruppen wurden bis auf zwei Ausnahmen mit O eingestuft, wobei sich die beiden
Ausnahmen mit einer Kontrollgewebeprobe (K-SN 3, Einstufung CERAD A), sowie einer
PD-Gewebeprobe (PD-SN 2, Einstufung CERAD B) auf beide Kohorten (PD und Kontrollen)
gleichermallen verteilten. Die Verteilung der Braak-Stadien, zur Beschreibung von
Sichtbarkeit und Haufigkeit von Proteinablagerungen (nach AD, vgl. 2.1.7; (Braak and Braak,
1986, 1991)), hingegen war inhomogen. Die Kontrollgruppe beinhaltete die Braak-Stadien O-
I, wahrend von den PD-Proben zwei Proben héhere Braak-Stadien aufwiesen (PD-SN 2
Braak-Stadium 11-1V und PD-SN 5 Braak-Stadium V). Die post-mortem Zeit wies keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und PD-Gruppe auf und war beim
eingesetzten Hirnmaterial nicht mit der RNA-Qualitat korreliert (vgl. 4.1.3.3 & 3.1, Abb. 23),
wobei zu bemerken ist, dass bewusst zwei Falle mit sehr hohen PMI-Zeiten (K-SN 8 mit
120 h und K-SN 9 mit 72 h) in die Studie eingeschlossen wurden, um in der Literatur
beschriebene Effekte auf die RNA-Qualitdt und Genexpression (Stan et al., 2006) auf

Einzelzelleben zu untersuchen.

4.1.3 Qualitatsmerkmale des Ausgangsmaterials

4.1.3.1 Der RIN-Wert als RNA-Qualitatsmalstab

Der RIN-Wert, das Verhaltnis der ribosomalen Untereinheiten 285/18S (rRNA), und der pH-
Wert, sowie der miRNA-Anteil an kleinen (Small) RNAs der Proben wurden fur die
Mittelhirngewebe beider Kohorten bestimmt (Tab. 11).

Das Verhéltnis der ribosomalen RNAs wurde nicht als Qualitatsmall verwendet, da dieses
Verfahren zur Abschatzung der RNA-Qualitdt (Sambrook and Russel, 2001) sehr ungenau
und inzwischen veraltet ist, und insbesondere durch das RIN-Analyseverfahren ersetzt wurde
(Stan et al., 2006). Die RIN wird nicht nur unter Bertcksichtigung des rRNA-Anteils, sondern
unter Berlcksichtigung des kompletten Verlaufs des Elektropherogramms berechnet. Diese
Berechnung bertcksichtigt somit alle detektierten, also auch degradierten RNA-Fragmente.
Die RIN-Bestimmungen der humanen Hirne ergaben moderate bis degradierte RNA-

Qualitaten des zur Verfiigung stehenden humanen Hirngewebes, wobei die Kontrollprobe
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K-SN 4 aufgrund unzureichender RNA-Qualitat (RIN 2,3) aus allen Analysen ausgeschlossen
wurde (vgl. 3.1, Tab. 11).

Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit und zum Ausschluss von experimentellen
Artefakten wurden die RIN-Bestimmungen mehrfach wiederholt und immer in Duplikaten
durchgefuhrt. Die RIN der PD-Proben war signifikant hoher als die der Kontrollproben (vgl.
3.1). Die RIN-Werte wurden nicht mit Standardabweichungen aufgefiihrt, da diese als
Qualitatsmerkmal eine feste GroRe darstellen.

Auffallig bei den RIN-Analysen war zundchst die Verbesserung der RIN-Werte von 2006
(Grindemann, 2006) gegenuber den Messungen von 2008, welche im Fall der Kontrollhirne
sogar signifikant war (vgl. Anhang). Die Messungen von 2006 wurden allerdings nicht im
eigenen Labor vorgenommen, sondern extern nach RNA-Isolation und Verschicken der
isolierten Gesamt-RNA. Das Verschicken beinhaltete Einfrier- und Auftauschritte, welche das
Material belasteten und somit eine zusatzliche Degradation erklaren konnte. Ein weiterer
Grund fur die geringeren RIN-Werte konnte das Material selbst sein, da 2006 der jeweilige
erste Anschnitt der Hirne an den jeweiligen Gewebeoberflachen erfolgte, welche bei der
Biopsieentnahme zumindest kurzzeitig der Umwelt exposiert war. Zudem wurden die Hirne
2006 erstmalig getrimmt und angeschnitten, womit die Oberflache erneut kurzzeitig der
Umwelt exposiert war und das Material mechanischem Stress ausgesetzt wurde, was zu
weiterer Degeneration der RNA im Bereich der Gewebeoberflachen gefuhrt haben konnte.
Weiterhin koénnte die Jahreszeit und Umgebungstemperatur der Biopsieentnahme zu
Begunstigungen von RNA-Degradation beitragen. Wéarme begunstigt die RNA-Degradation,
was auch durch die gezielte in vitro RNA-Thermodegradation im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt wurde (vgl. 3.4.3).

Die Bestimmungen der RIN-Werte 2008 und 2009 erfolgten eigenstandig unter kontrolliert
RNase-freien Bedingungen im Anschluss an die RNA-Isolation. Insgesamt waren die RIN-
Werte der PD-Proben bei allen Messungen signifikant hoher als in den Kontrollproben
(Tab. 11). Dieser Qualitatsunterschied konnte prinzipiell fur quantitative Gen-
expressionsanalysen problematisch sein, da mRNA-Level der untersuchten Gene aufgrund der
starker degradierten RNA unterschétzt werden konnten (Fleige and Pfaffl, 2006). Um eine
problematische  Korrekturberechnung der real-time gPCR-Daten anhand eines
Korrekturfaktors fur verschiedene RIN-Werten zu vermeiden (Ragg et al., 2006), wurde der
Einfluss von RNA-Degradation auf die Sensitivitdt und Spezifitdt der real-time gPCR im
Rahmen dieser Arbeit empirisch untersucht (vgl. 3.4.3). Anhand einer kontrollierten RNA-
Thermodegradation mit anschlieBender cDNA-Synthese und real-time gPCR konnte gezeigt
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werden, dass die Effizienz und Sensitivitdt von hier verwendeten gPCR-Assays mit kurzen
Amplifikaten (<80 bp) im Spektrum von RIN 5,9-9,9 (der dem RIN-Spektrum des hier
verwendeten humanen post-mortem Materials entspricht) vergleichbar ist (vgl. 3.4.3). Mit
Hilfe dieses Degradationsassays konnte sowohl fur die etablierte cDNA-Direktsynthese als
auch fur die miScript-Kombinationssynthese gezeigt werden, dass die Ct-Werte derselben
Probe bei Einsatz derselben Menge an RNA nach Thermodegradation stabil bleiben. Diese
Unabhangigkeit der real-time gPCR von der RNA-Integritat wurde fir Proben mit einer
RNA-Qualitdt mit RIN 5,9 bis 10 unter Verwendung eines murinen Ldh-b-Assays mit einem
Amplikon von 72 bp flr beide Syntheseprotokolle (Standard und miScript) nachgewiesen.

Die RIN der Kontrolle K-SN 5 wies eine sehr starke Differenz der RIN von 2008 (6,0) bis
2009 (3,4) auf. Da das betreffende Gewebe im Vergleich zu allen anderen Gewebeblécken
nicht anders behandelt und kryoasserviert wurde und die RIN-Messungen mehrfach
wiederholt wurden, ist dieser drastische Qualitatsverlust nicht zu erkléren.

4.1.3.2 pH-Wert, PMI, Anteil kleiner RNAs und RIN-Wert-Korrelationen

Die Mittelhirngewebe-pH-Werte der Kontrollgruppe unterschieden sich nicht signifikant von
den pH-Werten der PD-Gruppe, wodurch mogliche, beschriebene Effekte aufgrund
verschiedener pH-Werte auf die Genexpressionsanalysen ausgeschlossen werden konnten
(Mexal et al., 2006). Zudem konnte keine Korrelation zwischen den pH-Werten und der
RNA-Qualitat (RIN) festgestellt werden. Ebenso konnte keine Korrelation zwischen den RIN-
Werten und den PMIs festgestellt werden. Das RNA-Qualitdt und PMI nicht
zusammenhangen, wird auch im RIN- und real-time gPCR-Vergleich der Kontroll-
gewebeprobe K-SN 8 mit einem hohen PMI von 120 h und dem moderaten RIN-Wert von 5,9
mit der von den Genexpressionsanalysen ausgeschlossenen Kontrollgewebeprobe K-SN 4 mit
einem kurzen PMI von 6,5 h und schlechter RNA-Qualitat (RIN von 2,3) deutlich. Der
auffallig hohe PMI von Probe K-SN 8 mit 120 Stunden hatte zum Ausschluss der Probe
fuhren konnen (>24 h - Selektionskriterium), die Probe wurde aber bewusst fir die
vorliegenden Genexpressionsstudien, zundchst unter VVorbehalt, verwendet. Da die Probe nach
RIN-, pH- und miRNA-Bestimmung sehr gut in die Kontrollgruppe aufgrund vergleichbar
moderater RNA-Qualitat passte (vgl. 3.1) und vergleichbare Genexpressionsdaten mit allen
anderen eingesetzten Kontrollproben aufwies, wurde diese trotz des hohen PMI in der Studie
belassen, im Gegensatz zu K-SN 7, die obwohl PMI, RIN, pH-Wert und miRNA-Anteil
unauffallig waren, dramatisch abweichende Expressionslevels aufwies.

Insgesamt passen die Ergebnisse der Korrelationsanalysen von RIN-Wert, pH-Wert, PMI und

Anteil von miRNAs an Small RNAs nur bedingt zu Ergebnissen aus der Fachliteratur, welche

111



Diskussion

zwar auch keine Korrelation von PMI (und anderen post-mortem Variablen) und RNA-
Integritat, aber signifikante Korrelation von pH- und RIN-Wert in humanem post-mortem
Hippocampus beschreibt (Mexal et al., 2006). pH- und RIN-Wert stehen dabei in Bezug
zueinander, niedrigere pH-Werte korrelieren mit niedrigeren RIN-Werten (Becker et al.,
2010b), was im Verlauf der vorliegenden Studie anhand der verwendeten humanen
Gewebeproben nicht bestétigt werden konnte (vgl. 3.1). Hierbei fiel zudem auf, dass die
ermittelten pH-Werte um ~1 pH-Wert niedriger waren als die in der Literatur angegebenen.
Um einen Einfluss des verwendeten Wassers auszuschliellen wurden erganzend pH-Werte
von frischem Maus-Mittelhirngewebe und in Wasser gelostem Gewebe verglichen (Daten
nicht gezeigt). Die Messungen ergaben, dass die direkt im Gewebe gemessenen pH-Werte um
ca. 1 pH saurer waren als die pH-Werte des im Wasser gelosten Gewebes. Diese Ergebnisse
lassen nicht auf eine Verschiebung in den saureren Bereich durch das Wasser schlieRen,
allerdings steht der Vergleich von pH-Werten mit eingefrorenem Gewebe noch aus.

Der signifikant erhohte prozentuale miRNA-Anteil an kleinen RNAs der humanen
Kontrollproben im Vergleich zu den PD-Proben kdnnte auf die signifikant niedrigere RIN
zuriickzufuhren sein (Becker et al., 2010a). Alternativ wirde der Befund auf eine erhfhte
Aktivitdt von miRNAs, also eine globale Genexpressionsdnderung von DA Mittelhirn-

neuronen bei PD-Patienten hinweisen.

4.1.3.3 Ausschluss von Gewebematerial von den Genexpressionsanalysen
Das Fehlen von drei Kontrollhirnen in Assayserie 1 resultiert aus einem zeitlichen Faktor, die
Proben K-SN 8, K-SN 9, K-SN 10 und K-SN 7 (,,neue* Kontrollen, UIm) wurden im Verlauf
dieser Arbeit nach Bereitstellung durch Prof. Thal (Sektion Neuropathologie am Institut fur
Pathologie, Universitdt Ulm) in die laufenden Studien eingegliedert, nachdem Assayserie 1
bereits vollstdndig analysiert und ausgewertet war. Zwar wurden dieselben Gene der
Assayserie 1 nachtraglich in lasermikrodissektierten, NM-positiven DA Mittelhirnneuronen
der ,,neuen” Kontrollen untersucht, fuhrten jedoch zu nicht vergleichbaren Daten, was auf die
Verwendung von Verbrauchsmaterialien und Chemikalien mit anderen Lot-Nummern
zurtickzufuhren ist. Ab Assayserie 2 konnten fiir alle Proben Verbrauchsmaterialien und
Chemikalien derselben Lots verwendet werden und die ,,neuen* Kontrollen (mit Ausnahme
von K-SN 7, s.u.) konnten problemlos in die Studien miteinbezogen werden. Diese
Abhangigkeit zeigt, wie wichtig die Verwendung von Material und Chemikalien derselben
Lot fur Einzelzellanalysen ist, da hier offensichtlich schon geringfuigige Abweichungen der
Effizienzen der eingesetzten Chemikalien einen signifikanten Einfluss auf die resultierenden

Ergebnisse haben kdnnen.
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Die Probe K-SN 7 wurde aus allen Analysen entfernt, obwohl sich Todesalter, PMI, CERAD-
und Braak-Stadium, RIN und pH-Wert der Kontrollprobe K-SN 7 zwar in die Charakteristika
der anderen Kontrollgewebe einfligten (vgl. 3.1). Jedoch wies diese Probe dramatisch
abweichende Expressionslevels aller untersuchten Gene im Vergleich zu allen anderen Proben
auf, so dass diese Probe aus den Statistiken der Genexpressionsanalysen entfernt wurde. Zum
Teil waren die Genexpressionslevels mehr als fiinffach hoéher als in der ndchsthoher
exprimierten Probe, wodurch diese stark erhthte Genexpression verursacht wurde, bleibt
spekulativ. Madglicherweise ist die erhohte Genexpression durch die Todesursache
Cholangiosepsis zu erklaren (K-SN 7, Tab. 10). Allerdings zeigt diese
Kontrollmittelhirngewebeprobe auch, dass die aufgefiihrten Charakteristika (Tab. 10 & 11,
Abb. 23) allein nicht zur bedenkenlosen Aufnahme einer Probe fiir Genexpressionsstudien

hinreichend sind, sondern immer der Einzelfall eingehend betrachtet werden muss.

4.2 Optimierung der UV-LMD real-time gPCR Methodik ftr die
Genexpressionsanalysen von UV-LMD-dissektierten Proben

Die eingesetzten Techniken und Methoden wurden nach bestem Wissen und Gewissen
ausgetestet, validiert, optimiert und die Reproduzierbarkeit der Experimente sichergestellt.
Fur alle Proben einer Versuchsreihe wurden stets Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
derselben Lot verwendet, um eine Gleichbehandlung aller Proben zu gewahrleisten. Das
Sammeln individueller, NM-positiver DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten und
Kontrollen erfolgte in Zellpools von je 15 Neuronen (durchschnittlich ~1000 um?Neuron),
was im Mittel zu vergleichbarem Ausgangsmaterial (1,4 Neurone, vgl. 3.1) fiir die real-time
gPCR-Reaktionen beitrug.

4.2.1 Optimierung, Erweiterung und Validierung der UV-LMD-Methode

Fir das Farbe- und Fixierprotokoll mit CV und Ethanol konnte kein negativer Einfluss auf die
RNA-Qualitadt im Vergleich zu unbehandelten Hirnspanen festgestellt werden, wahrend die
Fixierung von Gewebe mit PFA die RNA-Integritat und real-time gPCR Detektion verringerte
(vgl. 3.2.3 & 3.4.2). Somit sollte nach Mdglichkeit CV-Farbung und EtOH-Fixierung

angewendet werden.
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4.2.2.1 Erweiterte Anwendung der UV-LMD-Methode

4.2.2.1a Validierung der UV-LMD-Methode

Die Ubertragung der im Labor etablierten Standard-UV-LMD-Methodik auf andere
Fixiertechniken und Gewebearten ist nicht ohne weiteres durchfiihrbar, insbesondere da es
nur eine milde Zelllyse beinhaltet (Liss, 2002).

Diese Lyse reichte beispielsweise nicht, um PFA-fixierte DA Mittelhirnneurone hinlanglich
zu lysieren, konnte aber auf anderes Hirngewebe und Zelltypen (Cerebellum) und sogar
andere Organe (whole-mount Cochlea, vgl. 3.2.3 & 4.2.2.2b) nach entsprechenden Test- und
Vorbereitungsversuchen (bertragen werden. Diese im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich
etablierte Ubertragung der etablierten Methodik auf das Hirnareal Cerebellum, sowie die
Nutzung der Farbe- und Fixiertechnik in Kombination mit der UV-LMD zur Isolation muriner
Darmkrypten und die Erweiterung der LMD-Methodik auf PFA-fixierte whole-mount
Cochlea erweitert die Einsatzmoglichkeiten dieser hochselektiven, kontaktfreien UV-LMD-
Einzelzelltechnik signifikant (vgl. 3.2.2ff).

4.2.2.1b UV-LMD von PFA-fixiertem Gewebe

Fur spezielle Anforderungen ist eine erfolgreiche Genexpressionsanalyse aus PFA-fixierten,
lasermikrodissektierten Material mdéglich. Allerdings musste hierbei die RNA mittels eines
Kits (RNeasy FFPE Kit, Qiagen) aufgereinigt werden, welcher einen Proteinase K-Verdau mit
Temperaturschritten bei 55 und 80 °C beinhaltete. Dieser Verdau war notwendig um die
Proteinvernetzung durch das PFA aufzuheben, schadet jedoch der RNA-Qualitat, was der
entwickelte Thermodegradationsassay mit lediglich 70 °C bewies (vgl. 3.4.3). Weiterhin war
es notwendig, die Kit-Komponenten auf Kontaminationen zu Gberpriifen und entsprechend
Negativkontrollen durchzufuhren, da die Proteinase K des verwendeten RNeasy FFPE Kits
Kontaminationen aufwies. Reichen die resultierenden RNA-Mengen nach Kit-Aufreinigung
nicht zu einer RIN-Bestimmung aus (< 5 ng), mussen diese zur Konzentration prézipitiert
werden. Bei der Prazipitation muss beachtet werden, dass die zur Prézipitation zugesetzte
Trager-RNA (polyl) bei anschlieBenden RIN-Analysen ebenfalls mit detektiert wird. Da es
sich beim verwendeten polyl um kurze RNA-Molekiile ohne ribosomale RNA-Anteile
handelte, verschlechterte sich der RIN-Wert. RIN-Messungen von purem polyl zeigten ein
Maximum im Bereich von 25-40 s des Elektropherogramms des RNA Nano Chip (Agilent).
Glycogen, Ethanol und Natriumacetat wurden hingegen nicht detektiert (vgl. Anhang).
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4.2.2.1c Parallele mRNA- und miRNA-Expressionsanalyse nach UV-LMD

Das etablierte Protokoll fir die direkte Zelllyse und cDNA-Synthese nach UV-LMD-
Dissektion einzelner Zellen konnte mit dem miScript-Kit so kombiniert werden, dass
zusétzlich zur mRNA-Expression nun auch die Expression von regulatorischen miRNAs mit
Hilfe des miScript-Systems derselben Probe quantifiziert werden kann.

Der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte miR-133b-Assay erkannte allerdings auch die
miRNA-133a, welche sich nur durch ein Nukleotid von der miRNA-133b unterscheidet. Der
maximale Unterschied der fur diese ,falsch-positive” Detektion mittels real-time gPCR lag
bei 2 Ct-Werten. Allerdings liegt nahe, dass die miRNAs mit nur einem unterschiedlichen
Nukleotid &hnliche Funktionen erfullen und dieselben Gene regulieren kénnen (was fir die
MIRNAs miR-133a und -133b laut Datenbank (http://www.mirbase.org/) auch weitestgehend
zutrifft).

Zur cDNA-Synthese aus totaler RNA inklusive miRNA nach miScript-Kit (Qiagen) und in
Kombination mit der LMD-Methodik wurde die Inkubation der Polyadenylierung und
reversen Transkription von einer Stunde (miScript-Kit Protokoll) auf ca. 12 h (Uber Nacht)
verléangert. Die einstiindige Synthese fuhrte zu unspezifischen und nicht reproduzierbaren
Schmelzkurvenmustern der SYBRgreen real-time gPCR-Amplifikation. Unspezifische
Signale deuteten auf ,,falsch-positive” Produkte der real-time qPCR, also unspezifische
Primerbindungen hin. Eine Verldngerung des Inkubationsschritts auf 12 h (uUber Nacht),
verringerte die Anzahl unspezifischer Schmelzkurvenmuster nach LMD signifikant (vgl.
Anhang).

4.3 Assay-Auswahl fir humanes post-mortem Material

Fur die verwendeten humanen TagMan-Assays wurde entsprechend Kapitel 4.1.3.1 die
Amplikonlédnge der Assays moglichst klein gehalten (< 80 bp). Bislang ist gezeigt, dass
humane Assays mit einer Amplikonldnge von 77 bp bei einer RIN Uber 6,1 stabile
Standardkurven liefern (Grundemann et al., 2008), aber auch, dass Assays mit einer
Amplikonlange groRer 155 bp mit der RIN korrelieren (Becker et al., 2010a). Allerdings
wurde diese Korrelation tber das ganze Spektrum der RIN-Skala festgestellt (RIN 2,7-9,2),
wobei die Abweichungen verschiedener Gene im Bereich von RIN 5,9-7,8 bei ca. 2 Ct lag
und keine Abhangigkeiten bei der miRNA-Expressionsanalyse im Zusammenhang mit der
RIN festgestellt wurden (Becker et al., 2010a).

Die Amplikonldnge eines Assays lasst jedoch keinen generellen Rickschluss auf seine
Sensitivitat und Spezifitdt zu. Fir einige Gene funktionierten Assays mit einem langeren
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Amplikon besser als mit einem Kirzeren, z.B. fir CaV1.3, wo der Assay Hs01073340_m1
mit einer Amplikonlange von 57 bp durch einen 11 bp l&ngeren, deutlich sensitiveren Assay
Hs01073331_ml ersetzt werden konnte.

Die Konstanz der Assayperformance sollte fir jeden Versuch kontrolliert und validiert
werden. Ebenso wichtig wie die Kontrolle einer gleichbleibenden Performance ist die
Verwendung von Negativ-, Wasser- und ggf. genomischen DNA-Kontrollen, um bei
Genexpressionsanalysen Kontaminationen und ,,falsch-positive” Signale ausschlielen bzw.

interpretieren zu kdnnen.

4.4 Vergleichende Genexpressionanalysen humaner NM-positiver DA

Mittelhirnneurone in PD und Kontrollen

4.4.1 Gewebebasierte Genexpressionsstudien von Morbus Parkinson

Bei Genexpressionsstudien von SN Gesamtgewebe von PD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollen ist zu bedenken, dass hochgradig inhomogenes Material verglichen wird.
Humanes SN Gewebe setzt sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen, die Anschnitte der
Mittehirngewebe sind unterschiedlich (vgl. Abb 21 & 22, Anhang) und im Falle von
Vergleichsanalysen von post-mortem PD-Mittelhirngewebe mit Kontrollmittelhirngewebe
wird auBer Acht gelassen, dass bereits bei Auftreten der PD-Kardinalsymptome ein GroRteil
der NM-positiven DA Mittelhirnneurone degeneriert ist (Halliday and McCann, 2010). D.h.
es wird Gewebe mit einem hohen Anteil DA Mittelhirnneurone (Kontrollgruppe) mit Gewebe
mit einem &uRerst niedrigen Anteil DA Mittelhirnneurone (PD-Gruppe) verglichen.
Entscheidend fur die PD-Symptomatik ist dieses Absterben der NM-positiven DA Mittelhirn-
neurone, welche entsprechend ihrer Funktion und auch Genexpression direkt miteinander
verglichen werden sollten. Zudem muss bei Expressionsstudien aus Gewebe gegen putative,
in allen untersuchten Zelltypen gleichmaRig exprimierte Referenzgene normalisiert werden
(Guenin et al., 2009). Die Auswahl solcher geeigneten Normalisierungsgene ist schwierig und
die Eignung vieler zur Normalisierung verwendeter Referenzgene umstritten (Bar et al., 2009;
Guenin et al., 2009). Die UV-LMD-Methode bietet den Vorteil, die Genexpression
individueller Zellen ohne Normalisierung zu Referenzgenen vergleichen zu konnen, was
technisch eine Herausforderung ist. Auf Einzelzellebene sind die ,,klassischen* Referenzgene
erwiesenermalien nicht geeignet (Liss et al., 2001).

Bislang wurden unterschiedlichste Studien zur Untersuchungen der Genexpression im
Zusammenhang mit PD durchgefiihrt. Diese variieren sehr stark in der angewandten
Methodik und dem verwendeten Ausgangsmaterial. Einige Studien basieren auf Daten aus
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Tiermodellen (Chan et al., 2009; Eilam et al., 1998; Kittappa et al., 2007; Neuhoff et al.,
2002; Parlato et al., 2008; Sgambato-Faure et al., 2005), die nicht ohne weiteres auf humanes
post-mortem Gewebe zu (bertragen sind. Des Weiteren sind Studien basierend auf
Gesamtgewebe ohne Angaben zu RNA-Qualitdt und pH-Wert, sowie Verwendung
unterschiedlicher Referenzgene aufgefuhrt (Dachsel et al., 2007; Kwok et al., 2005). Kim et
al. (Kim et al., 2007) greifen in ihren Studien, &hnlich wie in der vorliegenden Studie, auf
unterschiedliche PD-Maus-Modelle zurick und validieren diese Daten in humanem
Mittelhirngewebe unter Verwendung verschiedener Methoden (qPCR, Northern blotting,
protection Assays). Die Daten von Simunovic et al. beruhen auf UV-LMD selektierten DA
SN Neuronen von PD-Patienten und Kontrollen (Simunovic et al., 2009; Simunovic et al.,
2010). Allerdings wurde das humane Hirnmaterial nur aufgrund des post-mortem Index (PMI)
und dem Spenderalter ausgewéhlt und keine Angaben zu RNA-Qualitat (RIN) und pH-Wert
gegeben, was keine Aussage Uber die tatséachliche Vergleichbarkeit der Genexpressionsdaten
zuldsst (vgl. 4.1.3ff). Weiterhin wird die PoolgroRe der UV-LMD-dissektierten DA SN
Neurone nicht genau angegeben (300-700 Neurone) und die Daten der real-time gPCR-
Analysen auf eine endogene Kontrolle (GUSB - Glucuronidase B) normalisiert, ohne
Validierung oder Angaben, ob diese Kontrolle zur Normalisierung geeignet ist (Simunovic et
al., 2009).

Die Daten der vorliegenden Studie basieren auf einheitlichen, kontrollierten Bedingungen mit
Angaben von RNA-Integritat, pH-Wert, miRNA-Anteil und genauer Beschreibung der
Vorgehensweise. Die reproduzierbaren Genexpressionsbefunde individueller DA Mittelhirn-
neurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen dieser Arbeit (vgl. 3.5.3 & 3.5.5,
(Grundemann et al., 2008)) tragen somit nicht nur zum Verstandnis der Erkrankung PD bei,
sondern setzen einen methodisch wunschenswerten Standard flr weitere Studien, der eine
bessere Vergleichbarkeit der Befunde ermdéglicht.

Die zellspezifischen Daten der Genexpression fur miR-133b, PITX3 und NURR1 von PD-
Patienten und Kontrollen dieser Arbeit stehen im Widerspruch zu den Befunden in
Mittelhirngesamtgewebe, wie von Kim et al. (Kim et al., 2007) beschrieben, welche einen
negativen feedback loop von miR-133b und PITX3 postulieren. Dazu zeigten diese, dass die
Levels der miIRNA miR-133b in humanem post-mortem Mittelhirngewebe von PD-Patienten
im Vergleich zu Kontrollen geringer war, ebenso wie die mRNA-Levels von TH und DAT.
Es wurde postuliert, dass die miR-133b die Reifung DA Neurone hemmt und in einer
negativen Wechselbeziehung zu DA Markergenen steht, was bei geringeren miR-133b-Leveln
zu erhohter Expression dopaminerger Markergene fihren musste. Diese Beziehung konnte
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von Kim et al. allerdings nur in Zellkultur und einem PD-Mausmodell (Aphakia-Maus)
gezeigt werden. Die humanen Genexpressionsdaten bezogen sich auf RNA aus SN
Gesamtgewebe, normalisiert auf das Haushaltsgen f-Actin ohne genaue Angaben zur cDNA-
Synthese ((Kim et al., 2007) & Supplement).

Zum Vergleich wurden in der vorliegenden Studie Genexpressionsdaten selektiver NM-
positiver DA Mittelhirnneurone mit Genexpressionsdaten aus humanem SN Mittelhirngewebe
von PD-Patienten und Kontrollen unter gleichen, kontrollierten Bedingungen generiert (vgl.
3.5.2 & Abb. 32). Die mittelhirngewebebasierten Expressionsdaten stimmen im Fall der
Expression von miR-133b mit denen von Kim et al. tberein, jedoch nicht mit den dort
angegebenen Expressionen von TH und DAT ((Kim et al., 2007) Supplement), welche dort
eine leicht geringere Expression von TH und DAT im Mittelhirngewebe von PD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen zeigten.

In der vorliegenden Studie hingegen zeigte TH leicht erhdhte mRNA-Levels in Mittelhirn-
gewebe von PD-Proben im Vergleich zu Kontrollen, wéhrend die Genexpression von DAT
keine signifikanten Unterschiede aufwies (vgl. 3.5.2 & Abb. 32 C). Diese Unterschiede
kdnnen leicht durch den Einsatz von variablen Gewebeanschnitten erklart werden. Im Falle
von TH scheinen die mRNA-Levels individueller NM-positiver Mittelhirnneurone bei PD-
Patienten so stark erhéht (mehr als siebenfach), dass diese erhdhte Expression noch immer im
Gewebe (normalisiert zu B-Actin) bemerkbar war, wahrend die auf Ebene einzelner DA
Neurone vierfach erhdhte mRNA-Expression von DAT NM-positiver Neurone im Gewebe
nicht mehr sichtbar war. Ahnlich wie bei den mRNA-Leveln von DAT in individuellen
Mittelhirnneuronen und Gewebe verhielt es sich mit den Expressionen der dopaminergen
Markergene VMAT2, D2 und GIRK2. Diese waren alle signifikant in individuellen NM-
positiven Neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen erhoht, diese
Hochregulation war allerdings nicht mehr in den Gewebeanalysen zu detektieren (vgl. 3.5.2 &
3.5.3, Abh. 32 & 33). Bei der Expression der miRNA miR-133b verhielt es sich umgekehrt,
diese war im Mittelhirngewebe normalisiert zu B-Actin von PD-Patienten im Vergleich zu
nicht an PD erkrankten Kontrollen signifikant reduziert, wéhrend die miRNA-Levels in UV-
lasermikrodissektierten, NM-positiven DA Mittelhirnneuronen keine Unterschiede aufwiesen.
Die Befunde dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese einer negativen feedback-Interaktion
der miR-133b und der mRNAs flur PITX3, TH, DAT oder anderer DA Markergene nicht.
Waéhrend auf Einzelzellebene DA Mittelhirnneurone die Expression von miR-133b, PITX3
und NURR1 unveréndert ist, ist diese fir TH und DAT (, VMAT2 und D2) erhéht in PD im
Vergleich zu Kontrollen. Die detektierte artifizielle Reduktion der miR-133b miRNA in
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Mittelhirngewebe von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen illustriert eindrucksvoll die
Notwendigkeit der Zellspezifitat, wenn die Genexpression DA Mittelhirnneurone der SN in

PD im Vergleich zu Kontrollen verglichen werden soll.

4.4.2 Dopamin-Marker und -Metabolismus Gene in DA Mittelhirnneuronen von
PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen

Die aufféllige, orchestrierte, signifikante Erhthung der mRNA-Level der DA Synthese-,
Verpackungs- und Re-uptake-Gene (TH, DAT und VMAT2) deuten auf eine erhfhte
Dopaminproduktion (TH) und -bereitstellung in Vesikel (VMAT2), sowie die Mdoglichkeit
einer effektiveren Wiederaufnahme nach Dopaminfreisetzung hin. Diese orchestrierte erhfhte
Expression dieser Dopamin assoziierten Gene individueller NM-positiver DA Mittelhirn-
neurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen kénnte kompensatorischer Natur sein.
Da PD-Patienten bereits ein grof3er Teil NM-positiver Mittelhirnneurone fehlt, besteht die
Maglichkeit, dass durch die iberlebenden NM-positiven DA Mittelhirnneurone versucht wird,
den Verlust DA Neurone und dem damit verbundenen niedrigeren Dopaminspiegel in den
Projektionssgebieten durch erhdhten Dopaminumsatz zu kompensieren.

Die signifikant erhohte mRNA-Transkription von TH kdnnte durch cAMP uber einen bislang
unbekannten Mechanismus unter Beteiligung der 3*-UTR (untranslated region) von TH,
aktiviert durch Zellstress, begrundet sein (Chen et al., 2008). Ebenso kdnnten die erhéhten
TH-mRNA-Levels altersassoziiert sein, wie fur Méause beschrieben, und daher nur bedingt
durch das signifikant hohere Alter der PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen, nicht durch
den Krankheitsprozess, sein (Kim et al., 2006). Allerdings wurde die Genexpression von DAT
und TH in neueren Studien als unverdndert, mit Tendenz zu geringen Expressionsleveln in
NM-positiven Mittelhirnneuronen von PD-Patienten, beschrieben (Simunovic et al., 2009).
Diese Beschreibung beruht zwar auch auf individuellen, UV-lasermikrodissektierten
Neuronen, allerdings wurde die Expression hierbei wiederum gegen eine Referenz (GUSB,
s.0.) normalisiert, was wie diskutiert methodisch problematisch ist und diese abweichenden
Ergebnisse erklaren kdnnte (vgl. 4.4.1).

Die im Mittel neunfach hoheren mRNA-Level von TH in NM-positiven DA Mittelhirn-
neuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen lassen auch den Schluss zu, dass die
wenigen Uberlebenden DA Neurone durch erhdhte Dopaminsynthese den Verlust der DA
Mittelhirnneurone im PD zu kompensieren versuchen, um den Bedarf an Dopamin in den
Projektionsgebieten zu decken. In jedem Fall deutet die erhdhte TH-Expression fur die DA

Mittelhirnneurone auf erhdhte zytosolische Dopamin-Levels (Gavrilovic et al., 2010).
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Zytosolisches Dopamin ist neurotoxisch (Caudle et al.,, 2008). Zur Speicherung von
zytosolischem Dopamin in Vesikeln dient in DA Mittelhirnneuronen der Vesikulédre Mono-
Amin-Transporter 2 (VMAT2), von welchem die mRNA-Levels ebenfalls signifikant erhéht
in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
detektiert wurden (vgl. 3.5.2 & 3.5.3). Diese Erhohung deutet nicht auf einen Einfluss des
signifikanten Altersunterschieds der PD- und Kontroll-Gruppe hin, welcher mit niedrigeren
VMAT2-mRNA-Leveln im héheren Alter beschrieben ist (Uhl et al., 2000). Allerdings ist die
signifikante, dreifache Erhohung der mRNA-Levels von VMAT2 geringer als die neunfache
Erhdhung der mRNA-Levels von TH (vgl. 3.5.6, Tab. 22). Dies lasst zwei Schlisse zu: 1. Die
erhéhten mRNA-Levels von VMAT?2 reichen nicht aus, um die resultierenden Dopamin-
mengen der signifikant hoheren TH-mRNA-Levels zu verpacken, was zu einer Erhdhung der
zytosolischen Dopamin-Levels fuhrt. Diese Situation wirde einen direkten PD-Patho-
mechanismus im Sinne eines tddlichen positiven feedback loops darstellen (Caudle et al.,
2008). 2. Die Effizienz von VMAT?2 reicht aus, um auch die erhéhten Mengen von Dopamin
in Vesikel zu verpacken. Das wirde bedeuten, dass das DA Neuron mehr Dopamin zur
Ausschiittung in Vesikeln bereitstellt, also zur Kompensation des Dopaminmangels aufgrund
der degenerierten DA Mittelhirnneurone im PD beitragt. Die Aktivitat von VMAT2 wird u.a.
durch Phosphorylierung auf Proteinebene gesteuert (Fei et al., 2008), sodass die mMRNA-
Menge nicht linear zur Bioverfligbarkeit und Aktivitdt von VMAT2 sein muss.

Die mRNA-Levels des Dopamintransporters DAT wurden als vierfach (signifikant) héher in
NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu nicht an PD
erkrankten Kontrollen detektiert und wiesen im Verhdltnis zu TH und VMAT2 keine
signifikanten Unterschiede auf. Diese erhohten mRNA-Levels von DAT deuten auf eine
erhbhte Wiederaufnahmekapazitdt von extrazellularem, freigesetztem Dopamin hin. Zwar
weist der Dopamintransport von DAT im Vergleich zur Diffusion von Dopamin eine
langsame Kinetik auf, dennoch bewirkt mehr DAT (wie hier in Form der erhdhten mRNA-
Levels in PD-Proben) eine effizientere Wiederaufnahme von Dopamin (Rice and Cragg,
2008).

4.4.3 Aktivitatsregulation DA Mittelhirnneurone in PD

DA Mittelhirnneurone weisen intrinsische tonische Aktivitat auf (Schrittmacheraktivitat) und
haben die Mdoglichkeit zur Stimulation der Aktionspotential-Frequenz, sowie durch
»Burstaktivitat” erhohte Dopaminkonzentrationen freizusetzen (vgl. 1.3.1.4), was zu einer

kompensatorischen Funktion DA Mittelhirnneurone passen wiirde.
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Die durchgefuihrten Studien aktivitatsregulierender lonenkandle ergaben hingegen signifikant
erhhte mRNA-Levels der Gene von inhibitorisch wirkenden Kaliumkandlen GIRK2, Kv4.3
(, FREQ) und SURL1, was mit einer verringerten Aktivitat der DA Mittelhirnneurone von PD-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen interpretiert werden konnte. Die Gene aktivitats-
fordernder lonenkanédle HCN2 (, TRIP8B), CaVv1.3 und NMDAR1 (s.u.) wiesen hingegen
keine Signifikanzen bzw. Verédnderungen der Genexpression auf.

Mit aktiviertem Dopaminrezeptor D2 werden verschiedene Signalkaskaden in Verbindung
gebracht, welche beispielsweise GIRK2 oder GSK3p involvieren (vgl. Abb. 8 und Anhang).
Die signifikant erhohten (vierfach) mRNA-Levels von D2 NM-positiver DA Neurone von
PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen wiesen auf eine verstarkte Antwort durch mehr D2-
Rezeptoren nach Ausschiuttung von Dopamin hin. Die Splicevarianten D2s und D2l zeigten
ebenfalls jeweils 1,5fache Erhéhung in den PD-Proben, was nicht auf die bevorzugte
Expression einer Variante schlieBen l&sst (vgl. 3.5.3). Das Verhéltnis von D2 zu GIRK2 war
in Kontrollen und PDs nahe 1:1 (vgl. 3.5.6) und zwischen PD- und Kontrollgruppe nicht
signifikant unterschiedlich, was auf eine orchestrierte Erhohung der mRNA-Levels fir diese
beiden funktionell gekoppelten Gene schlieRen lasst. Weiterhin waren die mRNA-Levels der
porenbildenden A-Typ Kaliumkanaluntereinheit Kv4.3 signifikant in NM-positiven DA
Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen erhéht (flnffach), ebenso
die der putativ modulatorischen Untereinheit FREQ (vgl. 3.5.4), welche bereits bei
Genexpressionsstudien im Mausmodell und Fibroblasten von PD-Patienten als verandert
auffielen (Gispert et al., 2003; Auburger et al., unpublished). Diese erhohten mRNA-Levels
des A-Typ Kaliumkanals fuhren zu einer Verlangerung das Interspike Intervalls und damit zu
einer Minderung der Schrittmacherfrequenz bis zu einem gewissen Grad (max. 2,7fach,
(Floresco et al., 2003; Liss et al., 2001)) und damit direkt korreliert, soweit betrachtet, zu
einer verminderten Dopaminfreisetzung (Maffie and Rudy, 2008). Letztlich zeigt auch die
regulatorische, metabolisch hochsensitive B-Untereinheit SUR1 des Karp-Kanals signifikant
erhohte (zweifach) mRNA-Levels NM-positiver DA Neurone von PD-Patienten im Vergleich
zu Kontrollen. Der Karp-Kanal ist mit der PD-Pathogenese im Mausmodell assoziiert (Liss et
al., 2005) und scheint auch fir die Burstaktivitdat einer Subpopulation von SN DA
Mittelhirnneuronen essentiell (Schiemann et al., in preparation).

Der fur die netzwerkinduzierte ,,Burstaktivitat” in vitro essentielle Glutamatrezeptor, bzw. die
MRNA-Levels der NMDAR1-Glutamatrezeptor-Untereinheit waren zwar leicht signifikant in
NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen erhdht
(Kleiner zweifach), aber die Werte lagen an der Schwelle der methodischen Unterschied-
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detektierbarkeit und der mMRNA-Unterschied war deutlich niedriger als der der
aktivitdtsmindernden Kaliumkanal-Untereinheiten (vgl. 3.5.4). Die mRNA-Levels der
aktivitatsverstarkenden HCN2-Kanaluntereinheit, welche im Mausmodell in DA Mittelhirn-
neuronen die vorherrschende ist (Franz et al., 2000), wies keine signifikanten VVeranderungen
zwischen PD-Patienten und Kontrollen auf, wéhrend die HCN3 und HCN4-Untereinheiten
unterhalb der Detektionsgrenze lagen. Allerdings werden HCN-Kanéle insbesondere auch auf
Proteinebene reguliert (Zhang et al., 2009). Die regulatorische B-Untereinheit TRIP8B des
HCN2-Kanals wurde ebenfalls als nicht signifikant verandert exprimiert detektiert (vgl. 3.5.4)
und ergab ein Verhéltnis zur Expression der HCN2-Untereinheit von nahe 1 : 1 (vgl. 3.5.6).
Weiterhin wiesen die mRNA-Levels fir die Calciumkanal alpha-Untereinheit CaV1.3 keine
Veranderungen der Genexpression in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen auf (vgl. 3.5.4). Befunde aus Mausmodellen, die eine
erhdhte CaV1.3-Aktivitat als kausal fur den PD-Pathomechanismus identifiziert haben (Chan
et al, 2007), stitzen die Daten der vorliegende Studie an humanen DA Neuronen
entsprechend nicht. Die Genexpressionslevels von CaV1.2, SK3 und KCHIP3 lagen nahe
oder unterhalb der Detektionsgrenze, sodass fur diese keine Aussage uber einen Einfluss auf
die Aktivitdt DA Mittelhirnneurone moglich ist.

Insgesamt lassen die detektierten mRNA-Levels von Kalium-lonenkanédlen also wieder
Erwarten auf eine Aktivitdtsminderung schlieBen, wenn die Neurone isoliert betrachtet
werden, was zunéchst im Widerspruch zu der Hypothese steht, dass die erhdhte Aktivitat der
Gene TH, VMAT2 und DAT eine kompensatorische Funktion haben konnten. Diese
Aktivitdtsminderung der DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten kdnnte jedoch auch mit
einem kompensatorischen Netzwerkeffekt der Basalganglien zurtickzufiihren sein. Durch die
verminderte Dopaminausschiittung in den Projektionsgebieten der DA SN Neurone aufgrund
der Neurodegeneration dieser DA Mittelhirnneurone im PD geraten der indirekte und der
direkte Weg der Basalganglienschleife aus dem Gleichgewicht (vgl. 1.2.2.3, Abb. 5). Die DA
Neurone der SNpc erhalten u.a. glutamaterge, erregende Eingédnge des NST (Nucleus
Subthalamicus, STN), welcher aufgrund der Deregulation im PD nicht mehr durch den Gpe
gehemmt wird und eine dramatische Uberaktivitat aufweist (Luo et al., 2002; Shimo and
Wichmann, 2009). Durch diese erhdhte NST-Aktivitdt sollen auch die DA Neurone im
Mittelhirn in ihrer Aktivitat und insbesondere auch die Burst-Frequenz dramatisch stimuliert
werden. Die DA Mittelhirnneurone scheinen durch erhdhte Expression der aktivitats-
mindernden Kaliumkandle (GIRK2, Kv4.3 und Karp) diesen pathologisch verstarkten
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glutamatergen Input entgegenzuwirken, um so entsprechend auch z.B. einer dadurch

bedingten Excitotoxizitat zu entgegenzuwirken.

4.4.3 Die PARK-Gene a-SYN und LRRK2 im Zusammenhang mit der PD-
Pathogenese

VVon den untersuchten PARK-Genen a-Synuclein (a-SYN), LRRK2 und PARKIN, welche
mit den hé&ufigsten familidfren Formen des PD assoziiert sind, konnten fir alpha-SYN
signifikant erhdhte (siebenfach) mMRNA-Levels in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von
PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen detektiert werden. Die mRNA-Levels von LRRK2
wiesen keine signifikanten Expressionsunterschiede auf, wéhrend die Genexpression von
PARKIN und der a-SYN-Splicevariante NACP112 nahe der Detektionsgrenze mit Tendenz
zu erhohter Expression in PD-Patienten lagen und die a-SYN-Splicevariante NACP126 nicht
mehr detektierbar in einzelnen Neuronen war, sodass flr diese Gene keine valide Aussage
hinsichtlich Expressionsunterschieden in PD-Patienten und Kontrollen und somit tber eine
mogliche Beteiligung an der Pathogenese von PD gemacht werden kann (vgl. 3.5.5).

a-SYN kann bei Gendosiserhohung (PARK4: Duplikation, Triplikation; (Eriksen et al.,
2005)) oder PARK1: Mutation (Gasser, 2009) zu familidrem, autosomal dominantem PD
fuhren. Erhohte Expression oder die Expression mutierter Formen von alpha-SYN werden
zudem mit Neurodegeneration und Neurotoxizitat in Verbindung gebracht (Waxman and
Giasson, 2009) und es wurde gezeigt, dass eine erhohte alpha-SYN-Expression die
Dopaminausschiittung durch Inhibition der synaptischen Vesikelneubildung nach Endozytose
reduziert (Nemani et al., 2010). Diese Befunde in Zusammenhang mit der erhohten
Expression von alpha-SYN, sowie die verminderte Aktivitat DA Mittelhirnneuronen von PD-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen deuten auf ein Abschwachen der Dopaminausschittung
hin. Weiterhin unterstiitzen die Befunde der erhéhten alpha-SYN-Expression in individuellen
DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen die Befunde aus
genomweiten  Assoziationsstudien, das a-SYN-Dysregulation einen entscheidenden
Pathomechanismus des PD darstellen konnte (Gasser, 2009). Durch die Kombination der
erhéhten Dopaminsynthese durch die erhéhten TH-mRNA-Levels und der Inhibition der
Dopaminfreisetzung durch a-Synuclein scheint a-SYN zur Neurotoxizitat beizutragen.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen von LRRK2 ergaben eine unverénderte
Expression von LRRK2 in DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollen (vgl. 3.5.5). Diese Beobachtung entspricht &hnlichen Studien zur Genexpression
von LRRK2 (Simunovic et al., 2009; Zimprich et al., 2004), allerdings ist auch gezeigt, dass
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Uberexpression von LRRK2 zur Neurotoxizitit beitragt (Lin et al., 2009). Da LRRK2 aber
zumindest nicht auf mRNA-Ebene hoher in PD-Patientengewebe exprimiert ist, lasst dies
hinsichtlich der Beteiligung von LRRK2 am Pathomechanismus der Krankheitsentstehung
von PD drei Schlusse zu: 1. Die DA Mittelhirnneurone haben Uberlebt, da die LRRK2-
Expression nicht erhoht ist oder 2. LRRK2 wird nicht transkriptionell reguliert oder aber 3.
LRRK2 st nicht am Pathomechanismus von idiopathischem PD beteiligt. Aktuelle
genomweite Assoziationsstudien weisen aber durchaus auf eine Rolle von LRRK2 im
idiopathischen PD hin (Healy et al., 2008; Simon-Sanchez et al., 2009). Eine post-
transkriptionelle Regulation von LRRK2 kdnnte auch die erhéhten alpha-SYN-mRNA-Levels
in DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen erkléren, da gezeigt
ist, dass LRRK2 durch seine Kinase-Aktivitat die Genexpression von alpha-SYN induzieren
kann (Carballo-Carbajal et al., 2010). Die Kinase-Funktion von LRRK2 kdnnte zudem mit der
Modulation von lonenkanédlen DA Neurone in Verbindung stehen, da diese durch Kinasen
reguliert werden (Deetjen et al., 2005).

4.4.3 In Mausmodellen identifizierte Kandidatengene fur den PD-
Pathomechanismus

VVon den Genen IGSF-4, LDH-B, GSK3p, FREQ, WNT5A und HOMER1, welche durch
verénderte Genexpression in zwei unabhéngigen Mausmodellstudien im Zusammenhang mit
der PD-Pathogenese identifiziert wurden (vgl. 1.3.1.6), konnten fur IGSF-4, LDH-B, GSK3p3
und FREQ signifikant erhthte mRNA-Levels in DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen detektiert werden, wahrend HOMER1 keine verénderte
Genexpression aufwies (WNT5A lag unterhalb des Detektionslimits; vgl. 3.5.5).

Die in der Arbeitsgruppe im Mausmodell als signifikant erhdht in individuellen, weniger
hochvulnerableren DA SN Neuronen identifizierten mRNAs von LDH-B, IGSF-4 und
GSK3p (Milani et al., in preparation) waren also im Vergleich zu resistenteren VTA DA
Neuronen auch in humanen DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollen signifikant erhéht, was eine kausale Rolle dieser Gene fir den PD-
Pathomechanismus, bzw. die Vulnerabilitdt DA Neurone unterstiitzt. IGSF-4 ist bereits
zusammen mit WNT5A als verandert in der Genexpression in Hautfibroblasten von PD-
Patienten mit familidrem Parkinson (PINK1-Mutation) im Vergleich zu gesunden Kontrollen
beschrieben (Hoepken et al., 2008). WNT5A schien allerdings kaum im Mittelhirngewebe der
Proben exprimiert zu sein, oder aber der verwendete TagMan-Assay war nicht sensitiv genug
fur eine ausreichende Detektion (vgl. Tab. 15). Des Weiteren waren FREQ (s.0.) und
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HOMER1 mit verdnderter Expression im Zusammenhang mit der PD-Pathogenese in
vergleichenden Gewebestudien von Wildtyp-Mausen mit einer Uberexpression einer
mutierten a-Synuclein-Variante (A53T) aufgefallen. Diese wiesen unterschiedliche mRNA-
Levels fir HOMER1 und FREQ im striatalen Gewebe im Vergleich zu Wildtyp-M&usen auf
(Auburger et al., in preparation). Auch hier konnte fur FREQ eine veradnderte Genexpression
in NM-positiven DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
gefunden werden, allerdings keine Genexpressionsverdnderungen von HOMER1, obwohl
erhéhte mRNA-Levels von HOMER1 mit Bewegungsstorungen in Verbindung stehen (De
Luca et al., 2009), als Langzeitnebenwirkung von L-DOPA-Behandlung diskutiert werden
(Sgambato-Faure et al., 2005) und in Fibroblasten von PD-Patienten (PINK1-Mutation) im
Vergleich zu Kontrollen eine erhdhte Genexpression aufweisen (Hoepken et al., 2008). Die
abweichenden Befunde dieser genannten Studien von der vorliegenden Studie sind vermutlich
auf die unterschiedlichen verwendeten Modellsysteme Ratte (Sgambato-Faure et al., 2005)
und Maus (Auburger et al., in preparation), bzw. die abweichenden Zelltypen (Hoepken et al.,
2008) zuriickzufiihren. Unsere humanen Einzelzellbefunde konnten dahingehend interpretiert
werden, dass FREQ aufgrund prasynaptischer, also erhéhtem Vorkommen in DA
Mittelhirnneuronen erhoht ist, wéahrend HOMER1 ggf. aufgrund postsynaptischer
Lokalisation im Striatum auffiel (Auburger et al., in preparation), aber eben nicht in der
Prasynapse von DA Mittelhirnneuronen und daher nicht in der vorliegenden Studie.

IGSF-4 werden Funktionen wie Tumor-Suppressor-Eigenschaften, Zell-Adhésion und
Synapsenausbildung von Neuronen zugeordnet (Watabe et al., 2003). Zu mit IGSF4-
assoziierten Erkrankungen gehdren unter anderem Onkogenese, T-Zell Leukdmie und
Neoplasie (Murakami, 2005). Im Vergleich individueller, muriner VTA und SN Neurone, war
die Expression von IGSF-4 in den weniger vulnerablen VTA Neuronen hoher exprimiert
(Milani et al., in preparation). Die erhdhte Genexpression von IGSF-4 in NM-positiven DA
Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen ist insbesondere bzgl. der
Synapsenausbildung interessant. Die Synapsenneuausbildung ist beispielsweise nach
Nervenschadigung gezeigt (Zelano et al., 2009) und kdénnte in der vorliegenden Studie, im
Falle einer tatsédchlichen Synapsenneuausbildung DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten,
die in Zusammenhang mit den Dopamin-assoziierten Genen gedulRerte Kompensation stitzen.
Hohere Dopamin-Synthese und -Bereitstellung in Vesikeln, sowie eine groRere Dichte an
Synapsen in den Projektionsgebieten DA Mittelhirnneurone wirden zu einer Kompensation
der degenerierten Neurone beitragen.
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Die Laktat-Dehydrogenase B (LDH-B) wies signifikant erhohte (3,5fach) mRNA-Levels
individueller DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen auf. Die
Expression des Neuronenmarkergens ENO2 war signifikant und sechsfach hoher in NM-
positiven, individuellen DA Mittelhirnneuronen von PD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollen. Ferner konnte in Maushirnen eine spezifische Erhthung an oxidierter LDH-B im
Zusammenhang mit PD (Uberexpression von alpha-Synuclein A30P in transgenen Mausen)
(Poon et al., 2005) gezeigt werden. LDH-B ist, wie der neuronenspezifische Marker ENO2,
an der Glykolyse und somit am Metabolismus der Zelle beteiligt. Die erhéhten mRNA-Levels
von LDH-B in Zusammenhang mit PD deuten auf einen erhdhten Stoffwechsel und somit
erhdhten Zellstress hin, was wiederum die erhdhten Genexpressionen der aktivitats-
mindernden Kalium-lonenkandle erklaren kdénnte (Exitotoxizitat, s.0.). Interessenterweise
moduliert LDH-B auch die Aktivitat von Karp-Kandlen (Crawford et al., 2002), die, wie
diskutiert, kausal fir den Pathomechanismus von vulnerableren SN DA Neuronen der Maus
sind (Liss et al., 2005).

Erhohte Aktivitat der multifunktionellen Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3p) steht in
Verbindung mit Neurodegeneration und AD (Proctor and Gray, 2010), zudem ist ein
Zusammenhang mit PD bekannt, wobei GSK3p in Lewy-Kdrperchen nachgewiesen werden
konnte und mit der Pathogenese von PD in Verbindung gebracht wird (Nagao and Hayashi,
2009). Weiterhin sind allelische und distinkte Splicevarianten in Zusammenhang mit PD und
erhdhten mRNA-Leveln von GSK3p beschrieben (Kwok et al., 2005). Signifikant erh6hte
(vierfach) mRNA-Levels wurden auch in der vorliegenden Studie individueller, NM-positiver
DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen gefunden. Diese
Befunde wiesen, wie auch in entsprechenden genomweiten Assoziationsstudien (Kalinderi et
al., 2009), auf eine erhohtes Risiko fir PD und DA Neurodegeneration durch erhdhte
GSK3B-Aktivitat hin (Infante et al., 2009). GSK3p kann zudem durch die erhdhten alpha-
SYN-Level aktiviert werden und somit verstarkt zur Neurodegeneration und tau-Protein-
ablagerungen fuhren (Duka et al., 2009). Der erhohten GSK3pB-Aktivtat kann die ebenfalls
erhbhte D2-Expression entgegenwirken, denn D2 kann nach verlédngerter Dopaminbindung
die Inaktivierung von GSK3f bewirken (De Mei et al., 2009).

4.4.4 AbschlieBende Bemerkungen der Genexpressionsanalysen von

humanem post-mortem Material

Bei der Untersuchung von humanem post-mortem Gewebe muss immer beachtet werden, dass

es sich um eine ,,Momentaufnahme* der Genexpression (einer relativ inhomogenen Kohorte)
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handelt. Auch bei den zellspezifischen Analysen dieser Arbeit stellt sich die Frage, ob die
ermittelten Genexpressionsunterschiede bei PD-Patienten im Vergleich zu nicht an PD
erkrankten Kontrollen ursachlich fir PD sind bzw. deren Aktivitat protektiv fir die DA
Mittelhirnneurone sind, oder ob die detektierten Anderungen als Folge kompensatorischer
Ereignisse im Verlauf der Erkrankung auftreten. Diese Frage kann nicht allein auf Basis von
Genexpressionsanalysen beantwortet werden. Weitere Untersuchungen von Funktion, Protein-
Leveln und -Interaktionen sind notwendig, insbesondere an geeigneten Mausmodellen.

Des Weiteren ist die mathematische Auswertung von Genexpressionsdaten, wie jede
statistische  Auswertung mit Vorsicht zu betrachten. Die Auswertemethode Uber
Signifikanztests mit der willkirlichen Signifikanzgrenze von 0,05 zeigt Korrelation einiger
Gendosisverdnderungen mit PD. Es besteht generell die Mdoglichkeit einer zufélligen
Korrelation, da hohe Korrelationswerte nicht gleichzusetzen sind mit kausaler Verkniipfung
(Geburtenrate und Storchenpopulation (Hofer et al., 2004)). Diese Einschrankungen sind
besonders im Kontext der unvermeidbar hohen biologischen Variabilitdt der humanen post-
mortem Gewebe und der kleinen Fallzahlen relevant. Trotz dieser Einschrankungen leisten die
Ergebnisse der vorliegenden Studie einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der
Pathophysiologie des PD, da die Expressionsveranderungen in verschiedenen Individuen mit
jeweils einzigartigen Charakteristika der beiden Gruppen (Kontrollen und PD) auftraten und im

Falle von TH fur alle Assayserien wiederholt validiert werden konnten.
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4.5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die zellspezifisch vergleichende
Genexpressionsanalyse von den betroffenen DA Neuronen in humanem post-mortem
Mittelhirngewebe von PD-Patienten im Vergleich zu nicht an PD erkrankten Kontrollen einen
geeigneten, komplementédren Ansatz darstellt, um Befunde aus Mausmodell-Studien auf den
humanen Morbus Parkinson zu Ubertragen und um z.B. genomweite Assoziationsstudien zu
erganzen. So ist entsprechend geplant, die finf vor kurzem im PARK16 Lokus identifizierten
Gene in Hinblick auf ihre zellspezifische Expression in DA Mittelhirnneuronen von PD-
Patienten und Kontrollen zu untersuchen, um so ggf. Hinweise fiir eine genauere
Identifizierung des dem PARK16 unterliegenden Gens (SLC45A3, NUCKS1, RAB7L1,
SLC41A1 oder PM20D1) im PD zu bekommen. Generell wiinschenswert fiir weitere UV-
LMD-Studien humaner post-mortem DA Mittelhirnneurone ist mdglichst homogenes
Gewebe, welches die Moglichkeit der eindeutigen Unterscheidung in anatomische Sub-
regionen aller Gewebeproben bietet und in derselben van Domburg Region mit derselben
Schnittebene angeschnitten ist.

Die in der vorliegenden Studie identifizierten Gene mit orchestriert erhohter Genexpression,
insbesondere von DA Synthese- und Metabolismusgenen in DA Mittelhirnneuronen von PD-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen stellen ihrer molekularen Funktion entsprechend
mogliche Ziele fir neue Therapieansatze dar. Dazu sollten die vorgeschlagenen
Mdglichkeiten der Dopamin-Kompensation durch die DA Markergene (TH, VMAT?2, DAT),
der Aktivitatsminderung durch die Kaliumkanéle (GIRK2, Kartp, Kv4.3) als Reaktion auf den
erhéhten erregenden Input der SNpc Neurone durch den NST im PD und der Einfluss und
Zusammenhang mit PD der ebenfalls in der Expression veranderten Kandidatengene a-SYN,
IGSF-4, LDH-B und GSK3p funktionell evaluiert werden. Fir diese weiterflhrenden Studien
sind Tiermodellorganismen der PD-Erkrankung sinnvoll, welche auch zu definierten
Zeitpunkten untersucht werden konnen. Mdogliche Modelle sind hier beispielsweise
neurotoxische Mausmodelle, bei welchen zu einem definierten Zeitpunkt die selektive DA
Mittelhirnneuronendegeneration initiiert und spater zu definierten Zeitpunkten die
Genexpression analysiert wird (z.B. via MPTP oder 6’0OHDA, wie schon in
Kooperationsprojekt mit Prof. Roeper (Institut fiir Neurophysiologie der Goethe-Universitét
Frankfurt am Main) angestrebt). Ebenso sollte der regulatorische Einfluss von miRNAs weiter
untersucht werden. Die in dieser Studie etablierte miRNA-Detektionsmethode bietet die

Moglichkeit weitere Kandidaten-miRNAs zu untersuchen und einen ggf. regulatorischen
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Einfluss auf die PD-Pathogenese abzuleiten. Die entwickelte gezielte RNA-
Thermodegradation sollte dazu auch auf miRNA-Assays ubertragen und weiterentwickelt
werden, um maogliche Einflisse degradierter RNA einschdtzen zu konnen. Das in der
vorliegenden Arbeit etablierte System zur mRNA-Analyse aus PFA-fixiertem Gewebe bietet
zudem die Mdglichkeit einer vielseitigeren Nutzung der UV-LMD-Methodik.

Bei den weiterfiihrenden Untersuchungen sollten neben der Funktion auch Protein-Levels und
Proteininteraktionen mit einbezogen werden. Aus diesem Grund ist die Ausweitung der
lasergestutzten, zellspezifischen Expressionsanalyse auch auf die Proteinebene angestrebt,
z.B. in Kombination von MALDI/SELDI-TOF mit der UV-LMD. Beispielsweise sind die
getesteten EP-Objekttrdger fur Proteomanalysen individueller DA Mittelhirnneurone
geeignet. Neben der zellspezifischen Proteom- und RNA-Analyse sollte auch die DNA-
Integritat einzelner DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
verglichen werden, z.B. durch zellspezifische Telomer- und CGH-Studien nach UV-LMD.
Die geplante Weiterentwicklung der verwendeten Techniken und Methodiken wird ferner
einen wichtigen Beitrag zur moglichst umfassenden Einzelzellanalyse von humanen DA
Mittelhirnneuronen oder auch anderer spezifischer Zellpopulationen in Krankheit und
Kontrollgewebe leisten. So wird z.B. derzeit bereits in Kooperation mit Prof. D. Thal (Sektion
Neuropathologie am Institut fur Pathologie) und Prof. A. Ludolph (Universitatsklinik for
Neurologie, beide Universitdt UIm) Hirnmaterial von ALS-Patienten flir eine entsprechende

Studie gesammelt.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression von aussichtsreichen
Kandidatengenen spezifisch fur DA Mittelhirnneurone von post-mortem Morbus Parkinson
(PD)-Patienten im Vergleich zu nicht an PD erkrankten Kontrollen untersucht. So sollten
urséchliche oder moglicherweise kompensatorische Mechanismen im Zusammenhang mit der
Pathogenese des Morbus Parkinson (PD) in individuellen dopaminergen (DA) Mittelhirn-
neuronen identifiziert oder validiert werden. Zundchst wurde dazu die Einzelzellmethodik
weiterentwickelt und an die spezifischen Anforderungen zur Analyse von humanem post-
mortem Material angepasst.

Die Resultate der Genexpressionsanalyse dieser Studie basieren auf den kombinierten
Techniken der kontaktfreien Lasermikrodissektion (UV-LMD) individueller Zellen von
Ethanol-fixierten und Cresylviolett gefarbten Mittelhirngewebeschnitten auf Polyethylen-
Naphthalat (PEN)-beschichteten Objekttrdgern mit anschlieBender cDNA-Synthese, sowie der
Quantifizierung der mRNA-Levels via quantitativer real-time PCR (qPCR). Diese
kombinierte UV-LMD und real-time gPCR Einzelzellmethodik wurde auf weitere murine
Gewebearten (Cerebellum, Cochlea und Darmkrypten) erfolgreich angewandt und dariber
hinaus flr den Einsatz von anderen Objekttrdgern und die alternative Paraformaldehyd (PFA)-
Fixiertechniken, sowie die parallele Analyse von regulatorischen Mikro RNAs (miRNAS)
erweitert.

Die Hauptbefunde dieser Arbeit sind orchestriert erhéhte mRNA-Levels von Genen, die mit
Dopaminsynthese und -metabolismus assoziiert sind (TH, VMAT2, DAT, D2, CB und
ENO2), in individuellen, humanen Neuromelanin- (NM-) positiven DA Mittelhirnneuronen
von PD-Patienten im Vergleich zu nicht an PD erkrankten Kontrollen. Diese Erhéhung geht
mit ebenfalls in PD erh6hten mRNA-Leveln aktivitdtsmindernder Kaliumkanaluntereinheiten
(GIRK2, Kv4.3 und SUR1) einher, wahrend aktivitatsfordernde lonenkanaluntereinheiten
(NMDAR1, HCN2 und CaV1.3) keine Verdnderung aufwiesen. Weiterhin gaben die
Untersuchungen der PARK-Gene PARKI1/4 (a-SYN) und PARK8 (LRRK2) aufgrund
erhbhter mRNA-Level von a-SYN, aber nicht LRRK2, in DA Mittelhirnneuronen von PD-
Patienten Hinweise auf eine transkriptionelle Dysregulation von a-SYN, aber nicht LRRK2,
auch im idiopathischen PD. Zudem konnten weitere Kandidatengene, welche in
komplementéren Ansdtzen im Mausmodell identifiziert wurden (LDH-B, GSK3p, FREQ und
IGSF4) in der vorliegenden Studie auf Einzelzellebene humaner DA Mittelhirnneurone von

PD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen als fiir den Pathomechanismus des PD relevant
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validiert werden. Die Validierung war insbesondere flr die in der eigenen Arbeitsgruppe auf
Einzelzellebene im Mausmodell identifizierten Kandidatengene erfolgreich, wéhrend die
Kandidatengene aus Gewebestudien von Kooperationspartner nur zum Teil gestltzt werden
konnten.

Die methodischen Entwicklungen der vorliegenden Arbeit liefern eine technische Plattform
fur die systematische, vergleichende Einzelzellexpressionsanalyse von humanem post-mortem
Material in Krankheit und Kontrollen. Die Ergebnisse der vergleichenden humanen post-
mortem Untersuchungen individueller DA Mittelhirnneurone von PD-Patienten und
Kontrollen der vorliegenden Studie definieren neue Ansatzpunkte fur die Entschlisselung der
molekularen Pathophysiologie des PD und fur die Entwicklung von neuen Therapiestrategien.
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Anhang

K-SN2 . ] .
Fall: Kontrolle Charakterisierung: i RNA-Charakteristik
Geschlecht: miinnlich Kawidales Mittelhirn. SNpc veniralis umd dorsalis sehr gut erkennbar. RIN: 6.6 |
Alter: 72, PMI: 6 h, pH: 6,42 Area § sichtbar und sehr schone Zell Morphologie. 10 | -
CERAD:0, Braak: Il st
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Abbildung A1 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 2.

Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der
Gewebeprobe K-SN 2. Die GréRenbalken des histologischen Uberblicks entsprechen 1000 pum, die der
Zellmorphologie 25 pm. Unter RNA-Charakterisitik sind die RIN, welche Aufschluss tber die RNA-
Qualitat gibt und der miRNA-Anteil an kleinen RNAs mit dazugehtrigen Elektropherogrammen

aufgefuhrt.
K-SN3 . ) . .
Fall: Kontrolle Charakterisierung: MRNA Charakteristik
Geschlecht: weiblich Kaudales Mittelhirn, SN, PBP und Area 8 deutlich erkemnbar. | | RIN:65 |
Alter: 69, PMI: 14 b, pHE: 6,60 Unterscheidung zwischen SNpc dorsalis und ventralis nicht méglich I

CERAD: A, Braak: 1
Region: van Domburg VIII

Sehr gut erhaltene Zell Morphologie mit dentlicher NM Granula.
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Abbildung A2 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 3.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe K-SN 3.
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K-SN S

Fall: Kontrolle

Geschlecht: weiblich

Alter= 75, PMI: 24 h, pH: 5,54
CERAD:0, Braak:1

Region: ? (verm. rostrales Mittelhirn)

Charakterisierung:

‘Vermutlich rostrales Mittelhirn.

‘Wenige SN NM-pesitive Zellen. Zellen schen wenig vital aus. Himnseite
1 Medial und v P iv angegeben.
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Abbildung A3 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 5.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe K-SN 5.

K-SN 6 L
Fall: Kontrolle Charakterisierung:
Geschlecht: minnlich Seite und Region unbekannt.
Alter: 63, PMI: 24 h, pH: 6,04 Gat sichtbare SN. MiiBige Zell Morphologie, kieine NM-positive Zellen
CERAD: 0, Braak: 0 mit oft diffasem Zell l. D trale Orienti unklar. Medial-
Region: ? Angabeist spekul hl
Makroskopie Histologischer Uberblick
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Abbildung A4 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 6.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe K-SN 6.
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K-SN7

Fall: Kontrolle
Geschlecht: weiblich

Alter: 69, PMI: 24, pH: 5,73
CERAD: 0, Braak: 1
Region: van Domburg IT1

Charakterisierung:
Dentlich erkennbare SNpc. Viele vital aussehende Zellen mit gut
Zell-Mi logi d NM-Fiillung
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Abbildung A5 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 7.

Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der
Gewebeprobe K-SN 7. Die GroRenbalken des histologischen Uberblicks entsprechen 1000 um, die der
Zellmorphologie 25 pum. Unter RNA-Charakterisitik sind die RIN, welche Aufschluss Gber die RNA-
Qualitat gibt und der miRNA-Anteil an kleinen RNAs mit dazugehdrigen Elektropherogrammen

aufgefihrt.
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Abbildung A6 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 8.

Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der
Gewebeprobe K-SN 8. Die GréRenbalken des histologischen Uberblicks entsprechen 1000 pum, die der
Zellmorphologie 25 pm. Unter RNA-Charakterisitik sind die RIN, welche Aufschluss tber die RNA-
Qualitat gibt und der miRNA-Anteil an kleinen RNAs mit dazugehdrigen Elektropherogrammen

aufgefihrt.
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K-SN 10

Fall: Kontrolle
Geschlecht: minnlich

Alter= 72, PMI: Nd, pH: 5,65
CERAD: 0, Braak: 1
Region: van Domburg IT1

Charakterisierung:
SN schlecht nicht gut abgrenzbar. MiBige Zell Morphologie, NM-
positive N zam GroBiteil ImiBigmit NM gefiillt.

Makroskopie

Histologischer Uberblick
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Abbildung A7 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 10.

Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der
Gewebeprobe K-SN 10. Die GroRenbalken des histologischen Uberblicks entsprechen 1000 um, die der
Zellmorphologie 25 pm. Unter RNA-Charakterisitik sind die RIN, welche Aufschluss Gber die RNA-
Qualitat gibt und der miRNA-Anteil an kleinen RNAs mit dazugehdrigen Elektropherogrammen

aufgefihrt.

PD-SN 2 .
Fall-PD Charakterisierung: RNA-Charakteristik
Geschlechi: minnlich Degenerierte SN. FUl | RIN: 6.8
Alter: 80, PMI: 23 h, pH: 5,41 SN Neurone zT. unregelmifiz mit NM gefiilll. Abschnitisweise s

extrazellulires NM sichtbar.

CERAD: B, Braak: ITI- TV \
Region: van Domburg V-VI P N T |
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Histologischer Uberblick 20 25 3035 40 45 50; 53 480 1650
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Makroskopie

Abbildung A8 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der PD-Probe PD-SN 2.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe PD-SN 2.
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PD-SN 3 ..
Fall- D Charakterisierung:
Geschlecht: weiblich Degenerierte DA SN Neurone. Gut erhaltene Zell Struktur. Viele groBe
Alter= 79, PMI: 17 h, pH: 5,79 NM-positive N¢ im Bereich der SN. Pi; ti innerhalb der
CERAD: 0, Braak: T Zellen ist meist typisch braun.
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Abbildung A9 — Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der PD-Probe PD-SN 3.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe PD-SN 3.
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PD-SN 4 -
Fall: PD Charakterisierung:
Geschlecht: minnlich Starke Degeneration im Bereich der SN.
Alter: 79, PMI: 23 h, pH: 6,20 Nearone wirken z.T. angegriffen oder beschidigt. Extrazellulires NM
CERAD: 0, Braak: 0 sichtbar. Viele groBe NM-negative Neurone im Bereich der SNpc.
Region: van Domburg V
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Abbildung A10 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der PD-Probe PD-SN 4.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe PD-SN 4.
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PD-SN 5 .
Fal:PD Charakterisierung: RNA-Charakteristik
Geschlecht: weiblich Degenerierte SN. T RIN:7.7
Alter 73, PMI: 11 h, pH: 5,51 Klassisch degeneriertes Erscheinungsbild dopaminerger Neurone mit 20
CERAD: 0, Braak-V extrazellulirem NM. I | |‘
Region: van Domburg V Ot et
- T T T T T T T T T 1
Makroskopie Histologischer Uberblick mENSREeDSaG |

Anteil miRNA an kleinen RNAs: 19.8 %

[nt]

Abbildung A11 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der PD-Probe PD-SN 5.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe PD-SN 5.
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Fall: Kontrolle

Geschlecht: minnlich
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CERAD: 0, Braak: 1
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Abbildung A12 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 1.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der

Gewebeprobe K-SN 1.
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K-SN4 Charakterisierung: RNA-Charakteristik
Fall: Kontrolle Mediales Mittelhin. SN gut kenservieri mit deutlicher modialer .
Mm;'l’“::mm_ ‘,s:: 1549 Population. Viele NM._pasitiv = RIN:24
cr:mlm:’o, Braak:0 e Aussortiert fiir Genexpressionstudien aufgrund schlechter |
Region: van Domburg 11 RIN-Werte! 10 ‘
Makroskopie Histologischer Uberblick B S S e e
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [¢]

medial

oo N AN

Abbildung A13 - Ubersicht des humanen Substantia Nigra Gewebes der Kontrollprobe K-SN 4.
Zusammenfassung der Eigenschaften, Charakteristik, Makroskopie, Histologie und Zell-Morphologie der
Gewebeprobe K-SN 4.
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Abbildung A15 - Eigenschaften des humanen Hirnmaterials.

Scatterplots der humanen Hirne: Scatterplot des Alters der Gewebespender (A), Scatterplot des PMI
(post-mortem Index, B), der pH-Werte (C), des miRNA-Anteils an kleinen RNAs insgesamt
(FragmentgroRen < 200 nt, D) und der RIN-Werte von 2008 (E). Die RIN-Werte (2006) von Kontrollen
(R?=0,0265) und PD (R?=0,0461) zeigen keine Korrelation mit dem pH-Wert (F) und keine Korrelation
mit dem prozentualen Anteil von miRNAs an kleinen RNAs (Kontrollen: R?=0,0777, PD: (R?=0,3508) (G).
Die RIN-Werte (2008) von Kontrollen (R?=0,2256) und PD (R?*=0,0047) zeigen keine Korrelation mit dem
pH-Wert (1) und keine Korrelation mit dem prozentualen Anteil von miRNAs an kleinen RNAs
(Kontrollen: R?=0,0329, PD: (R?=0,1443) (J). Die RIN-Werte (2009) von Kontrollen (R’=0,0851) und PD
(R?=0,2256) zeigen keine Korrelation mit dem pH-Wert (L) und keine Korrelation mit dem prozentualen
Anteil von miRNAs an kleinen RNAs (Kontrollen: R?=0,0777, PD: (R?=0,3508) (M). Kontrollen jeweils in
blau, PD in rot, weitere Details im Text.
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Vergleich Kontrolle mit Kontrolle PD mit PD Kontrolle mit PD
Gen p-Wert m vs w p-Wert mvs w p-Wert mvsm  p-Wertwvsw p-Wert alle
TH-11 0,4510 0,4136 2,63E-09 1,76E-06 2,32E-14
TH-2 0,1711 1,000 7,16E-10 6,95E-07 1,1E-13
TH-3 0,1643 0,5761 9,26E-15 6,61E-07 6,66E-16
TH-4 0,5207 0,7706 6,70E-07 4,44E-05 1,63E-10
TH-52 1,0000 0,6415 7,50E-11 3,87E-08 2,20e-16
DAT! 0,1739 0,8556 0,0041 0,0145 2,92E-10
VMAT! 0,6085 0,3275 0,0001 0,0014 0,0010
D2allt 0,9350 0,8564 1,49E-05 0,0021 9,00e-8
GIRK2! 0,4954 0,3223 4,01E-06 0,0003 5,60e-10
ENO2 0,8132 0,4991 5,44E-06 1,76E-05 3,69e-9
CB 0,1574 0,8657 8,46E-05 0,0025 9,44e-7
JMID1C 0,9723 0,8201 0,8620 0,4940 0,6638
NURR1 0,7348 1,0000 0,9279 0,8508 0,9847
PITX32 0,6466 0,7143 0,6623 0,1667 0,1615
miR-133p? 0,0942 0,3681 0,3175 0,9118 0,7992
Kv4.3 0,8636 0,2864 3,44E-09 3,94E-06 3,87e-14
FREQ! 0,1035 0,0932 1,19E-07 0,0499 2,00e-7
TRIP8B 0,9044 0,2744 0,7445 0,5409 0,9082
Cav13 0,1107 0,6532 0,3078 0,3022 0,4661
KIR6.2 0,2000 0,2565 0,9843 0,7713 1,0000
SUR1 0,2523 0,4789 0,0317 0,0478 0,0134
NMDAR? 0,4894 0,0651 0,0411 0,0519 0,0387
LRRK2 0,3189 0,5628 0,2100 0,7788 0,1386
a-SYN 0,2100 0,3120 2,51E-10 1,52E-08 1,24e-13
IGSF-41 0,6993 0,3851 4,54E-06 0,0002 2,14e-11
HOMER1! 0,0652 0,6126 0,1450 0,3956 0,5306
LDH-B! 0,9793 0,3415 1,62E-08 0,0059 4,36e-9
GSK3B 0,1461 0,4040 3,63E-08 8,30E-06 1,85e-12

Tabelle A1 - Geschlechtervergleich der Einzelzellgenexpressionsanalysen in PD.
Zusammenstellung der p-Werte verschiedener Vergleiche der Geschlechter. Es sind keine Unterschiede

zur geschlechterdurchmischten Auswertung erkennbar.
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Abbildung A16 — EinfluB von polyl und Glycogen auf die RIN-Bestimmung.
Anhand der Elektrophreogramme ist deutlich zu erkennen, dass polyl die RIN-Werte beeinflusst.
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Dopamin
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-Kinasen Speicher kanéle

Abbildung Al7 — D2 assoziierte Pathways.

Die Abbildung fasst einige der bekannten Interaktionen des D2(long)-Rezeptors zusammen. Alle
Interaktionsdoméanen befinden sich auf dem dritten intrazellularen Loop, welcher bei der kurzen Variante
D2s um 29 AS verkirzt ist. Ganz links die Interaktionsdomane fur Par 4 (Prostata apoptose response 4),
welche die gleiche Bindungsdoméne wie Calmodulin aufweist. Mittig das gekoppelte G-Protein mit a-, f-
und y-Untereinheit (Ga, B, 7), wobei bei Aktivierung und Austausch von gebundenem GDP zu GTP die a-
Untereinheit die Adenylatcyclase (AC) inhibiert und den Kaliumkanal GIRK2 aktiviert, was zu einer
Hyperpolarisation fuhrt. p - und y-Untereinheiten regulieren MAP(Mitogen-activated protein)-Kinasen,
Calcium(Ca?")-Speicher und lonenkanale -Arrestin 2, Protein-Phosphatase 2A, Akt und Pyrovat-
Dehydrogenase Kinase Isoenzym 1 regulieren in Abhéngigkeit von D2-Aktivierung die Glykogen Synthase
Kinase 3. (H,N — N-terminales Proteinende, COOH - Carboxy-terminales Proteinende, K* - Kalium,
cAMP - cyclisches Adenosin-Mono-Phosphat, ATP — Adenosin-Tris-Phosphat, rote Punkte - Phosphate
modifiziert nach (Beaulieu et al., 2005; Kottke and Stark, 2006; Park et al., 2005))

T remeert | ot s e |

A | B [

Abbildung A18 — Unterschiedliche Schmelzkurven von miRNA-SYBRgreen-Assays.

Screenshots von Schmelzkurvenanalysen nach 1 h cDNA-Synthese (A) wie laut miScript-Protokoll
(Qiagen) empfohlen mit vielen unspezifischen Schmelzkurvenverlaufen und mit homogenen
Schmelzkurvenverlaufen nach Ubernacht-Synthese (B).
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