Aus dem Institut fur Neurogenetik

der Universitat zu Libeck

Direktorin: Professorin Dr. med. C. Klein

Transgenerationelle Suszeptibilitat gegenuber einer

Schadigung des dopaminergen Systems im MPTP-

Mausmodell

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwurde
der Universitat zu Lubeck
- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von

Tamara Vernik
aus Kaspijsk

Libeck 2020



1. Berichterstatterin: Professorin Dr. med. Christine Klein

2. Berichterstatter/in: Professor Dr. habil. Peter Pramstaller

Tag der mundlichen Prufung: 18.05.2021

Zum Druck genehmigt: Liibeck, den 18.05.2021

Promotionskommission der Sektion Medizin



Inhaltsverzeichnis

O 110 Y [=Y 1 (VT - SRS 6
11 Y = T (T3 =Y T o 6
1.1.1  Funktionelle ANatomie.........coiiiiiiiiiieiieiteee ettt 8
1.1.2  Atiopathogenese des M. ParkinSON ..........cccoevveuieveieeeieriieeeeectesete e st e eseseseenan 10
1.2 EPIENELIK. ..cceeeeeececiiiiiiiiscceee e s e e e e e e e er e s s e e s e e e e s nan s s s e e s e s e e e nnass s s e e e s eeannnnnnnn 12
1.2.1 Beispiele fiir epigenetische Vererbung.......cccccceeeeiiiiiiccciiee e 13
1.3 MPTP-MauSMOdEll@ ......cueeeeiiiiiiiiiiiiiiinccerece e 15
1.4 Hypothese / Fragestellung .......cccocvceeeeeeiiieiiiiseeeeteeeiccsrsneeeeeesesesssssnseeseesesssssssnnssssens 18
2 Material und Methoden.........cccciiimriiiiiiiiiiiiiiicrr 19
2.1 Tiere und TierRaltuNG ....ccoceeeeeecccrreeecccccr e e e s e e e s e e e s nnnssssssssseeennns 19
2.2 Eingesetzte Substanzen und Chemikalien.............cceceiiiiiermeciiiiiiiineeeeeerscccee e eeeenneennes 19
2.2.1  Behandlung der MEUSE.........cooiiiiiiie ettt e e e tae e e e s rrae e e e eres 19
2.2.2  Entnahme der MAusegehirne ........cooovuiiii it 19
2.2.3  Probenaufbereitung fiir Komplex-I- und Citrat-Synthase-Aktivitatsbestimmung...... 19
2.2.4 Probenaufbereitung flr die HPLC ........cuvviiiiiiiie ettt 20
2.2.5 Verwendete Losungen und deren Herstellung ......cccceeeveciieeeiccciiee e 21
23 Verwendete GErate ......cciiviiiiiiereiiiiiiiiiierece s ses e e s saes 21
2.3.1  VerhaltensteStUNG.......ceii ittt e e e e e e e e s ate e e e e e nbae e e e ennrees 21
2.3.2  KOMPIEX-I-IMESSUNG ...vveieiiiiiee ettt ettt ettt e e e e te e e e e etae e e e e eabre e e e e s atae e e e snbaeeeennnsees 21
2.3.3  HPLC ettt bbbt ettt ea b b e ea b bt et e et e bt eabesbe et 22
2.4 INtoXikation der MAUSE.......ccoiviiineitiiiiiiccre e 22
241 VersuchSaufbau .....c.cociiiiic e 22
2.4.2  DUICHUNIUNG...oiiiii e e e et e e e e s ata e e e e e abae e e e enrees 24
2.5 VerhalteNSMESSUNE ......cccieieeeeeiieciiiiiirieeerseeeeeeeeennnsssseseseeeesnnssssssssssesssnnnssssssssssesanns 24



DT N O T=T ] 1= [ L =T PP 24

Do T Y A 11 1o [T T PRSPPI 26
2.6 Gewebeentnahme und Aufarbeitung......ceeeeeeeeiiiiiiiccccr s 26
2.7 Komplex-I- und Citrat-Synthase-Aktivitat......cccccceeeeiiiiiiiiimciiiiiiiirrccrrrcce e reeeeeeenee. 26
2.8 Elektrochemische Auswertung mittels HPLC ..........ccoorriiirmciiiiiiineeeneeseccse e e eeennennnes 27

2.8.1 Bestimmung von Neurotransmittern und ihrer Metaboliten sowie Hydroxylradikalen

mittels elektrochemischer DeteKtion .........ccceecieiiiriiriie i e 29

2.9 SEATISTIK ceeereeeiiiiieetee e 30

I 1 4021 o] 1 13- 31
3.1 1Y [ = 1 - 1 31
3.2 VerhaltenSteStUNE ......ccoiiiiieeeeecccciiicrereeerreeee et eeenneeessese s e e e e rnnsssssssssseeesnnnssssssssnnesnnnn 32
3 N 0 T=1 ] -1 [ PP PR 32
3 2 A A 11 1o [T V=Y £ ol o D PP 37

3.3 Komplex-1-AKEIVItAL.......ccceeiiiiiiiireirsccesrrrcereeesssse s s eeesnenesssssssseesnnessssssssssesennnnnnes 39
3.4 Messung der NeurotransSmitter.......cccceeeeiiiiriieriesiiieerrieeeneessse s e e seeeneesssssssesseeennensnes 40

N 0 1 0 T 52
4.1 Diskussion der Methoden ...........ccceceeeerneereinenneesesesesseese e e ssnesesssessnesssssnesns 52
4.1.1 Diskussion des chronischen MPTP-Modells.........ccccooiriiiriirnieniiieeneeceenee e 52
4.1.2 Diskussion der analytischen Aspekte des Openfield ...........cccceeeecvueeiiciciiieeeescinenn, 53

4.2 Diskussion der ErgebniSse......cccuiiiiimeeeiiiiiiiiiieriessscessrreeeneeesssesseseeennessssssssssesennnsnnes 53
4.2.1  Diskussion der Mortalitat........ccoceereerieriienieeeeee e e 53

4.2.2 Diskussion der Openfield-Ergebnisse in Zusammenhang mit den Ergebnissen der

elektrochemischen Auswertung mittels HPLC.........cooooiiiieiiiiiiee e e e 54
4.2.3 Diskussion des Aufenthaltsortes im Openfield-Kafig ........ccccooveveivciiieiiniiiieeeccinen, 57
4.2.4  Diskussion der Zylinderversuch-Ergebnisse ........ccccceeveiiieiiiiiiiiee s 58



4.2.5 Diskussion der spektrometrischen Bestimmung der Komplex-I-Aktivitat ................. 59

4.3 - 2 60
4.4 AUSBIICK ...ueeeeeeiiiiiiiiitiee e 61

Zusammenfassung (deutsche Version) ......c.cccceeereeeecereenerieeeneereeneeneeneeeeensessennnes 63

Zusammenfassung (englische Version)......ccccceeereeeecereenerteeeeerenneerennneeeeenseseennnens 66

Y11 o - o - SRR 68
7.1 TierversUCRSANTIag ......cccciiiveeeiicciiiirrreerrce et reernne s se e e e s e e e s nassssssssseeesnnnssssssssseesnnnn 68
7.2 Ubersicht der Openfield-ErgebRiSse ...........ccveeeeereeereesneeseesseeseessesssessesssesssessessesssesses 70
7.3 AbKUrzungsverzeichnis ........eeeecciiiiiiiiieerccceriercereessecer s e cernesssssessseeesnnnssssssssssesenns 73
7.4 LiteraturverzeiChnis .........eeeeeiiiiiiieeeeieiiiicierec s 76
7.5 Abbildungsverzeichnis .........eeeeeceiiiiiiiiccccrrrrcrrrcc e e s e e e s nnn s s s e e s e e eenns 89
7.6 TabellenNVerzeichnis ........covvccieieeiiiiiiiietec s 90
7.7 LebENSIQUS .....ceeeeiiiiieee e 91
7.8 DANKSAGUNEG ....cceeeeiciiiiiiiiiseeeeteeernenassseeeseeennnsssssssesseeennnssssssssssseennnnsssssssssnesnnnnnnnns 92
7.9 Ehrenwortliche ErKIGrung ........ccoooveeveeeeiiiiiiiicercccccerrreecneeesss s s s s e esnnessssssssseesnnnnnnes 93



1 Einleitung

1.1 M. Parkinson

Der M. Parkinson (ldiopathisches Parkinsonsyndrom, primares Parkinson-
Syndrom) ist eine degenerative Erkrankung des zentralen Nervensystems mit

progredientem Verlauf.

Zu den Kardinalsymptomen des M. Parkinson werden folgende Symptome gezahlt:
Bradykinese (= Verlangsamung der Willkirmotorik), Rigor (= erhohter
Muskeltonus), Ruhetremor und posturale Instabilitat (= Gang-/Standunsicherheit).
Neben Stoérungen der Motorik treten typischerweise auch nicht-motorische
Symptome auf. Dazu zahlen u. a. Hyposmie, psychische Stérungen wie Depression
und kognitive Beeintrachtigungen wie eine dementielle Entwicklung (Kalia und Lang
2015).

Weltweit sind etwa 7,5 Millionen Menschen an M. Parkinson erkrankt. Hohes
Lebensalter stellt den bedeutendsten Risikofaktor dar. So betragt die Pravalenz bei
40- bis 49-Jahrigen 41/100.000 Einwohner und bei Uber 80-Jahrigen 1903/100.000
Einwohner (Pringsheim et al. 2014). Damit stellt der M. Parkinson die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung nach dem M. Alzheimer dar (Kumari et al. 2020).
Durch die Veranderung der Altersverteilung in den industrialisierten Landern wird
sich zwischen 2015 und 2040 die Anzahl an Erkrankten global annahernd
verdoppeln (Dorsey et al. 2018). Manner sind haufiger betroffen als Frauen, wobei
die Dominanz fur das mannliche Geschlecht mit dem Alter zunimmt (Moisan et al.
2016).

Ein Charakteristikum des M. Parkinson ist die Degeneration dopaminerger Neurone
der Substantia nigra, die zu einem konsekutiven Verlust striatalen Dopamins flhrt.
Diese Degeneration nigrostriataler Bahnen fuhrt zu den beschriebenen motorischen
Symptomen. Klinisch manifest werden die Symptome bei einem Zellverlust von
etwa 50 % bzw. wenn sich die striatale Dopamin-Konzentration um 70 — 80 %
reduziert hat (Nandhagopal et al. 2008; Surmeier et al. 2017). Histopathologisch

finden sich charakteristischerweise Lewy-Kdrperchen. Das sind



intrazytoplasmatische  eosinophile  Einschlusskorperchen  bestehend aus
missgefalteten Proteinen, insbesondere dem Protein a-Synuclein (Tyson et al.
2016).

Der Neuropathologe Heiko Braak beschrieb anhand von 6 pathologischen Stadien
das Fortschreiten des M. Parkinson. In Stadium 1 und 2 zeigen Betroffene keine
motorischen Veranderungen. Diese Stadien sind gekennzeichnet durch
histopathologische Veranderungen in der Medulla oblongata und im Bulbus
olfactorius. In Stadium 2 sind vor allem die Raphekerne, also die serotoninergen
Kerne des Hirnstamms, betroffen. Das bedeutet, es kommt zum Zelluntergang des
serotoninergen Systems noch bevor es in Stadium 3 und 4 zu Zelluntergangen in
der Substantia nigra pars compacta ebenso wie in weiteren Teilen des Mittelhirns
und basalen Vorderhirns kommt (Politis und Niccolini 2015). Erst zu diesem
Zeitpunkt zeigen sich die motorischen Symptome. In Stadium 5 und 6 erreicht die
Krankheit den Lobus frontalis und temporalis (siehe Abb. 1) (Goedert und Spillantini
2012).
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Abbildung 1: Braak-Stadien

Abbildung aus Goedert und Spillantini 2012. Gezeigt werden die 6 pathologischen
Stadien des M. Parkinson. a) Die Pfeile symbolisieren das rostrocaudale

Fortschreiten der histopathologischen Verdnderung. b) Im Stadium 1 sind der



Bulbus olfactorius und Hirnnervenkerne im Hirnstamm betroffen. Im Stadium 2 wird
das Tegmentum pontis erreicht. c) Erste Symptome werden im 3. oder zu Beginn
des 4. Stadiums apparent, wenn u. a. die Pars compacta der Substantia nigra, der
Hypothalamus, das basale Vorderhirn und der temporale Mesokortex erreicht
werden. d) In den letzten beiden Stadien finden sich zunehmend L&sionen im

Neokortex.

Die frGhe Degeneration im Hirnstamm erklart, warum viele M. Parkinson-Patienten
erst nicht-motorische Symptome entwickeln, bevor klassische motorische
Symptome sichtbar werden. Zu den Fruhzeichen des M. Parkinson gehort neben
einer Hyposmie das Auftreten von Schlafstorungen (Hughes et al. 2019).
Beispielsweise kann es zu Traumschlafverhaltensstérungen (REMsleep behavior
disorder, RBD) schon Jahre vor dem Beginn motorischer Symptome kommen
(Schapira et al. 2017).

1.1.1 Funktionelle Anatomie

Als Basalganglien werden bestimmte Kerngebiete im Marklager des Grol3hirns
bezeichnet, die wichtig fur die Regulation der Motorik sind, indem sie Kraft, Ausmal,
Richtung und Geschwindigkeit einer Bewegung steuern (Turner und Desmurget
2010). Zu den Basalganglien gehdéren das Striatum (bestehend aus Nucleus
caudatus und Putamen) sowie der Globus pallidus (bestehend aus Pars externa
(GPe) und Pars interna (GPi)). Daneben gibt es weitere Kerngebiete, die mit den
Basalganglien in enger funktioneller Beziehung stehen. Dazu gehdrt die Substantia
nigra (bestehend aus Pars compacta (SNpc) und Pars reticularis (SNpr)) als ein
Kerngebiet des Mesencephalons und der Nucleus subthalamicus (NST) als

Kerngebiet des Diencephalons (Lanciego et al. 2012).

Dopamin ist der zentrale Neurotransmitter des nigrostriatalen Systems. Durch
Aufnahme einer Methylgruppe entsteht aus Noradrenalin Adrenalin. Dopamin wird
durch die Monoaminooxidase B (MAO-B) und die Catechol-O-methyltransferase
(COMT)  zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und Homo-

vanillinmandelsaure (HVA) umgewandelt, das mit dem Urin ausgeschieden wird.



Wahrend der Verlust an dopaminergen Neuronen fur die motorischen Symptome
verantwortlich gemacht wird, wird die Degeneration serotoninerger Neurone mit
dem Auftreten von nicht-motorischen Symptomen in Verbindung gebracht (Deusser
et al. 2015).

1.1.1.1 Verschaltung der Basalganglien und Pathophysiologie des

M. Parkinson

Vom Striatum ausgehend werden zwei striatothalamische Projektionsbahnen
unterschieden. Das Striatum selbst erhalt zum einen exzitatorische glutamaterge
Afferenzen aus dem Neocortex und zum anderen dopaminerge Afferenzen aus der
SNpc.

Die efferenten Bahnen werden in eine direkte und eine indirekte Projektionsbahn
unterschieden. Die direkte Projektionsbahn verbindet das Striatum Uber den GPi
bzw. Uber die SNpr direkt mit dem Thalamus und diesen mit dem Cortex. Sie beginnt
im Motorik-fordernden Teil des Striatums. Dieser besitzt vor allem D1-Rezeptoren
und kann durch Dopamin aktiviert werden. Zu den Neurotransmittern der direkten
Projektionsbahn gehdéren GABA, Dynorphin und Substanz P. Daneben gibt es eine
indirekte Projektionsbahn. Sie beginnt im Motorik-hemmenden Teil des Striatums.
Dieser besitzt Uberwiegend D2-Rezeptoren und kann Uber Dopamin gehemmt
werden. Die indirekte Bahn verbindet das Striatum zunachst mit dem GPe und
bedient sich dabei der Neurotransmitter GABA und Enkephalin. Der GPe ist
seinerseits Uber eine GABAerge Bahn mit dem NST verbunden. Vom NST ziehen
glutamaterge Neurone zum GPi sowie zur SNpr. Der GPi als auch die SNpr haben
uber GABAerge Neurone wiederum Verbindung zum Thalamus und dieser
schliel3lich zum Cortex (siehe Abb. 2) (Lang und Lozano 1998).
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Abbildung 2: Modell der Basalganglienverschaltung bei physiologischer Motorik

Graphik angelehnt an Lang und Lozano 1998. Griine Pfeile stellen die
exzitatorischen und rote Pfeile die inhibitorischen Leitungsbahnen dar. D1: D1-
Dopaminrezeptor, D2: DZ2-Dopaminrezeptor, SNpc: Substantia nigra pars
compacta, GPi: Globus pallidus internus, GPe: Globus pallidus externus, NST:

Nucleus subthalamicus, SNpr: Substantia nigra pars reticularis.

1.1.2 Atiopathogenese des M. Parkinson

Auch 200 Jahre nach der Erstbeschreibung des M. Parkinson sind die Ursachen

der Krankheit immer noch weitestgehend ungeklart. Eine genetische Komponente
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in der Atiopathogenese ist gesichert. Allerdings erklaren bisher bekannte monogene
Formen nur etwa 30 % der familiaren und 3 — 5 % der sporadischen Falle des M.
Parkinson (Klein und Westenberger 2012). Auffallig ist, dass Personen, bei denen
ein Verwandter ersten Grades an M. Parkinson leidet, ein drei- bis viermal hoheres
Risiko haben, an spateinsetzendem M. Parkinson zu erkranken (Kenborg et al.
2015; Shino et al. 2010). Genetische Vererbung entsprechend der Mendelschen
Regeln bildet flr diese Beobachtung eine unzureichende Begrindung. Heute geht
man von einer multifaktoriellen Entstehungsgenese aus. So konnten neben dem
Alter weitere begunstigende Faktoren flr die Entstehung des M. Parkinson
identifiziert werden. Beispielsweise scheinen erhdhte Konzentrationen an freien
Sauerstoffradikalen die Krankheitsentstehung zu begunstigen (Wei et al. 2018). Fur
den Einfluss von freien Radikalen auf die Krankheitsentstehung spricht, dass M.
Parkinson-Patienten eine geringere Konzentration an Katalase und Glutathion-
Peroxidase in der Substantia nigra aufweisen, beides Enzyme, die freie Radikale

inaktivieren (Sian et al. 1994; Venkateshappa et al. 2012).

Eine SchlUsselrolle bei der Entstehung des M. Parkinson scheint die mitochondriale
Dysfunktion einzunehmen. So weisen M. Parkinson-Patienten eine selektive
Aktivitatsabnahme um 30 — 40 % des Komplex | der Atmungskette auf (Parker et al.
2008; Schapira et al. 1990). Die mitochondriale Dysfunktion wiederum ist bei der
Einleitung apoptotischer Vorgange beteiligt (Larsen et al. 2018). Die mitochondriale
Dysfunktion wurde zum ersten Mal mit der Entstehung des M. Parkinson in
Zusammenhang gebracht, als sich bei vier jungen Amerikanern nach intravendsem
Drogenabusus ein Parkinson-Syndrom entwickelte. Es stellte sich heraus, dass das
Nervengift 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) daftr verantwortlich
war. Dank seiner hohen Lipophilie ist MPTP nach systemischer Applikation in der
Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden. MPTP entstand als Abbauprodukt bei
der Herstellung von 1-Methyl-4-phenyl-4-propion-oxy-piperidin (MPPP), einem
Pethidin-Analogon (Langston et al. 1983).
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1.2 Epigenetik

In Familien mit Mutationen in Genen, die mit einem M. Parkinson assoziiert sind,
gibt es Uberproportional haufig erkrankte Mitglieder, die nicht die zum M. Parkinson
fuhrende Genmutation tragen. Dieses Phanomen wird als ,Phanokopie” bezeichnet
(Klein et al. 2011). Bei der Erforschung der Entstehung des M. Parkinson reicht es
nicht aus, Genetik und Umwelteinflisse als unabhangige Faktoren zu betrachten.

Auch ihre Interaktion spielt offensichtlich eine Rolle.

Unter Epigenetik werden alle Veranderungen der Genexpression verstanden, die
nicht durch Veranderung der DNA-Sequenz zustande kommen. Dazu zahlen
beispielsweise Veranderungen der Chromatinstruktur. Bekannt sind bislang drei
molekulare Mechanismen epigenetischer Genregulation: Histon-
Acetylierungen/Deacetylierungen, miRNA-Molekile und DNA-Methylierungen
(Tammen et al. 2013).

Histone koénnen durch Acetylierungen und Deacetylierungen ihrer Lysinreste
modifiziert werden. Acetylierung bewirkt eine gesteigerte Transkription, wohingegen

Deacetylierung die Transkription deaktiviert (Pishva et al. 2012).

In der menschlichen DNA finden Methylierungen vor allem an Cytosinresten von
CpG-Dinukleotiden statt. Eine Methylgruppe wird von S-adenosyl-L-Methionin
(SAM) auf das C5-Atom des Cytosinrings ubertragen. Die Methylierung verhindert
die Anlagerung von Transkriptionsfaktoren und bewirkt eine Unterdrickung der
Genexpression (gene silencing). Aullerdem binden methylierte Cytosine Proteine,
die mit Korepressoren und Histondeacetylasen interagieren und fuhren auf diese

Weise ebenfalls zu Genrepression (Landgrave-Gémez et al. 2015).

Die meisten dieser erworbenen epigenetischen Merkmale werden in den Keimzellen
durch Neuprogrammierung eradiziert. Allerdings werden einige der epigenetischen
Veranderungen von diesen Dekodierungsphasen nicht erfasst und daher an die

nachfolgende Generation weitergegeben.

Der Beweis einer epigenetischen Vererbung ist jedoch schwierig zu erbringen. So
sind in einer schwangeren Maus 3 Generationen zur selben Zeit den gleichen

Umwelteinflissen ausgesetzt: die schwangere Maus selbst (FO), ihr Embryo (F1)
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sowie die Keimzellen, die bereits im Embryo angelegt sind (F2). Es muss also in der
vierten Generation das Vorliegen epigenetischer Veranderung nachgewiesen
werden, um von epigenetischer Vererbung sprechen zu darfen. In einer nicht
schwangeren Maus bendétigt man mindestens die dritte Generation (Youngson und
Whitelaw 2008).

Der Ausgangsgedanke dieser Arbeit beruht darauf, dass der Grund fur die erhohte
Wahrscheinlichkeit an M. Parkinson zu erkranken, wenn Verwandte ersten Grades
bereits an dieser Krankheit litten, zum Teil epigenetischen Veranderungen

zuzuschreiben ist.

1.2.1 Beispiele fiir epigenetische Vererbung

Es ist wichtig, zwischen ,transgenerationalen epigenetischen Effekten“ und
Liransgenerationaler epigenetischer Vererbung® zu unterscheiden.
Transgenerationale epigenetische Effekte bezeichnen alle Prozesse, die auf nicht
genetischem Wege den Phanotyp bestimmen. Von transgenerationaler
epigenetischer Vererbung spricht man bei mitotisch und/oder meiotisch vererbbaren
Veranderungen, die nicht durch Veranderungen der Gensequenz erklart werden

konnen.

Ein irrefUhrendes und falschlicherweise haufig herangezogenes Beispiel fur
epigenetische Vererbung ist das Aufziehverhalten von Ratten. In Zeiten, in denen
mehr Feinde anwesend sind, kann weniger Zeit fur die Flrsorge der Nachkommen
aufgewendet werden. Ratten, die in der ersten Woche nach ihrer Geburt wenig
Zuwendung erhalten haben, sind angstlicher als jene, die viel Zuwendung erhalten
haben. Woméglich tragt die erhéhte Angstlichkeit zu mehr Wachsamkeit und damit
zu besseren Uberlebenschancen bei. Auferdem zeigen die Ratten bei ihren
eigenen Nachkommen ebenfalls weniger Flrsorge. Ratten, die viel Flrsorge als
Jungtiere erhalten haben, behandeln ihre Nachkommen ebenfalls mit viel Flrsorge.

Dieses Verhalten wird von Generation zu Generation weitergegeben.

Werden Nachkommen von wenig fursorglichen Tieren von fursorglichen Zieheltern

aufgezogen, zeigen sie im eigenen Aufziehverhalten die Eigenschaften der
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Zieheltern und geben diese an ihre Nachkommen von Generation zu Generation
weiter. Wiurde es sich um epigenetische Vererbung handeln, wirden sich die
Jungtiere entsprechend ihrer biologischen Eltern und nicht der Zieheltern verhalten.
Dieses Beispiel demonstriert daher zwar einen transgenerationalen Effekt, aber

nicht epigenetische Vererbung.

Tatsachlich konnte epigenetische Vererbung bei Pflanzen und Mehrzellern
nachgewiesen werden (Cavalli und Paro 1998; Molinier et al. 2006; Radford 2018;
Xing et al. 2007). Der Wasserfloh Daphnia stellt ein anschauliches Beispiel dar.
Weibliche Wasserflohe reagieren auf chemische Reize ihrer Feinde. Ihnen wachsen
Helme zum Schutz vor Angreifern. Die Nachkommen der helmtragenden
Wasserflohe haben ebenfalls Helme, unabhangig ob Feinde anwesend sind oder
nicht. In der F2-Generation sind die Effekte im Vergleich zur F1-Generation

reduziert, aber ebenso nachweisbar (Youngson und Whitelaw 2008).

In den letzten Jahren haufen sich zudem Studien, die das Vorliegen epigenetischer
Vererbung beim Saugetier nahelegen. So fanden Dias und Ressler, dass die
olfaktorische Erfahrung von Mausen das Verhalten der nachfolgenden
Generationen beeinflusst. FO0-Mause wurden vor der Empfangnis einem
bestimmtem Geruch ausgesetzt. Mause der F1- und F2-Generation zeigten eine
erhdohte Empfindlichkeit gegenltber diesem Geruch, nicht aber gegentber anderen
Gerlchen. Die Arbeitsgruppe verwendete In-vitro-Fertilisation und liel3 die
Nachkommen von Zieheltern aufziehen, um auszuschlief3en, dass es sich um einen
transgenerationalen Effekt handelt (Dias und Ressler 2014). Sowohl die
Arbeitsgruppe von Anway et al. als auch Sadler-Riggleman et al. setzten trachtige
Ratten einem endokrinen Disruptor wahrend der Zeit der
Geschlechterdetermination aus. Beide Gruppen konnten feststellen, dass dies zu
einer erhdohten Haufigkeit mannlicher Unfruchtbarkeit in den Folgegenerationen
fuhrt. Die Auswirkungen auf die Fortpflanzung korrelieren wiederum mit veranderten
DNA-Methylierungsmustern in der Keimbahn (Anway et al. 2005; Sadler-Riggleman
et al. 2019). Beim Menschen wird epigenetische Vererbung im Zusammenhang mit

dem Prader-Willi- sowie Angelman-Syndrom diskutiert. In einer kleinen Gruppe von
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Patienten lasst sich die Krankheit auf eine fehlende Neuprogrammierung

epigenetischer Merkmale zuruckfuhren (Buiting et al. 2003).

Methylierungsprozesse scheinen auch bei der Entstehung des M. Parkinson eine
Rolle zu spielen. Analysen an Gehirnen von M. Parkinson-Patienten zeigten, dass
a-Synuclein-Gene durch Methylierungen reguliert werden (Ai et al. 2014; De Boni
und Wallner 2019; Kantor et al. 2018; Soldner et al. 2016; Tan et al. 2014; Wen et
al. 2016; Wallner et al. 2016). AulRerdem legen Studien nahe, dass auch weitere
Gene, die mit dem M. Parkinson in Verbindung stehen, einer auf Methylierung
basierenden Expressions-Kontrolle unterliegen. Dazu zahlen LRRK2 und Parkin
(Copped 2012; Habibi et al. 2011; Miranda-Morales et al. 2017).

Weiterhin zeigte sich bei Analysen von Gehirnproben von M. Parkinson-Erkrankten
eine geringere Methylierung des CYP2E1- sowie des ADORA2A-Gens (Kaut et al.
2012; Wen et al. 2016). Das Enzym CYP2E1 wiederum steht im Zusammenhang
mit der durch MPTP induzierten Toxizitat (Vaglini et al. 2013). Das Gen ADORA2A
kodiert fur den Adenosin-A2A-Rezeptor, welcher vermehrt im Striatum exprimiert
wird. Adenosin-A2A-Rezeptor-Antagonisten sind in der Lage, motorische

Symptome des M. Parkinson zu lindern (Rieck et al. 2015).

Bekannt ist, dass 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) zu einer Minderung der
Expression von Genen flhrt, die eine Rolle bei zellularen Prozessen wie Alterung
spielen. Der Gehalt an 5hmC im Gehirn steigt im Laufe des Lebens allmahlich an.
Bei Patienten mit neurodegenerativer Erkrankungen sind die Werte beeintrachtigt
(Sherwani und Khan 2015). Unklar ist, ob der vermehrte Gehalt an 5ShmC Ursache

oder Folge des Auftretens neurodegenerativer Erkrankungen ist.

Im Allgemeinen gelang es bis zum heutigen Tag nicht, Beispiele epigenetischer
Vererbung im Zusammenhang mit der Entstehung neurodegenerativer

Erkrankungen beim Saugetier nachzuweisen.

1.3 MPTP-Mausmodelle

Die Entdeckung, dass MPTP irreversibel Parkinsonismus ausldst, hat man sich bei

der Erforschung des M. Parkinson zu Nutze gemacht. So sind MPTP-Mausmodelle
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mittlerweile die etabliertesten Toxin-basierten Parkinson-Tiermodelle (Blesa und
Przedborski 2014). MPTP wirkt selektiv toxisch auf dopaminerge Zellen der SNpc.
Durch MAO-B in Astrozyten wird MPTP zu 1-Methyl-4-phenyl-1,2-
dihydroxypyriniumion (MPDP+) umgebaut, welches spontan zum Neurotoxin 1-
Methyl-4-phenyl-pyridin (MPP+) oxidiert (Winklhofer und Haass 2010). MPP+
gelangt Uber den Dopamintransporter (DAT) in die dopaminergen Zellen des
nigrostriatalen Systems und akkumuliert dann in den Mitochondrien. Dort hemmt
MPP+ selektiv den Komplex | der Atmungskette. Es kommt zur Energieverarmung
der Zelle, da es an Adenosintriphosphat (ATP) fehlt. Zudem entstehen freie
Radikale, die zum Zelltod fuhren (Obata 2002). Daneben wird MPP+ Uber den
vesikularen Monoamintransporter (VMAT) in die synaptischen Vesikel
aufgenommen. Die Folge ist eine Umverteilung von Dopamin in das Zytoplasma,
wo es oxidiert wird. Auch dies bewirkt einen Anstieg an freien Radikalen und fihrt

zum Zelluntergang (Jackson-Lewis und Przedborski 2007).

Ein bekanntes Problem ist der plétzliche Tod der Tiere innerhalb der ersten 24
Stunden nach Beginn der Behandlung. Grund daflr ist nicht die ZNS-Schadigung.
Am ehesten sind periphere kardiovaskulare Komplikationen daflir verantwortlich.
Auch die Hypothermie, die durch den toxischen Einfluss auf das periphere

Dopamin-System zustande kommt, erhoht die Mortalitat (Brochard et al. 2009).

Unterschieden werden das akute, subchronische und chronische MPTP-
Mausmodell. Je nach Fragestellung muss ein geeignetes Modell in Anbetracht
seiner Vorteile und Einschrankungen bei der Abbildung der Erkrankung gewahlt
werden. Allen Modellen ist gemein, dass der Zellverlust dopaminerger Neurone in
der SNpc schnell erfolgt. Dagegen handelt es sich beim M. Parkinson um einen

langsam fortschreitenden Verlauf.

Im akuten MPTP-Modell kommt es zu einem besonders schnellen Zelluntergang
dopaminerger Zellen in der SNpc. Im Gegensatz zu allen anderen MPTP-
Mausmodellen ist es jedoch mit dem akuten Modell mdglich, den chronisch
inflammatorischen Prozess der Erkrankung, der fur die chronische Progredienz
verantwortlich gemacht wird, darzustellen (Alvarez-Fischer et al. 2008; Jackson-

Lewis et al. 1995). Nach dem Modell werden 20 mg/kgkG MPTP-Wasserstoffchlorid
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(MPTP-HCI) viermal am Tag mit je 2 Stunden Abstand mannlichen, mindestens 8
Wochen alten C57BI/6-Mausen injiziert (Schumm et al. 2012). Folge der
Behandlung ist ein selektiver Untergang der dopaminergen Neurone der SNpc der
Maus. Der dopaminerge Zellverlust erfolgt durch Nekrose und betragt etwa 40 %.
Bei dem Modell kann es zu einer Regeneration der durch MPTP ausgeldsten
Schaden kommen (Meredith und Rademacher 2011). Die Mausesterblichkeit bei
dem Modell betragt je nach Studie 0 — 30 % (Chung et al. 2015) oder liegt sogar bei
uber 50 % (Hallman et al. 1985) .

Beim subchronischen Modell wird MPTP an 5 aufeinanderfolgenden Tagen
mannlichen, mindestens 8 Wochen alten C57Bl/6-Mausen intraperitoneal
verabreicht. Die Einzeldosis betragt 30 mg/kgkG. Der dopaminerge Zellverlust in
der SNpc betragt hier 30 — 40 % und erfolgt durch Apoptose und nicht durch
Nekrose (Meredith und Rademacher 2011). Bei diesem Modell wird keine erhdhte
Tiersterblichkeit beobachtet (Sedelis et al. 2001).

Der Vorteil des chronischen Modells ist, dass der dopaminerge Zellverlust auch
noch ein halbes Jahr nach der Intoxikation nachgewiesen werden kann. Die
Regeneration der dopaminergen Neurone ist deutlich geringer als diejenige im
akuten oder subchronischen Modell (Petroske et al. 2001). Aus diesem Grund
wurde MPTP in dieser Arbeit nach dem sogenannten chronischen Modell mit dem
Gichtmittel Probenecid verabreicht. Die mannlichen, mindestens 8 Wochen alten
C57Bl/6-Mause erhalten alle 3,5 Tage 5 Wochen lang eine intraperitoneale
Injektion. Die Einzeldosis betragt je 25 mg/kgkG MPTP-HCI und 250 mg/kgKG
Probenecid. Dies entspricht insgesamt 10 Injektionen und einer kumulativen Dosis
von 250 mg/kgkG MPTP-HCI und 2,5 g/kgKG Probenecid. Der dopaminerge
Zellverlust in der SNpc betragt 40 %. Dieses Modell ermdglicht am ehesten, die
histologischen und klinischen Merkmale des M. Parkinson zu reproduzieren
(Alvarez-Fischer et al. 2008; Chan et al. 2007). Genutzt wird dieses Modell
vorwiegend, um neuroprotektive Pharmaka zu untersuchen. Bei diesem Modell
betragt die Sterblichkeit etwa 15 % (Meredith und Rademacher 2011).

17



1.4 Hypothese / Fragestellung

Der Ausgangsgedanke dieser Arbeit ist, dass Risikofaktoren fur eine nigrostriatale
Schadigung, denen die Eltern ausgesetzt sind, eine erhdhte Suszeptibilitat des
nigrostriatalen Systems der Nachkommen zur Folge haben. Eine mdgliche

Erklarung solcher Phanomene kdnnten epigenetische Veranderungen sein.

Unsere Hypothese lautet:

e Umwelteinflisse, denen die Elterngeneration ausgesetzt ist, haben

messbare Auswirkungen auf die Folgegeneration

Eine solche Entdeckung wirde die Theorie von epigenetischer Vererbung beim

Saugetier weiter bekraftigen.

Wir erwarten daher:

e bei den intoxikierten Mausen sowie bei ihren Nachfahren eine
gleichgerichtete Veranderung ihres Verhaltens

e Dbei den intoxikierten Mausen sowie bei ihren Nachkommen eine Verarmung
des serotoninergen, adrenergen, noradrenergen sowie dopaminergen
Systems

e bei den intoxikieten Mausen sowie bei ihren Nachkommen eine

Aktivitatsabnahme des Komplex | der Atmungskette
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

Fur die Studie wurden C57BI/6 Mause (Janvier, Frankreich) verwendet. Die
Tierversuchsnummer lautet: V 242-7224.122-20. Die Tiere waren bei Lieferung 7
Wochen alt. Die Haltung erfolgte unter Standardbedingungen (Raumtemperatur 23
+ 1 °C, relative Luftfeuchtigkeit 55 + 5 %, zwolfstindiger Hell-Dunkel-Rhythmus,
Licht an von 6 Uhr bis 18 Uhr). Die einzelbeltfteten Kafige (IVC) wurden mit bis zu
maximal 6 Tieren besetzt. Zum Trinkwasser aus der Kunststoffflasche und zum

Standardfutter (Altromin®) hatten die Tiere freien Zugang.

2.2 Eingesetzte Substanzen und Chemikalien

2.2.1 Behandlung der Mause

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin- Sigma-Aldrich
Wasserstoffchlorid (MPTP-HCI) (M0896)

Probenecid (P8761) Sigma-Aldrich
Natriumchloridlésung (NaCl) 0,9 % Braun,
Melsungen

2.2.2 Entnahme der Mausegehirne

Perchlorsaure (HCIO4), 0.4 N Fluka

Formaldehyd Sigma-Aldrich

2.2.3 Probenaufbereitung fur Komplex-I- und Citrat-Synthase-
Aktivitatsbestimmung

Tromethamin Sigma-Aldrich

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich
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Saccharose

Proteaseinhibitor-Cocktail

Kaliumphosphatpuffer 25 mM, ph=7,2

Nicotinamidadenindinukleotidhydrogen (NADH)

Kaliumcyanid (KCN)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Ubiquinon

Rotenon (C23H2206)
5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB)
Acetyl-CoA

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Triton-X100

Oxalessigsaure (OAA)

2.2.4 Probenaufbereitung fur die HPLC

Dopamin (DA)
5-Hydroxyindolylessigsaure (5-HIAA)
5-Hydroxytryptamin (Serotonin, 5-HT)
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC)
Acetonitril HPLC grade

Perchlorsaure (HCIO4)

Sigma-Aldrich

Complete™

ULTRA Tablets,
Mini, EASYpack

Sigma-Aldrich

RocheDiagnostics

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
EISAI

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Fluka
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2.2.5 Verwendete Losungen und deren Herstellung

Homogenisierungspuffer ph=7,4:
(Ansatz fur 50 ml)

1 M Tromethamin 0,5 ml
0,5 M EDTA 0,1 ml
1 M Saccharose 12,5 ml

Mit H20 auf 50 ml aufftllen.

5 Tabletten Proteaseinhibitor-Cocktail

Saccharose:

(Ansatz fur 50 ml)

Saccharose 17,12 g
Mit H20 auf 50 ml auffallen.

2.3 Verwendete Gerate

2.3.1 Verhaltenstestung

Tracking-Software Viewer 3.0.1.442,
Biobserve GmbH, Bonn

Infrarot-sensitive Kamera Biobserve GmbH, Bonn

Openfield-Kafige (50 cm x 50 cm) Biobserve GmbH, Bonn

2.3.2 Komplex-lI-Messung

Gen5 Datenanalyse-Software BioTek Instruments GmbH,

Bad Friedrichshall
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2.3.3 HPLC

2.3.3.1 Herstellung der Homogenisate

Ultraschall-Homogenisator Hielscher, Teltow

Zentrifuge Hermle, Gosheim

Membranfilter mit 0,2 um Porenweite Schleicher & Schuell,
Dassel

2.3.3.2 Bestimmung von DA, HVA, 5-HT, 5-HIAA, Adrenalin und Noradrenalin

Pumpe (Ultimate 3000) Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Automatischer Probengeber (Ultimate 3000) Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Saule Column Nucleosil C-18 125 x 3 mm 100-3 Knauer, Berlin

Elektrochemischer Detektor (Ultimate 3000) Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

2.4 Intoxikation der Mause

2.4.1 Versuchsaufbau

FiUr die Studie haben wir 10 sieben Wochen alte Brutpaare (FO) verwendet. Die
Tiere wurden in 2 Gruppen geteilt. 5 Paare wurden dem ,naiven“ und 5 Paare dem
.exponierten” Arm zugeordnet. Die 10 mannlichen und 10 weiblichen C57BI/6-
Mause wurden nach einer Woche Eingewdhnung im Verhaltnis 1:1 verpaart. Nach
4 Wochen wurde die F1-Generation abgesetzt. Sie wuchs 15 Wochen lang heran
und wurde anschlieBend getotet. Die Gehirne wurden enthommen und in beide
Hemispharen geteilt. Dann wurde die linke Hemisphare in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C flUr eine spatere Analyse aufbewahrt. Das Striatum
der rechten Hemisphare wurde enthommen und zur Bestimmung der Konzentration

von Dopamin, DOPAC, Serotonin und 5-HIAA sowie Noradrenalin und Adrenalin
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mittels HPLC aufgearbeitet (Crawley und Bailey 2008). Die Mittelhirne wurden
mittels 4%igem Formaldehyd fixiert, entwassert und flr eine weitere

(immunhistochemische) Aufarbeitung bei —80 °C eingefroren.

Direkt nach dem Absetzen der F1-Generation, wurde die FO-Generation nach
Geschlechtern getrennt. 5 Wochen lang wurde der exponierte Arm mittels des so
genannten chronischen MPTP-Modells mit MPTP-HCI (25 mg/kgKG) und
Probenecid (250 mg/kgKG) alle 3,5 Tage behandelt (10 Intoxikationen insgesamt).
Der naive Arm erhielt die gleiche Menge an Lésungsmittel (0.9%ige NaCl). Alle

Injektionen erfolgten intraperitoneal.

Eine Woche nach Behandlung wurden die Mause der FO-Generation erneut

verpaart.

Geplant waren 4 — 6 mannliche Nachkommen (F1’) pro FO-Paar. Sowohl die F1’-
Mause, die der intoxikierten Gruppe abstammen, als auch jene aus der naiven
Gruppe, sollten ihrerseits in 2 Gruppen geteilt werden. Die erste Gruppe sollte ohne
weitere Intervention 15 Wochen alt werden (F1’-unbehandelt). Die zweite Gruppe
sollte ab dem Alter von 8 Wochen nach dem chronischen MPTP-Modell behandelt
werden (F1’-behandelt).

Es kam zur Abweichung von diesem Schema aufgrund einer hohen Sterblichkeit in
der intoxikierten FO-Generation. Wir behielten sowohl mannliche als auch weibliche
Mause im Versuch bei. Die Tiere der FO-Generation wurden nach Absetzen der F1’-
Tiere (erneut 4 Wochen nach Geburt) getotet. Die F1’-Generation wuchs 15
Wochen lang heran und wurde dann getotet. Auf die Intoxikation mit
MPTP/Probenecid wurde bei der F1’-Generation ganz verzichtet (siehe Abb. 3).
Sowohl der FO- als auch der F1’-Generation wurden die Gehirne ebenfalls

entnommen und wie oben beschrieben verarbeitet.
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Abbildung 3: Behandlungsplan

2.4.2 Durchfihrung

Die Tiere wurden alle 3,5 Tage (2 x pro Woche), etwa montags um ca. 7 Uhr und
donnerstags um ca. 19 Uhr behandelt. Sie erhielten 25 mg/kgkG MPTP-HCI und
250 mg/kgKG Probenecid bzw. 0,9 %iges NaCl tuber 10 Wochen (insgesamt 10

Behandlungen).

2.5 Verhaltensmessung

2.5.1 Openfield-Test

Fur Verhaltensmessungen im Openfield wurde das Computerprogramm Viewer
(Biobserve GmbH, Bonn) verwendet. Jede Maus wurde einzeln in eine Plexiglasbox
(50 cm x 50 cm) gesetzt. Simultan konnten 8 Mause getestet werden. Jeweils eine
Videokamera befand sich Uber 4 Boxen und filmte die 4 Mause (siehe Abb. 4). Die

Position von Kopf, Kérper und Schwanz der Maus wurde registriert. Mit der Software
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wurde die zurlckgelegte Strecke der Mause fur jede einzelne Minute des 25-

minutigen Beobachtungszeitraumes erfasst.

Alle Tiere durchliefen zuerst eine Habituation, am Folgetag erfolgte eine Erfassung
der Baseline. Eine Woche nach Behandlung erfolgte eine Verhaltensmessung der
FO-Tiere. Die F1- und F1‘-Mause durchliefen ebenfalls vor der Totung eine
abschliellende Verhaltensmessung. Hierfur wurden die Tiere flr 25 Minuten in die

Openfield-Kafige gesetzt.

Aulerdem wurden die Daten der unterschiedlichen Generation dahingehend
ausgewertet, ob es zwischen den beiden Gruppen einen Unterschied in Bezug auf
ihren Aufenthaltsort gab. Nagetiere verbringen mehr Zeit damit, den Randbezirk
eines Openfield-Kafigs zu erkunden, als sich im Zentrum aufzuhalten. Das
vermehrte Aufhalten im ungeschitzten Zentrum ist Ausdruck einer verminderten
Angstlichkeit der Tiere (Blesa und Przedborski 2014).

Mit Hilfe des Viewer-Programms wurde ermittelt, wie weit entfernt von der Wand der
Openfield-Kafige sich die Tiere im Durchschnitt wahrend des 25-minltigen

Beobachtungszeitraums aufhalten.

Abbildung 4: Links: Raum fiir die Openfield-Messungen, Rechts: Aufsicht auf

Kéfige mit Kamera

25



2.5.2 Zylindertest

Die F1’-Mause wurden zusatzlich dem Zylindertest unterzogen. Dafur wurden sie
einzeln in einen durchsichtigen Zylinder gesetzt, der im Durchmesser 9 cm und in
der Hohe 15 cm misst. Eine Kamera war auf 4 nebeneinanderstehende Zylinder
gerichtet, d. h. 4 Mause wurden simultan gefilmt. Als eine Aufrichtung wurde sowohl
gewertet, wenn die Vorderpfoten die Seitenwande des Zylinders beruhrten als auch

wenn die Vorderpfoten frei am Korper blieben.

2.6 Gewebeentnahme und Aufarbeitung

Die Tiere wurden nach einer Anasthesie durch zervikale Dislokation getotet. Der
Schadel wurde mit einer Schere erdffnet, das Gehirn wurde entnommen und in die
beiden Hemispharen geteilt. Die beiden Hemispharen wurden in Paraffin eingehdlit,
auf Trockeneis zwischengelagert und im Anschluss in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Unter Zuhilfenahme eines Mikroskops wurde aus der rechten
Hemisphare das Striatum herausprapariert. Anschlielend wurde das Striatum
gewogen, mit 250 umol Perchlorsaure versetzt und in ein Eppendorfgefal® gelegt.

Das Mesencephalon wurde in Formaldehyd fixiert.

2.7 Komplex-I- und Citrat-Synthase-Aktivitat

Das Striatum wurde in ein 5 ml fassendes Reagenzréhrchen Gberfuhrt und 4000 pl
kalter Homogenisierungspuffer wurde hinzugefugt. Die Homogenisierung erfolgte
bei 1000 rpm (15 x auf und ab). AnschlieRend wurde der Inhalt des
Reagenzrohrchens in ein Falcon-Réhrchen pipettiert und bei 4 °C und 1500 g 10
Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein zweites Falcon-Réhrchen
uberfuhrt und bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. So wurden die Nuclei und die

Zelltrimmer entfernt.

Der Uberstand des Falcon-Roéhrchens wurde auf 3 EppendorfgefaRe aufgeteilt.
Diese wurden bei 1200 g und 4 °C 15 Minuten lang zentrifugiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand verworfen. Das Mitochondrien-Pellet des ersten
Eppendorfgefalles wurde mit 1 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert. Das

Pellet des zweiten GefalRes wurde anschlieBend mit dem Inhalt des ersten
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Eppendorfgefalles resuspendiert. Die Prozedur wurde mit dem dritten
Eppendorfgefall wiederholt. So befanden sich schliellich die in insgesamt 1 ml
Homogenisierungspuffer gelosten 3 Pellets im dritten Eppendorfgefal®. Dieses
wurde bei 14000 rpm (15 min, 4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde entsorgt.
Danach wurde das Pellet in 15 yl Homogenisierungspuffer geldst. 3 ul der Losung
wurden in ein weiteres Eppendorfgefald vorgelegt und dann mit 160 pl
Kaliumphosphatpuffer (25 mM, ph=7,2) vermischt. Das Gefall wurde dreimal erst in

flussigem Stickstoff schockgefroren und danach aufgetaut.

Daraufhin wurden die Wells der Mikrotiterplatte befillt. In das Proben-Well wurde
pipettiert: 6 yl NADH, 2 pl KCN, 10 pl BSA, 7 ul H20, 163 pl Pellet.

Das Well fur den Blank unterschied sich nur darin, dass es 16 pl H20 und 160 pl
Kaliumphosphatpuffer ohne Pellet enthielt. Mit einem Mikroplatten-Reader wurde
die Komplex-I-Aktivitat spektrometrisch bestimmt. Danach wurde in das Well mit der
Probe 6 pl Ubiquinon hinzugeflgt und die Platte erneut ausgelesen. Abschlie3end
wurde sowohl in das Well mit der Probe als auch mit dem Blank 6 uyl Rotenon

zugeflgt, und die Komplex-I-Aktivitat wieder bestimmt.

Fir die Citrat-Synthase-Aktivitat wurden zunachst 100 ul Tromethamin, 4 pl Acethyl-
CoA (nicht im Blank), 4 ul DTNB + KHCOs3, 2 ul Triton-X100 und 85 ul H20 (90 ul im
Blank) in die Wells pipettiert. In das Proben-Well wurde 3 ul des Mitochondrien-
Pellets hinzugefligt. Dann wurde die Citrat-Synthase-Aktivitat im Mikroplatten-
Reader ausgewertet. Im Anschluss wurde in Blank und Proben-Well 4 ul OAA

hinzugegeben und erneut ausgewertet.

Die Ratio Komplex-I-/Citrat-Synthase-Aktivitat wurde errechnet.

2.8 Elektrochemische Auswertung mittels HPLC

Die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) wurde zur Bestimmung
von Neurotransmittern sowie ihrer Metaboliten eingesetzt. Bei der HPLC handelt es
sich  um eine chromatographische Methode zur Auftrennung und
Konzentrationsbestimmung von Substanzen, die in einem Probengemisch

enthalten sind. Hierbei erfolgt die Auftrennung mit Hilfe einer Saule als stationare
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und eines Losungsmittels als mobile Phase. Der Trenneffekt in der HPLC beruht auf
der unterschiedlichen Polaritédt beider Phasen. Substanzen, die stark mit der
stationaren Phase in Wechselwirkung treten, verbleiben langer in der Saule und
Substanzen mit einer hohen Affinitdt zur mobilen Phase wandern schneller
hindurch. Wir verwendeten eine Umkehrphasenchromatographie. Das bedeutet,
dass die Saule unpolar und das Losungsmittel polar war. Somit eluierten polare

bzw. hydrophile Substanzen schneller als unpolare bzw. hydrophobe.

Am Ende wurde das elektrische Signal aufgezeichnet und in Form einer Gaul3kurve
dargestellt. Jede Substanz besitzt eine charakteristische Retentionszeit. Das ist die
Zeit, die vom Einspritzen des Stoffes vor der Saule bis zur Aufzeichnung des Signals
vergeht. An der Position der Kurve im Chromatogramm kann die Substanz
identifiziert werden. Die Konzentration entspricht der Flache unter der Kurve (area
under the curve) (Alvarez-Fischer et al. 2011; Ferger et al. 1998). Als
Detektionsmethode wurde auf ein amperometrisches Verfahren zurickgegriffen.
Dabei wird bei einem konstant anliegenden Potential der Elektrodenstrom an einer
Arbeitselektrode gemessen. Verwendet wurde eine Platin-Referenzelektrode, die
Detektorempfindlichkeit lag bei 2 nA/V und das Oxidationspotential bei 650 mV.
Durch den automatischen Probengeber wurden jeweils 20 yl des Homogenisats
injiziert. Die Gehaltsbestimmung der jeweiligen Substanz erfolgte Uber eine externe
Kalibriergerade (7-Punkt-Kalibrierung) (Integrationssoftware Chromeleon 6.20
Dionex, Germering) (siehe Abb. 5). Vor jeder Messreihe wurde eine Kalibrierung
durchgefihrt. Dafiir wurden je 20 pl der Eichlésung in einer Konzentration von 10-°
bis 10 mol/l eingespritzt. Das Detektionsminimum lag bei einer Konzentration von

10-° mol/l. Ein Beispielchromatogramm ist in Abbildung 6 eingefligt.
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Abbildung 5: Beispiel einer Eichkurve

Die Abbildung zeigt ein Beispiel einer Eichkurve anhand der Bestimmung von
Noradrenalin. Dargestellt sind die Eichgrade einer 7-Punkt-Eichung, vergréert fiir

die niedrigsten 5 Messpunkte.

400-TAVARA 12 [modified by COVPUTER] 106 ECORS_1
A

1-DA-4470

Abbildung 6: Beispielchromatogramm 1

Die Abbildung zeigt ein Beispielchromatogramm der Neurotransmitterbestimmung.
Es handelt sich um den Assay zur Bestimmung von Dopamin, Serotonin und der
Metabolite.

2.8.1 Bestimmung von Neurotransmittern und ihrer Metaboliten sowie
Hydroxylradikalen mittels elektrochemischer Detektion

Die Bestimmung von Dopamin und DOPAC, von Adrenalin und Noradrenalin sowie
von Serotonin und seinem Metaboliten 5-Hydroxyindolylessigsaure erfolgte mittels

elektrochemischer Detektion.

Die mobile Phase fur die Bestimmung von Dopamin und HVA enthielt:
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Thermo Fisher TEST Mobile Phase (Part No 70-3829) plus 10 % Acetonitril
Column Nucleosil C-18 125 x 3 mm 100-3

EC Potential set bei 650 mV

Die Losung wurde auf einen pH von 3,0 eingestellt. Das Fliel3mittel wurde bei 4 °C

gelagert und wdchentlich frisch hergestellt.

29 Statistik
Alle Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einer one- bzw. two-way ANOVA und einem post-hoc Tukey- bzw.

Holm-Sidak-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Mortalitat

In dem exponierten FO-Arm kam es zu einer hohen Sterblichkeit. Wir begannen mit
5 Paaren in dem exponierten FO-Arm. 7 der 10 Mause verstarben. Nur 1 Mannchen
und 2 Weibchen Uberlebten. Deshalb wurden 3 weitere Paare in die Gruppe
eingefugt. Allerdings verstarben wiederum 5 der 6 Tiere, nur eine mannliche Maus
Uberlebte. Insgesamt entsprach die Mortalitat in der exponierten FO-Gruppe 75 %.
Dies ist deutlich Uber dem erwarteten Rahmen von 15 % (Jackson-Lewis und
Przedborski 2007). Ein Geschlechtseffekt hinsichtlich der Mortalitat bestand nicht.
Es verstarben gleich viele weibliche und mannliche Tiere. In der Kontrollgruppe

verstarb ein mannliches Tier.

FO-Generation
MPTP-Arm NaCl-Arm
d' (n=8) ? (n=8) o (n=5) 2 (n=5)
Anzahl
verstorbener 6 6 1 0
Mause
Prozentualer
Anteil nach 75 % 75 % 20 % 0 %
Geschlecht
Prozentualer

75 % 10 %
Anteil gesamt

Abbildung 7: Mortalitat

Die Injektion von MPTP/Probenecid fiihrte zu einer hohen Sterblichkeit der Mause.
Den exponierten FO-Tieren (n=16) wurden 25 mg/kgKG MPTP-HCI und 250
mg/kgKG Probenecid intraperitoneal verabreicht. Diese Behandlung Uliberlebten

zundchst nur 4 Tiere, was einer Mortalitat von 75 % entspricht. Die Sterblichkeit war
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in beiden Geschlechtern gleich hoch. In der mit dem gleichen Volumen
physiologischer Kochsalzlésung (NaCl) behandelten Kontrollgruppe lag die
Mortalitat bei 10 %.

FO F1 F1’
MPTP-Arm | NaCl-Arm | MPTP-Arm | NaCl-Arm  MPTP-Arm | NaCIl-Arm

4 9 21 17 8 23

Abbildung 8: Ubersicht iiber die Anzahl der im Openfield untersuchten Méuse

Zwei weitere Mause der intoxikierten FO-Mause verstarben noch bevor die Gehirne
fur die Messung der Komplex-I-Aktivitat und fur die HPLC-Auswertung gewonnen
werden konnten, eine davon im Rahmen der Geburtskomplikation. Infektionen oder
aggressives Verhalten der anderen Mause als Ursache der Mortalitat konnten
ausgeschlossen werden, so dass diese am ehesten nur im Rahmen der Intoxikation

zu werten ist.

3.2 Verhaltenstestung

3.2.1 Openfield

3.2.1.1 Verhalten in den Openfield-Kafigen

Die Lokomotion der FO-, F1- sowie der F1’-Generation ist in Form der
zurlckgelegten Strecke der Mause innerhalb eines 25-mindtigen Zeitraums
wiedergegeben (siehe Methoden). Bei den FO-Tieren wurde die Strecke zusatzlich
vor (Baseline) und nach Injektion von MPTP/Probenecid bzw. physiologischer
Kochsalzlésung (NaCl) verglichen. Daneben wurde festgestellt, wie weit von der

Wand des Openfield-Kafigs sich die Mause durchschnittlich aufhielten.

Eine Ubersicht Uber alle Mause, die dem Openfield-Versuch unterzogen wurden,

sowie Uber die Ergebnisse der bestimmten Parameter lasst sich der Tabelle 2 im
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Anhang entnehmen.

Die Abbildung 9 bis 12 geben die Ergebnisse der Openfield-Versuche wieder. Wir
verglichen das Verhalten der Elterngeneration (FO) vor und nach Injektion mit
MPTP/Probenecid bzw. mit NaCl (siehe Abb. 9). Im NaCl-Arm fand sich kein
signifikanter Unterschied. Die Mause legten zuerst eine Strecke von 9643,74 +
690,91 cm zuruck. Nachdem ihnen NaCl verabreicht wurde, liefen sie 8129,17 +
408,65 cm. Dagegen fand sich im MPTP-Arm eine signifikante Zunahme der
Strecke von 7918,15 + 867,43 cm vor der Intoxikation auf 15061,85 + 2315,62 cm
nach der Intoxikation des Giftes. Somit liefen die mit MPTP/Probenecid behandelten

FO-Tiere signifikant mehr als die restlichen Mause.

# Baseline = Verhalten

NaCl-Arm MPTP-Arm

Abbildung 9: Lokomotion der FO-Generation vor (Baseline) vs. nach Injektion von
NaCl bzw. MPTP/Probenecid

Vergleich der Lokomotion in Form der zurlickgelegten Strecke der FO-Mé&use vor
(Baseline) und nach Injektion von physiologischer Kochsalzlésung (NaCl) bzw.
MPTP/Probenecid. Im MPTP-Arm zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Strecke nach Intoxikation (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (NaCl-Arm n=9 pro
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Gruppe, MPTP-Arm n=4 pro Gruppe, * fiir Signifikanz im Vergleich zu allen anderen
mit p<0,05).

In Abbildung 10 wird die Strecke der FO-Mause dargestellt, die nach der Injektion
von physiologischer Kochsalzlésung (NaCl) bzw. MPTP/Probenecid zurlickgelegt
wurde. In der FO-Generation legten die mit NaCl behandelten FO-Mause eine
Strecke von 8129,17 + 408,65 cm zuruck. Die FO-Tiere, die mit MPTP/Probenecid
intoxikiert wurden, liefen mit 15061,85 + 2315,62 cm signifikant mehr als alle
anderen Tiere. Da die FO-Tiere erst nach Austragung der F1-Generation injiziert
wurden, stammen die F1-Mause des MPTP-Armes von unbehandelten FO-Mausen
ab. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Armen. Im
NaCl-Arm betrug die Strecke der F1-Tiere 7736,41 £ 343,89 cm und im MPTP-Arm
5946,51 + 275,5 cm. Die F1'-Generation stammt von behandelten FO-Mausen ab.
Die F1'-Tiere der MPTP-Gruppe liefen mit 10164,74 + 794,89 cm signifikant mehr,
als die F1-Tiere der intoxikierten Gruppe und auch als die F1*-Tiere des NaCl-Armes
(7151,86 £ 423,69 cm). Bemerkenswert ist, dass sich die Gesamtstrecke der NaCl-
behandelten Tiere zwischen den Kohorten (FO — F1°) kaum unterscheidet (8129,17
+ 408,65 cm in FO, 7736,41 + 343,89 cm in F1 und 7151,86 + 423,69 cm in F1°).

NaCl-Arm m MPTP-Arm
180 - *

m
=
(2]
o
1

140 4
120 ~
100 4 —
80 - I I

60 4
40 A
20 4

zuriickgelegte Strecke [m]

FO F1 F1'

Abbildung 10: Zurtickgelegte Strecke im Openfield-Versuch
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Die Injektion der FO-Generation mit MPTP/Probenecid induzierte bei den Méusen
sowie ihren Nachkommen eine Lokomotionszunahme. Zuerst wurde die FO-
Generation verpaart und die F1-Generation gewonnen. Danach wurden den FO-
Tieren des MPTP-Armes alle 3,56 Tage 10 Wochen lang 25 mg/kgkG MPTP-HCI
und 250 mg/kgKG Probenecid intraperitoneal verabreicht. Die FO-Tiere des naiven
Armes erhielten eine korrespondierende Menge NaCl. Erfasst wurde die
zurtickgelegte  Strecke in  Zentimetern innerhalb eines  25-minlitigen
Beobachtungszeitraums. In der FO-Generation liefen die Tiere des MPTP-Armes
signifikant mehr als die Tiere der restlichen Gruppen. Die Tiere, die der intoxikierten
FO-Generation abstammen (F1’ blau), zeigten eine signifikante Steigerung ihrer
Lokomotion gegeniiber den Tieren, die den unbehandelten FO-Tieren abstammen
(F1 blau) sowie gegentiber den F1‘-Tieren des NaCl-Armes (Mittelwert £ SEM). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc
Tukey-Test (n=4-23 pro Gruppe, * fiir Signifikanz im Vergleich zu allen anderen mit

p<0,05, # fiir Signifikanz im paarweisen Vergleich mit p<0,05).

Um festzustellen, ob es bei der zurlckgelegten Strecke geschlechterabhangige
Unterschiede gibt, haben wir die Daten nach Geschlechtern sortiert ausgewertet
(Abb. 11). Hier zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterscheid zwischen den
Geschlechtern. Die intoxikierten Mannchen der FO-Generation legten eine Strecke
von 12122,25 + 288,75 cm zurlck und damit eine langere Strecke als die naiven
FO-Mannchen. Hier betrug die Strecke 7940,03 + 871,88 cm. Vor allem die
Weibchen des MPTP-Armes (18001,45 + 3567,04 cm) wiesen eine langere
Laufstrecke auf als die weiblichen Mause des NaCl-Armes (8280,48 + 210,37 cm).
In der F1-Generation wurden nur die mannlichen Nachkommen im Versuch
belassen (Ergebnisse s. 0.). In der naiven Gruppe liefen in der F1’-Generation die
Mannchen 8312,8 £ 590,33 cm und die Weibchen 6087,67 + 411,46 cm, somit
vergleichbar viel wie die mit NaCl behandelten Tiere der FO- und der F1-Generation.
Es zeigte sich, dass auch in der F1'-Generation die Lokomotionszunahme in der
MPTP-Gruppe vor allem auf die Weibchen zurlckzuflhren ist. Die Strecke der
mannlichen F1’-Tiere betrug 9911,22 + 473,37 cm und die der weiblichen 10587,27
1 1943,07 cm.
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Abbildung 11: Zurlickgelegte Strecke im Openfield-Versuch nach Geschlecht
sortiert

Erfasst wurde die zurlickgelegte Strecke in Zentimetern innerhalb eines 25-
minitigen Beobachtungszeitraums. Die Ergebnisse wurden nach Geschlechtern
sortiert ausgewertet. Hier zeigte sich, dass die Lokomotionszunahme des MPTP-
Armes sowohl in der FO- als auch in der F1‘“-Generation vor allem auf die
Streckenzunahme der Weibchen  zuriickzufiihren ist. Ein  signifikanter
Geschlechterunterschied liel3 sich allerdings nicht feststellen (Mittelwert £ SEM).
Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer two-way ANOVA und einem post-

hoc Tukey-Test (n=2-21 pro Gruppe).

Um Aussagen Uber den Aufenthaltsort der Mause machen zu kdnnen, wurde
ermittelt, wie weit von der Wand der Openfield-Kafige sich die Tiere im Durchschnitt
aufhielten (siehe Abb. 12). Hier fanden sich nur geringe nicht signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen. In der FO-Generation hielten sich die Tiere
des NaCl-Armes durchschnittlich 6 + 0,18 cm von der Wand entfernt auf. Im MPTP-
Arm betrug der Abstand 5 + 0,16 cm. Der Wandabstand in der F1-Generation maf}
5,55 £ 0,25 cm fur die naive und 5,89 + 0,24 cm fur die intoxikierte Gruppe.
Ahnliches galt fiir die F1*-Tiere mit einem Wandabstand von 5,95 + 0,16 cm fir den
NaCl- und 5,54 + 0, 57 cm fur den MPTP-Arm.
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NaCl-Arm B MPTP-Arm

durchscnittlicher
Wandabstand [cm]
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FO F1 F1'

Abbildung 12: Durchschnittlicher Wandabstand [cm]

Um Unterschiede in Bezug auf den Aufenthaltsort der Tiere festzustellen, wurde
ermittelt, wie weit sich die Méause im Durchschnitt von der Wand der Kéfige
aufhielten. Das vermehrte Aufhalten im Randbereich, also ein geringer Abstand zur
Wand, ist Ausdruck einer vermehrten Angstlichkeit der Tiere. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Mittelwert £ SEM). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test

(n=4-23 pro Gruppe).

3.2.2 Zylinderversuch

Die F1’-Mause wurden dem Zylindertest unterzogen. Erfasst wurde, wie haufig sich
jede Maus innerhalb eines 5-minltigen Beobachtungszeitraumes aufrichtete (siehe
Abb. 13). Als Aufrichtung wurde sowohl gewertet, wenn die Maus die Seitenwand
mit den Vorderpfoten berlhrte als auch wenn die Vorderpfoten frei am Korper

blieben.

Die F1’-Tiere des NaCl-Armes richteten sich 21 £ 2 Mal auf. Bei den F1’-Tieren des
MPTP-Armes lag die Zahl der Aufrichtungen bei 27 + 4. Die gemessenen
Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau (p<0,05), was am ehesten auf

die zu kleine Gruppengrofe zuruckzufuhren ist. Die Power betrug hier 0,37. Ein
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signifikanter Unterschied konnte hierbei nicht festgestellt werden, allerdings zeigte

sich auch hierbei eine hohere Aktivitat der Mause des MPTP-Armes.

35

30 A
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Anzahl der Aufrichtungen
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Abbildung 13: Zylindertest 1

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Aufrichtungen zwischen
den F1’-Méusen des exponierten (blau) und des naiven Armes (gelb). Erfasst
wurde, wie héufig sich die F1-Tiere innerhalb eines 5-mindtigen
Beobachtungszeitraumes aufrichteten. Dafiir wurden die F1’-Mé&use einzeln in
einen durchsichtigen Zylinder gesetzt (9 cm breit, 15 cm hoch). Als eine Aufrichtung
wurde sowohl gewertet, wenn die Vorderpfoten die Seitenwénde des Zylinders
beriihrten als auch wenn die Vorderpfoten frei am Kérper blieben (Mittelwert +
SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer one-way ANOVA und
einem post-hoc Tukey-Test (NaCl-Arm n=23, MPTP-Arm n=8).

Ebenso wurde der Zeitraum erfasst, in dem die F1’-Tiere im Vierpfotenstand (grau)
oder in aufgerichteter Position (schwarz) verbrachten (siehe Abb. 14). Hierbei
wurden die Mause 15 Minuten lang beobachtet. Es zeigte sich kein Unterschied
zwischen den 2 Gruppen. Die F1’-Tiere des NaCl-Armes befanden sich 97,16 +
0,47 % des Beobachtungszeitraumes im Vierpfotenstand und 2,84 £ 0,47 % im

Hinterpfotenstand. Bei den F1’-Mausen des MPTP-Armes lag der Wert im
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Vierpfotenstand bei 97,19 % 0,94 % und im aufgerichteten Zustand bei
2,81+ 0,94 %.

Vierpfotenstand B Aufrechte Position

100% 9 [ 1
90% -
80% -
70% A
60% A
50% A
40% A
30% -
20% A
10% A

0%

Zeit [%]

NaCl-Arm MPTP-Arm

Abbildung 14: Zylindertest 2

Die F1’-Mé&use beider Gruppen verbrachten den gleichen Zeitraum in aufgerichteter
Position. Erfasst wurde der prozentuale Anteil, in dem sich die F1°-Tiere innerhalb
eines 15-minitigen Beobachtungszeitraumes im Vierpfotenstand (grau) bzw. im
Hinterpfotenstand (schwarz) befanden (Mittelwert) (NaCl-Arm n=23, MPTP-Arm
n=8).

3.3 Komplex-l-Aktivitat

Um den Einfluss vom MPTP/Probenecid auf die Atmungskette zu beurteilen, wurde
spektrometrisch die Komplex-I-Aktivitat in striatalen Gewebeproben der Mause
bestimmt (siehe Abb. 15). Um den unterschiedlichen Mitochondriengehalt der
Proben auszugleichen, wurde die Enzymaktivitat zur Aktivitat der Citrat-Synthase
normiert, da diese pro Mitochondrium in etwa gleich bleibt und kaum reguliert ist. In
keiner Generation zeigte sich zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied
in den Aktivitaten. Die Enzymaktivitat in der FO-Generation lag bei 100 £ 9,13
nmol/min*ml in der mit NaCl behandelten Gruppe und bei 93,8 + 3,28 nmol/min*ml

in der mit MPTP/Probenecid behandelten Gruppe. In der F1-Generation ergaben
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sich fur den naiven Arm 86,94 + 3,12 nmol/min*ml und fur den exponierten Arm
95,35 + 8,05 nmol/min*ml. Ahnlich wie in der FO-Generation lagen die
Enzymaktivitaten des MPTP-Armes auch in der F1’-Generation unter denen des
NaCl-Armes. So betrug der Wert fur die naiven F1’-Mause 92,96 + 7,98 nmol/min*m|

und fur die exponierten F1’-Tiere 84,59 + 6,94 nmol/min*ml.

NaCl-Arm B MPTP-Arm
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Abbildung 15: Komplex-I-Aktivitat

Die MPTP/Probenecid-Intoxikation zeigte keinen Effekt auf die striatale Komplex-I-
Aktivitédt (Cxl): Die Daten wurden spektrometrisch ermittelt und auf die Citrat-
Synthase-Aktivitdt (CS) normiert (Angaben in nmol/min*ml). Zwischen dem
exponierten (blau) und dem naiven (gelb) Arm zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer
one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=2-22 pro Gruppe).

3.4 Messung der Neurotransmitter

Mittels HPLC wurde der striatale Gehalt an den Neurotransmittern Serotonin, 5-
Hydroxyindolessigsaure, Dopamin, DOPAC, Noradrenalin sowie Adrenalin
bestimmt. Die Ergebnisse der F1'-Generation wurden zusatzlich nach Geschlecht

sortiert ausgewertet.
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HPLC-Proben Naiver Arm (49) MPTP-Arm (31)

FO 9 2
F1 17 21
F1’ 23 8

Tabelle 1: Proben, die der HPLC-Messung zugefiihrt wurden

Im striatalen Hirnlysat der Mause wurden Dopamin-Konzentrationen bestimmt
(siehe Abb. 16). Im Striatum der FO-Mause der NaCl-Gruppe betrug die Dopamin-
Konzentration 16,27 + 1,09 ng/mg Feuchtgewebe. Bei den FO-Tieren, die direkt
MPTP/Probenecid ausgesetzt waren, fand sich ein signifikanter Abfall der striatalen
Dopamin-Konzentration auf einen Wert von 8,21 + 2,94 ng/mg Feuchtgewebe. In
der F1-Generation unterschieden sich die Ergebnisse beider Arme nur geringfugig
voneinander. Hier wurde im NaCl-Arm elektrochemisch eine Dopamin-
Konzentration von 13,97 + 0,85 ng/mg Feuchtgewebe und im MPTP-Arm eine
Konzentration von 14,44 + 0,74 ng/mg Feuchtgewebe ermittelt. In der naiven F1’-
Gruppe betrug die Dopamin-Konzentration 13,06 + 0,79 ng/mg Feuchtgewebe.
Auch im exponierten Arm der F1-Generation fand sich ein signifikanter
Dopaminabfall auf einen Wert von 11,31 + 0,81 ng/mg Feuchtgewebe gegentber

der naiven FO-Gruppe.
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Abbildung 16: Striatale Dopamin-Konzentration

MPTP/Probenecid bewirkte einen signifikanten Abfall der Dopamin-Konzentration
in der FO-Generation. Ebenso zeigten die Nachfahren der intoxikierten M&use (F1°
blau) ebenfalls einen signifikanten Dopaminabfall gegeniiber der naiven
Elterngeneration. Die Ergebnisse sind angegeben in ng/mg Feuchtgewebe
(Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer one-way
ANOVA und einem post-hoc Holm-Sidak-Test (n=2-23 pro Gruppe, # fiir Signifikanz

im paarweisen Vergleich mit p<0,05).

Die striatale Dopamin-Konzentration ergab in der geschlechterspezifischen
Auswertung der F1‘-Generation keinen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 17).
Fur die Mannchen des NaCl-Armes ergaben sich eine Dopamin-Konzentration von
11,96 + 0,98 ng/mg Feuchtgewebe und fur die Mannchen des MPTP-Armes eine
Konzentration von 12.49 + 0,9 ng/mg Feuchtgewebe. Bei den Weibchen betrug der
Wert 13,09 = 1,22 ng/mg Feuchtgewebe in der Kontroll-Gruppe und 9,33 = 0,57

ng/mg Feuchtgewebe in der exponierten Gruppe.
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Abbildung 17: Striatale Dopamin-Konzentration der F1‘-Generation nach
Geschlecht sortiert

Das geschlechteriibergreifende Ergebnis der striatalen Abnahme der Dopamin-
Konzentration in der F1‘-Generation (siehe Abb. 16) liel3 sich auf die Ergebnisse
des weiblichen Geschlechts zurtickflihren. Allerdings liel3 sich kein signifikanter
geschlechterspezifischer Unterschied beziiglich der striatalen Dopamin-
Konzentration ausmachen. Die Ergebnisse sind angegeben in ng/mg
Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer
two-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=3-12 pro Gruppe).

Ebenfalls wurde die striatale Konzentration von DOPAC, einem Dopamin-
Metaboliten, ermittelt. Danach wurde der DOPAC/Dopamin-Quotient errechnet,
dieser zeigt den Dopaminumsatz an. Im NaCl-Arm wurde ein DOPAC/Dopamin-
Quotient von 0,06 + 0,002 ng/mg Feuchtgewebe fur die FO-Generation ermittelt.
Demgegenulber zeigte sich ein nicht signifikant hdherer Umsatz im MPTP-Arm
dieser Generation mit 0,09 + 0,005 ng/mg Feuchtgewebe. Der Dopaminumsatz der
F1-Generation lag fur den naiven Arm bei 0,07 + 0,003 ng/mg Feuchtgewebe und
fur den exponierten Arm bei 0,08 £ 0,005 ng/mg Feuchtgewebe. In der F1‘-
Generation lag der Dopaminumsatz in der Kontroll-Gruppe bei 0,07 + 0,003 ng/mg
Feuchtgewebe. Es fand sich ein erhdhter Dopaminumsatz bei den Tieren der F1'-
Generation des exponierten Armes, dieser war mit 0,08 + 0,009 ng/mg allerdings
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nicht signifikant. Jedoch fand sich sowohl in der intoxikierten Elterngeneration als
auch in den nach Intoxikation entstandenen Tieren eine Tendenz zu einem hoheren
Dopaminumsatz. Wenn man die unbehandelte Elterngeneration (FO gelb) mit den
Nachfahren, die nach Natriumchlorid-Behandlung entstanden sind (F1° gelb),

gruppiert und gegen F1' blau vergleicht, zeigt sich eine Signifikanz.
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Abbildung 18: Striatale DOPAC/Dopamin-Konzentration

Die Injektion von MPTP/Probenecid bewirkte einen erhdhten striatalen
Dopaminumsatz bei den FO- und F1*Tieren. Ein signifikanter Unterschied konnte
Jedoch nicht nachgewiesen werden. Wenn man die Elterngeneration zusammen mit
den Nachfahren, die nach Natriumchlorid-Behandlung entstanden sind, gegen F1'
blau vergleicht, zeigt sich eine Signifikanz (‘p<0,05). Die Ergebnisse sind
angegeben in ng/mg Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test

(n=2-23 pro Gruppe).

FUr den striatalen Dopaminumsatz ergab sich in der geschlechterspezifischen
Auswertung der F1°-Generation kein signifikanter Unterschied (siehe Abb. 19). Fir
die Mannchen des NaCl-Armes ergaben sich ein DOPAC/Dopamin-Quotient von
0,07 £ 0,006 ng/mg Feuchtgewebe und fur die Mannchen des MPTP-Armes ein
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Quotient von 0,08 + 0,002 ng/mg Feuchtgewebe. Bei den Weibchen betrug der
Umsatz 0,07 + 0,003 ng/mg Feuchtgewebe flr den naiven Arm und 0,09 + 0,02

ng/mg Feuchtgewebe fur den exponierten Arm.
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Abbildung 19: Striataler DOPAC/Dopamin-Quotient der F1‘-Generation nach
Geschlecht sortiert

Der erhéhte Dopaminumsatz des MPTP-Armes der F1-Generation (siehe Abb. 18)
lie sich stérker auf die Ergebnisse des weiblichen Geschlechts zuriickfiihren.
Allerdings lie8 sich kein signifikanter geschlechterspezifischer Unterschied
beziiglich der striatalen DOPAC/Dopamin-Konzentration ausmachen. Die
Ergebnisse sind angegeben in ng/mg Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einer two-way ANOVA und einem post-hoc

Tukey-Test (n=3-12 pro Gruppe).

Bei der Serotonin-Konzentration ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Gruppen (siehe Abb. 20). Die hochste Serotonin-
Konzentration wurde im Hirnlysat der naiven FO-Tiere mit 0,68 + 0,03 ng/mg
Feuchtgewebe bestimmt. Die restlichen Serotonin-Konzentrationen lagen allerdings
nah beieinander. So lag die Konzentration im MPTP-Arm bei den FO-Tieren bei 0,64

1 0,01 ng/mg Feuchtgewebe. Bei den F1-Tieren betrug die 5-HT-Konzentration der
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naiven Gruppe 0,57 + 0,03 ng/mg Feuchtgewebe und die der exponierten Tiere 0,59
t+ 0,04 ng/mg Feuchtgewebe. Im NaCl-Arm der F1‘-Generation fand sich eine
Serotonin-Konzentration von 0,61 + 0,02 ng/mg Feuchtgewebe. Fur den MPTP-Arm

betrug der Wert 0,62 + 0,05 ng/mg Feuchtgewebe.
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Abbildung 20: Striatale 5-HT-Konzentration

Die MPTP/Probenecid-Intoxikation zeigte keinen signifikanten Effekt auf die
Striatale 5-HT-Konzentration. Die Ergebnisse sind angegeben in ng/mg
Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer
one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=2-23 pro Gruppe).

Die geschlechterspezifische Auswertung der F1‘-Generation bezlglich der
striatalen 5-HT-Konzentration ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
(siehe Abb. 21). So lagen die Werte fur die Mannchen des NaCl-Armes bei 0,54 +
0,04 ng/mg Feuchtgewebe und die des MPTP-Armes bei 0,59 + 0,06 ng/mg
Feuchtgewebe. Bei den Weibchen betrug der Wert 0,63 £+ 0,03 ng/mg
Feuchtgewebe in der naiven und 0,67 = 0,07 ng/mg Feuchtgewebe in der

exponierten Gruppe.
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Abbildung 21: Striatale 5-HT-Konzentration der F1‘-Generation nach Geschlecht

sortiert

Die MPTP/Probenecid-Intoxikation zeigte keinen signifikanten geschlechter-
spezifischen Unterschied beziiglich der striatalen 5-HT-Konzentration. Die
Ergebnisse sind angegeben in ng/mg Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einer two-way ANOVA und einem post-hoc

Tukey-Test (n=3-12 pro Gruppe).

Auch die striatale Konzentration von 5-Hydroxyindolessigsaure, des
Hauptmetaboliten von Serotonin, wurde ermittelt (siehe Abb. 22). Danach wurde der
5-HIAA/5-HT-Quotient errechnet, dieser zeigt den Serotoninumsatz an. Auch hier
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Im NaCl-Arm wurde ein 5-HIAA/5-HT-
Quotient von 0,38 + 0,03 ng/mg Feuchtgewebe fur die FO-Generation ermittelt. In
dieser Generation fand sich im MPTP-Arm ein Quotient von 0,36 + 0,14 ng/mg
Feuchtgewebe. Der Serotoninumsatz der F1-Generation lag bei 0,46 + 0,06 ng/mg
Feuchtgewebe flur die naiven Tiere und bei 0,5 + 0,09 ng/mg Feuchtgewebe fur die
exponierten Tiere. Ahnliche Werte bestimmten wir auch in der F1’-Generation. So
betrug der Quotient im NaCl-Arm 0,52 + 0,04 ng/mg Feuchtgewebe und im MPTP-
Arm 0,49 + 0,07 ng/mg Feuchtgewebe.
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Abbildung 22: Striatale 5-HIAA/5-HT-Konzentration

Die MPTP/Probenecid-Intoxikation zeigte keinen signifikanten Effekt auf den
Serotoninumsatz. Die Ergebnisse sind angegeben in ng/mg Feuchtgewebe
(Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer one-way

ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=2-23 pro Gruppe).

Die striatale 5-HIAA/5-HT-Konzentration ergab in der geschlechterspezifischen
Auswertung der F1‘-Generation keinen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 23).
Fur die Mannchen ergaben sich Werte von 0,4 + 0,04 ng/mg Feuchtgewebe fur die
Tiere des NaCl-Armes und 0,53 £ 0,1 ng/mg Feuchtgewebe fur die des MPTP-
Armes. Bei den Weibchen betrug der Wert 0,6 + 0,05 ng/mg Feuchtgewebe in der
naiven und 0,42 + 0,05 ng/mg Feuchtgewebe in der exponierten Gruppe.
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Abbildung 23: Striatale 5-HIAA/5-HT-Konzentration der F1‘-Generation nach
Geschlecht sortiert

Das geschlechteriibergreifende Ergebnis der striatalen Abnahme der 5-HIAA/5-HT-
Konzentration in der F1-Generation (Abb. 22) lie sich auf die Ergebnisse des
weiblichen Geschlechts zuriickfihren. Allerdings liel3 sich kein signifikanter
geschlechterspezifischer Unterschied bezliglich der striatalen 5-HIAA/5-HT-
Konzentration ausmachen. Die Ergebnisse sind angegeben in ng/mg
Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer
two-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=3-12 pro Gruppe).

Ebenso wurde mittels HPLC die striatale Noradrenalin-Konzentration untersucht
(siehe Abb. 24). In der FO-Generation lag die Noradrenalin-Konzentration in beiden
Gruppen nah beieinander mit 15,84 + 1,73 ng/mg Feuchtgewebe in der naiven und
16,35 £ 4,43 ng/mg Feuchtgewebe in der exponierten Gruppe. In der F1-Generation
betrug die Konzentration 17,64 £ 0,99 ng/mg Feuchtgewebe im NaCl-Arm und 20,02
* 2,2 ng/mg Feuchtgewebe im MPTP-Arm. Ebenfalls fand sich in der F1’-Generation
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 19,44 * 1,69 ng/mg
Feuchtgewebe ergab sich flr die naiven Tiere und 20,24 + 2,33 ng/mg

Feuchtgewebe fur die exponierten Tiere.
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Abbildung 24: Striatale Noradrenalin-Konzentration

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind angegeben
in ng/mg Feuchtgewebe (Mittelwert + SEM). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=2-23 pro Gruppe).

SchlieRlich wurde auch die striatale Adrenalin-Konzentration bestimmt (siehe Abb.
25). In der naiven FO-Gruppe lag die Konzentration bei 10,7 + 2,01 ng/mg
Feuchtgewebe. In der exponierten Gruppe dieser Generation lag die striatale
Adrenalin-Konzentration im Vergleich zu allen Gruppen signifikant hdher und betrug
24,85 + 1,63 ng/mg Feuchtgewebe. In der F1-Generation ergab sich fir die naive
Gruppe eine Adrenalin-Konzentration von 5,9 £ 0,38 ng/mg Feuchtgewebe und fur
die exponierte Gruppe eine Konzentration von 7,53 £ 0,48 ng/mg Feuchtgewebe.
Im NaCl-Arm der F1’-Generation lag die Konzentration bei 6,82 + 0,75 ng/mg
Feuchtgewebe. Die niedrigste Adrenalin-Konzentration fand sich im MPTP-Arm der

F1’-Generation mit einem Wert von 5,68 + 0,1 ng/mg Feuchtgewebe.
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Abbildung 25: Striatale Adrenalin-Konzentration

Die Injektion von MPTP/Probenecid bewirkte eine erhdhte striatale Adrenalin-
Konzentration bei den FO-Tieren (*p<0,05). Die Ergebnisse sind angegeben in
ng/mg Feuchtgewebe (Mittelwert £+ SEM). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels einer one-way ANOVA und einem post-hoc Tukey-Test (n=2-23 pro Gruppe,
* p<0,05).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Diskussion des chronischen MPTP-Modells

Neurodegenerative Erkrankungen finden sich in der Tierwelt nur in Ausnahmefallen
wie zum Beispiel bei Delphinen oder Pavianen. Dementsprechend ist es schwierig,
ein passendes Modell zu kreieren (Gunn-Moore et al. 2018; Lowenstine et al. 2016).
In der vorliegenden Arbeit wurde das chronische MPTP-Modell an der Maus
angewendet. Da die MPTP-Wirkung u. a. vom Stamm der Mause abhangt, fuhrten
wir die Versuche an C57BI/6-Mausen durch, die fir MPTP sensitiv sind (Smeyne et
al. 2005). Das chronische MPTP-Modell hat gegeniber dem akuten und
subchronischen Modell den Vorteil, dass es nur zu einer geringfugigen
Regeneration der dopaminergen Neurone kommt (Petroske et al. 2001). Das dabei
verwendete Gichtmittel Probenecid wirkt selbst toxisch und potenziert die Wirkung
von MPTP. Wie MPTP bewirkt auch Probenecid eine Abnahme der intrazellularen
ATP-Konzentration (Alvarez-Fischer et al. 2013a).

Beim M. Parkinson handelt es sich um eine langsam fortschreitende Erkrankung.
Dementsprechend wahlten wir ein Modell, das diesem Verlauf mdglichst
nahekommt. Beim akuten und subchronischen MPTP-Modell kommt es zu einem
schnellen Untergang der dopaminergen Zellen. Dagegen wird beim chronischen
Modell die Maus Uber Wochen intoxikiert und der Zelluntergang findet fortschreitend
statt und zwar auch nach Beendigung der Intoxikationsphase (Meredith et al. 2008).
Trotzdem haben alle diese Modelle gemeinsam, dass motorische Einbuf3en nicht
gut mit der verabreichten MPTP-Dosis, der striatalen Dopamin-Konzentration oder
dem Ausmall des dopaminergen Zellunterganges korrelieren (Rousselet et al.
2003). Aulerdem hangt das Ausmald der nigrostriatalen Schadigung neben dem
Mause-Stamm auch vom Geschlecht und Alter der Tiere ab (Przedborski et al.
2001).
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4.1.2 Diskussion der analytischen Aspekte des Openfield

Die Openfield-Untersuchung ist eine der etablierten Methoden zur Untersuchung
der Lokomotion von Mausen. Allerdings existieren eine Vielzahl unterschiedlicher
Protokolle, so dass der Vergleich mit anderen Studien erschwert wird (Stanford
2007). Die Ergebnisse sind aullerdem anfallig und kdnnen durch unterschiedliche
Tageszeiten oder Lichtverhaltnisse verfalscht werden (Seibenhener und Wooten
2015).

Auch wird kritisiert, dass das Verfahren nicht sensitiv genug sei, um das Ausmal}

des striatalen Dopaminverlustes zu erfassen (Luchtman et al. 2009).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Diskussion der Mortalitat

Die hohe Mausesterblichkeit, vor allem in den ersten 24 Stunden nach Beginn der
MPTP-Injektion, ist ein bekanntes Problem des MPTP-Modells (Meredith und
Rademacher 2011). Auch in unserer Studie verzeichneten wir eine hohe
Sterblichkeit, nur 4 von insgesamt 16 intoxikierten Mausen der FO-Generation
uberlebten (75 % Mortalitat). Damit war die Mortalitat deutlich héher als bei anderen
Studien, die eine Sterblichkeit von etwa 15 % berichteten (Jackson-Lewis und
Przedborski 2007). 2 weitere Mause der intoxikierten FO-Mause verstarben noch
bevor die Gehirne fuir die Messung der Komplex-I-Aktivitat und fur die HPLC-
Auswertung gewonnen werden konnten. Somit ist die hohe Mortalitat in der FO-
Generation eine Beeintrachtigung dieser Studie. Ursachlich daflr sehen wir unter
anderem das hohe Alter der Mause zu Beginn der Intoxikation. Wir entschieden,
von unserem ursprunglichen Plan abzuweichen, und auf die Intoxikation der F1°-

Generation zu verzichten, um keine weiteren Mause zu verlieren.

Die akute Mortalitat wird nicht auf den Untergang des dopaminergen Systems
zuruckgefuhrt. Vielmehr wird als Ursache der schadliche Einfluss von MPTP auf das
kardiovaskulare System vermutet. MPTP beeintrachtigt autonome Herz-Kreislauf-
Funktionen wie den Baroreflex und die Herzfrequenzvariabilitat (Liu et al. 2020).

Aulerdem bewirkt MPTP am Herzen einen Untergang der sympathischen
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Innervation und fuhrt zur Abnahme der kardialen Noradrenalin- und Dopamin-

Konzentration (Joers und Emborg 2014).

Zudem kann MPTP die Korperkerntemperatur der Mause drastisch herabsetzen.
Die daraus resultierende Hypothermie hat ebenfalls einen negativen Einfluss auf
das Uberleben der Tiere. Da dieser Effekt sich auch nach MPP+-Gabe beobachten
lasst, wird die Abnahme der Kérperkerntemperatur nicht mit dem Einfluss des Giftes
auf die dopaminergen Zellen des ZNS zurlckgefuhrt. SchlieRlich ist MPP+ nicht in
der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Jiao et al. intoxikierten C57BL/6-
Mause mit MPTP bei 20.1+0.3 °C Kafigtemperatur. Hierbei konnten sie nach
MPTP-Injektion eine Abnahme der Koérpertemperatur um 31 % feststellen. Alle
Mause in dieser Gruppe verstarben. Ein anderer Teil der Mause hatte fur den
gesamten Behandlungszeitraum Zugang zu einer externen Warmequelle. Die
Kafigtemperatur lag hier bei 24.6+0.3 °C. Erstaunlicherweise lag die Mortalitat hier
nur bei 20 % (Jiao et al. 2015). Bereits Przedborski et al. behaupteten, dass sich die
Mortalitdt nach MPTP-Behandlung durch die Verwendung von Warmematten
reduzieren lielRe (Przedborski et al. 2001). Luchtman et al. erhdhten eine Woche vor
der ersten MPTP-Injektion die Umgebungstemperatur auf 24 °C, um eine MPTP-
induzierte Hypothermie zu vermeiden. In dieser Studie Uberlebten alle Mause
(Luchtman et al. 2009). In unserem Versuchsaufbau lag die Umgebungstemperatur
bei 23+1 °C.

4.2.2 Diskussion der Openfield-Ergebnisse in Zusammenhang mit den
Ergebnissen der elektrochemischen Auswertung mittels HPLC

4.2.2.1 Diskussion der zuriickgelegten Strecke

Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikante Zunahme der zurtckgelegten Strecke
im Openfield-Kafig nach MPTP-Intoxikation und sind damit einheitlich mit anderen
Arbeitsgruppen, die eine Hyperaktivitat oder eine UberschieRende Regeneration
nach MPTP-Intoxikation beschreiben (Chia et al. 1996; Ferguson et al. 2015;
Luchtman et al. 2009; Willis und Donnan 1987).

So konnten wir eine Zunahme der Strecke fur die FO-Mause feststellen, die direkt
dem Gift ausgesetzt waren. Nach MPTP-Intoxikation liefen die FO-Tiere des MPTP-
54



Armes signifikant mehr als wahrend der Baseline-Aufzeichnung, also vor der
Intoxikation. Diese Gruppe legte eine groRRere Strecke zurlick als jede andere
Gruppe. Ein leichter, nicht signifikanter Rickgang der Strecke im NaCl-Arm der FO-
Generation wird als Habituation gedeutet (Belovicova et al. 2017; Platel und Porsolt
1982).

Auch in der nachfolgenden Generation des MPTP-Armes zeigte sich eine
signifikante Lokomotionszunahme bei Mausen, die den intoxikierten Vorfahren
abstammen (F1°) gegenuber den Tieren, deren Vorfahren nicht intoxikiert waren
(F1). Luchtmann et al. beschrieben eine Hyperaktivitat nach MPTP-Intoxikation
insbesondere, wenn chronische oder kumulativ hohe Dosen verwendet werden
(Luchtman et al. 2009; Luchtman et al. 2012). Chia et al. fanden bei MPTP-Dosen
von 20 und 30 mg/kgKG zwar keinen signifikanten Verhaltensunterschied zu der
Kontrollgruppe. Sie konnten aber feststellen, dass sich die Lokomotion
dosisabhangig steigerte, wenn MPTP-Dosen zwischen 35 und 45 mg/kgKG
verabreicht wurden (Chia et al. 1996).

Wir vermuten, dass die von uns festgestellte Hyperaktivitat im Openfield-Versuch,
durch kompensatorische Mechanismen der dopaminergen Neurone zustande
kommt, die nicht untergegangen sind. Als Folge des MPTP-induzierten
nigrostriatalen Untergangs kommt es zur Hochregulation postsynaptischer
Dopaminrezeptoren (Quinn et al. 2006; Schroeder et al. 1997). Passend zu dieser
Annahme fanden wir eine signifikant erniedrigte striatale Dopamin-Konzentration in
der intoxikierten FO-Gruppe (siehe Abb. 16). Zudem fand sich ein erhdhter,
allerdings nicht signifikanter, striataler Dopaminumsatz dieser Tiere (siehe Abb. 18).
Auch in der F1'-Generation zeigten die Tiere des MPTP-Armes eine erniedrigte
Dopamin-Konzentration. Bemerkenswert ist, dass diese Tiere ebenfalls einen
erhohten, wenngleich nicht signifikanten, Dopaminumsatz hatten. Nimmt man die
unbehandelte Elterngeneration zusammen mit den Nachfahren, die nach
Natriumchlorid-Behandlung entstanden sind, und vergleicht sie mit F1' blau, zeigt
sich eine Signifikanz (siehe Abb. 18). Dies ist ein Anhalt dafur, dass obwohl

vermutlich aufgrund der geringen Gruppengrofle das Signifikanzniveau nicht
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erreicht wurde, trotzdem ein Unterschied zwischen der naiven F1- und der

exponierten F1-Gruppe existiert.

Zudem existieren weitere Mechanismen, die den dopaminergen Untergang
ausgleichen koénnen. So wird die Dopaminaufnahme der Dopamintransporter
herunter- und die Aktivitat der postsynaptischen Dopaminrezeptoren heraufreguliert
(Rousselet et al. 2003).

Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass auch andere Neurotransmitter bei den
kompensatorischen Mechanismen eine Rolle spielen. Nicht nur Dopamin, sondern
auch Serotonin haben einen Einfluss auf die motorische Aktivitat der Tiere. MPTP
bzw. MPP+ bewirkt eine Zunahme der striatalen 5-HT-Konzentration, woraus
wiederum eine Zunahme der Lokomotion resultiert. Im subakuten sowie
chronischen MPTP-Modell lie3 sich ein erhdhter 5-HIAA/5-HT-Quotient, also ein
erhdhter Serotoninumsatz, feststellen. Die Zunahme der 5-HT-Konzentration wurde
als Kompensationsmechanismus fur die dopaminerge Verarmung gewertet (Chia et
al. 1996; Luchtman et al. 2009). In unserer Studie fand sich jedoch kein Unterschied
zwischen den Gruppen bezlglich der striatalen Serotonin-Konzentration oder des

Serotoninumsatzes.

Andere Autoren vermuten wiederum, dass die Lokomotionssteigerung durch einen
frontobasalen hypodopaminergen Zustand verursacht wird (Espejo und Mifano
2001) oder in Zusammenhang mit einer erhdhten Nor-/Adrenalin-Ausschuttung
steht (Alvarez-Fischer et al. 2013b). In Einklang mit letzterer Hypothese steht, dass
wir eine signifikant erhohte striatale Adrenalin-Konzentration bei den intoxikierten
FO-Mausen fanden, also bei jenen Tieren, welche die deutlichste Hyperaktivitat im
Openfield zeigten. Allerdings fanden wir keinen Unterschied bezuglich der striatalen
Noradrenalin-Konzentration zwischen den Gruppen. Noradrenalin erleichtert die
Dopaminausschuttung aus den nigrostriatalen Nervenendigungen und spielt daher
eine wichtige Rolle im nigrostriatalen dopaminergen System (Rommelfanger et al.
2007). Bezuglich der Noradrenalin-Konzentration finden sich in der Literatur
uneinheitliche Ergebnisse. Bei Verwendung des akuten MPTP-Regimes konnte

eine Abnahme der Noradrenalin-Konzentration im Striatum festgestellt werden. Im

56



subakuten Modell fand sich eine Zunahme und im chronischen Modell eine

Abnahme der kortikalen Noradrenalin-Konzentration (Luchtman et al. 2009).

4.2.3 Diskussion des Aufenthaltsortes im Openfield-Kafig

Bei etwa 31 Prozent der M. Parkinson-Patienten lasst sich eine Zunahme der
Angstlichkeit beobachten (Broen et al. 2016). Es wird angenommen, dass eine
dopaminerge sowie serotonerge Dysfunktion dafur verantwortlich ist. Nach MPTP-
Injektion kommt es in mehreren Hirnregionen zur Abnahme von Serotonin (Vuckovié
et al. 2008; Xia et al. 2018). MPTP verursacht jedoch auch Lasionen im ventralen
tegmentalen Areal (VTA), was zu einer Abnahme der Dopamin-Konzentration im
prafrontalen Kortex und einer Hyperaktivitat sowie verminderten Angstlichkeit fihrt
(Hu et al. 2020; Rousselet et al. 2003).

Neben der Aufzeichnung der zurlickgelegten Strecke wurden die Daten auch
dahingehend ausgewertet, ob es zwischen der intoxikierten und der naiven Gruppe
einen Unterschied in Bezug auf ihren Aufenthaltsort gibt. Hierfur wurde der
durchschnittliche Wandabstand innerhalb des 25-minadtigen
Beobachtungszeitraumes ermittelt. Nagetiere haben eine Aversion gegenuber
ungeschutzten offenen Bereichen und halten sich daher vorwiegend am Randbezirk
eines Openfield-Kafigs auf. Mause verwenden ihre Schnurrhaare, um die Wande
des Openfield-Kafigs zu ertasten. Das Aufhalten im Randbereich ist Ausdruck der
Angstlichkeit der Tiere und wird als Thigmotaxis bezeichnet (Bouwknecht und
Paylor 2008). Angstliches Verhalten wird unter anderem dadurch ausgelést, dass
die Mause von den anderen Tieren getrennt in den Openfield-Kafig gesetzt werden.
Aulerdem sind die Openfield-Kafige deutlich grolRer als die Kafige, in denen die
Mause aufwachsen und an die sie gewohnt sind. Dagegen ist das vermehrte
Aufhalten im ungeschitzten Zentrum Ausdruck einer verminderten Angstlichkeit der
Tiere (Stanford 2007).

Der C57BIl/6-Mausestamm ist der am meisten verwendete Stamm in Studien, die
sich mit Angstlichkeit befassen. Im Vergleich zu anderen Mausestammen gilt dieser

als weniger angstlich (Bouwknecht und Paylor 2008).
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Wie bei Luchtmann et al. fanden wir bezlglich des Aufenthaltsortes keinen
Unterschied zwischen den Gruppen. Somit lasst sich die ermittelte Hyperaktivitat
nicht durch die vermehrte Angstlichkeit nach MPTP-Injektion erklaren (Luchtman et
al. 2012). Bouwknecht und Paylor wiesen darauf hin, dass diese Ergebnisse
missinterpretiert werden kdnnen. Setzt man die Maus zu Beginn des Experiments
in die Mitte des Kafigs, so kann es sein, dass die Maus zunachst aus Angst an
diesem Ort verharrt. Der Aufenthalt in der Mitte wirde dann falschlicherweise als
angstfreies Verhalten interpretiert werden (Bouwknecht und Paylor 2008). Auch
andere Gruppen scheiterten daran, nach MPTP-Injektion eine vermehrte
Angstlichkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe festzustellen (Vuckovié et al. 2008).
Wie Abbildung 20 zeigt, fand sich bei uns keine nennenswerte Serotonin-Abnahme
nach MPTP-Injektion. Womdglich erklart dies, weshalb sich keine vermehrte
Angstlichkeit im MPTP-Arm feststellen lieR. AuRerdem I4sst sich dieses Symptom
bei Menschen erst in spateren Stadien der Erkrankung beobachten. Vermutlich
konnen Unterschiede in Bezug auf den Aufenthaltsort erst zu einem spateren

Zeitpunkt erfasst werden (Vuckovi¢ et al. 2008).

4.2.4 Diskussion der Zylinderversuch-Ergebnisse

Neben der horizontalen Aktivitat I&sst sich auch die vertikale Aktivitat als Mafy fur
die Lokomotion analysieren. Die vertikale Aktivitat, also das Aufrichten, dient der
besseren Orientierung und Erkundung der Umgebung. Mittels des Zylindertestes
wurde die Anzahl an Aufrichtungen erfasst. Als Aufrichtung galt sowohl, wenn die
Vorderpfoten die Seitenwande des Zylinders berthrten als auch (abweichend vom
konventionellen Zylindertest (Fleming et al. 2013)) wenn die Vorderpfoten frei am

Korper blieben.

Der Zylindertest eignet sich, um den Zelluntergang in der Substantia nigra
vorherzusagen (lancu et al. 2005), denn er ist sensitiv fur das Ausmal} der

nigrostriatalen dopaminergen Dysfunktion (Hwang et al. 2005).

Nagetiere benutzen ihre Vorderpfoten fur die meisten Alltagsaktivitaten. Der
Basalganglien-Schaltkreis ist vor allem fur die Vorderpfoten- und weniger fur die

Hinterpfoten-Beweglichkeit verantwortlich (Meredith und Rademacher 2011). Zwar
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konnten wir in der F1-Gruppe im MPTP-Arm eine gesteigerte vertikale Aktivitat
feststellen, jedoch konnte nicht das Signifikanzniveau von 5 % erreicht werden. Bei
dem Vergleich des Zeitraums, wahrend dem sich die Mause im Vierpfotenstand
oder in aufgerichteter Position befanden, liel} sich kein Unterschied zwischen den 2
Gruppen feststellen. Vermutlich reichte der MPTP-induzierte dopaminerge

Zelluntergang nicht aus, um Unterschiede des Explorationsverhaltens zu bewirken.

4.2.5 Diskussion der spektrometrischen Bestimmung der Komplex-I-
Aktivitat

Die mitochondriale Dysfunktion wird mit der Entstehung vieler neurodegenerativer
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (Dupuis 2014; Hasegawa et al. 2016)
und so auch im Falle von M. Parkinson (Bose und Beal 2016). Unklar ist, ob die
mitochondriale Dysfunktion tatsachlich die Ursache oder Folge neurodegenerativer
Erkrankungen ist (Polyzos und McMurray 2017). Tatsache ist jedoch, dass sich bei
M. Parkinson-Patienten eine veranderte Komplex-I-Aktivitat feststellen lasst (Holper
et al. 2019). Im MPTP-Mausmodell 1asst sich dies simulieren, denn das Neurotoxin
MPP+ akkumuliert in den Mitochondrien der dopaminergen Zellen und ist in der
Lage, den Komplex | der Atmungskette selektiv zu hemmen (Luchtman et al. 2009).
Ebenfalls bewirkt Probenecid eine Abnahme der Komplex-I-Aktivitat. Alvarez-
Fischer et al. konnten durch Versuche an Zellen feststellen, dass Probenecid im
gleichen MalRe wie Rotenon die Komplex-I-Aktivitat reduziert. Wurden jedoch
isolierte Mitochondrien verwendet, konnte kein Einfluss von Probenecid auf den
Komplex | festgestellt werden. Somit wurde geschlussfolgert, dass Probenecid nicht
wie MPP+ direkt als Komplex-I-Inhibitor fungiert (Alvarez-Fischer et al. 2013a). In
unserer Studie lield sich zwar eine Abnahme der Komplex-I-Aktivitat im MPTP-Arm
sowohl in der FO- als auch in der F1‘-Generation nachweisen, allerdings war dieses
Ergebnis nicht signifikant. Zum einen verwendeten wir isolierte Mitochondrien, so
dass wir von keinem inhibitorischen Einfluss von Probenecid ausgehen kénnen. Die
Anzahl der Uberlebenden Mause reichte womdglich nicht aus, um das
Signifikanzniveau zu erreichen. Die Power betrug lediglich 0,13. Somit ist die

Wahrscheinlichkeit hoch, dass wir einen Typ-lI-Fehler begehen und in unserer
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Versuchsgruppe keinen Unterschied feststellen kdnnen, tatsachlich aber ein

Unterschied in der Grundgesamtheit vorliegt.

4.3 Fazit

Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob Umwelteinflisse, denen die
Elterngeneration ausgesetzt war, messbare Auswirkungen auf die Folgegeneration
haben. Wir konnten Hinweise finden, dass es auch in dem von uns gewahlten
Paradigma zu einer erhdhten Suszeptibilitdt des nigrostriatalen Systems nach

Exposition gegentber einem dopaminergen Neurotoxin kommen kann.

1. Beiden intoxikierten Mausen sowie bei ihren Nachfahren erwarteten wir
eine gleichgerichtete Veranderung ihres Verhaltens.

Tatsachlich konnten wir eine signifikante Zunahme der Lokomotion bei den
intoxikierten FO-Tieren sowie bei ihren Nachfahren feststellen, wenn diese
nach der Intoxikation gezeugt worden sind.

2. Bei den intoxikierten Mausen sowie bei ihren Nachkommen erwarteten

wir eine Verarmung des serotoninergen, adrenergen, noradrenergen
sowie dopaminergen Systems.
Wir stellten eine signifikante Abnahme der striatalen Dopamin-Konzentration
bei den intoxikierten FO-Mausen fest. Damit einhergehend fand sich bei
diesen Tieren ein erhohter striataler Dopaminumsatz. Hier konnte das
Signifikanzniveau nicht erreicht werden. Verglichen mit den naiven FO-Tieren
lie® sich ein signifikant hoherer striataler Dopaminumsatz der intoxikierten
F1‘-Tiere feststellen. Signifikante Unterschiede in der striatalen Serotonin-
oder Noradrenalin-Konzentration lieRen sich nicht messen. Allerdings fand
sich eine signifikant erhéhte Adrenalin-Konzentration im MPTP-Arm der FO-
Generation.

3. Bei den intoxikierten Mausen sowie bei ihren Nachkommen erwarteten
wir eine Aktivitatsabnahme des Komplex | der Atmungskette.

Wir konnten zwar eine Abnahme der Komplex-I-Aktivitat im MPTP-Arm

sowohl in der FO- als auch in der F1‘-Generation feststellen, dieser erreichte
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jedoch vermutlich aufgrund der geringen Gruppengrofe nicht das

Signifikanzniveau.

4.4 Ausblick

Derzeit sind unsere Ergebnisse nur deskriptiv und hypothesengenerierend. Sie
erklaren allerdings nicht mogliche epigenetische Mechanismen. Um die hinter
unseren Beobachtungen stehenden Mechanismen, wie beispielsweise

Methylierungen, festzustellen, sind weitere Studien notwendig.

Eine Erweiterung des Versuchsaufbaus sollte die Beobachtung beinhalten, wie sich
exponierte Mause im Gegensatz zu den naiven Mausen um ihre Nachkommen
kimmern. Wie in dieser Arbeit erlautert, kann es hier zu Verwechslungen zwischen

transgenerationalen Effekten und epigenetischer Vererbung kommen.

Aufgrund der hohen Mortalitat werden wir uns in Zukunft eines subchronischen
MPTP-Modells bedienen. Bei diesem Modell liel3 sich in anderen Studien keine
erhohte Tiersterblichkeit beobachten (Sedelis et al. 2001). Zudem wurde bei der
Erforschung von epigenetischer Vererbung beim M. Parkinson bislang vorwiegend
Gehirngewebe verwendet, um eine Korrelation zwischen Symptomen und dem
Methylierungsgrad nachzuweisen. Neuere Studien zeigen in Blut- und
Gehirngewebe konkordante Ergebnisse in Bezug auf die Methylierung (Henderson-
Smith et al. 2019). Diese Entdeckung erleichtert die Entwicklung von
Studienmodellen, da peripheres Blut deutlich leichter zuganglich ist als

Gehirnproben.

Der Nachweis epigenetischer Vererbung im  Zusammenhang  mit
neurodegenerativen Erkrankungen kann zur Entdeckung friher Biomarker flhren.
Inwiefern zum Beispiel 5-Hydroxymethylcytosin als diagnostischer Marker
verwendet werden kann, ist noch unklar (Sherwani und Khan 2015). Die Erkenntnis
daruber, welche Umwelteinflisse zur Pathogenese beitragen oder als protektiver
Faktor fungieren, hat wiederum Einfluss auf die Therapie. Bislang ist die Therapie
des M. Parkinson rein symptomatisch. Ein weiterfUhrender Schritt ware die
Verwendung von Medikamenten, die epigenetische Mechanismen beeinflussen.

Beispielsweise wurde die therapeutische Bedeutung von Histon-Deacetylasen bei
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neurodegenerativen Erkrankungen bereits diskutiert (Lardenoije et al. 2015; Xu et
al. 2012). Diese Entwicklungen lassen hoffen, dass flur einen Teil der Erkrankten in

Zukunft eine Kausal- anstelle einer reinen Symptomtherapie vorhanden sein wird.
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5 Zusammenfassung (deutsche Version)

Der M. Parkinson ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung. Da ein
hohes Lebensalter einen wichtigen Risikofaktor darstellt, wird sich durch die
Veranderung der Altersverteilung in den industrialisierten Landern die Pravalenz in
Europa weiterhin erhéhen. Obwohl die Erstbeschreibung des M. Parkinson bereits
200 Jahre zuriickliegt, ist die Atiopathogenese immer noch nicht vollstandig geklart.
Gesichert ist, dass genetische Komponenten bei der Krankheitsentstehung eine
Rolle spielen. Eine wichtige Beobachtung fur die Arbeit ist, dass Personen, bei
denen ein Verwandter ersten Grades an M. Parkinson leidet, ein drei- bis viermal
hoheres Risiko haben, an spateinsetzendem M. Parkinson zu erkranken.
Genetische Vererbung allein kann diese Beobachtung nicht hinreichend erklaren,
daher gehen wir davon aus, dass epigenetische Veranderungen einen Einfluss auf
die Krankheitsentstehung haben. Unter Epigenetik werden alle Veranderungen der
Genexpression verstanden, die nicht durch Veranderung der DNA-Sequenz
zustande kommen. Bis zum heutigen Tag gelang es jedoch nicht, epigenetische

Vererbung beim Menschen nachzuweisen.

Einer der etabliertesten Modelle bei der Erforschung des M. Parkinson stellt das
MPTP-Mausmodell dar. MPTP fuhrt nicht nur zu einer dopaminergen Verarmung in
der SNpc, sondern inhibiert auch selektiv den Komplex | der Atmungskette und
eignet sich daher gut, um den M. Parkinson zu imitieren. Jedoch ist ein bekanntes
Problem des Modells, dass es zum plotzlichen Tod der Tiere innerhalb der ersten
24 Stunden nach Beginn der Behandlung kommen kann. Auch unsere Studie litt
entschieden unter diesem Problem, denn wir verzeichneten eine Mortalitat von 75 %
unter den intoxikierten Tieren. Dies zwang uns von unserem urspringlichen Plan,
die F1'-Generation zu intoxikieren, abzuweichen. Eine hohe Sterblichkeit kann zu
einem systematischen Fehler fuhren, weil die Uberlebenden Mause eventuell eine

nicht reprasentative Subgruppe darstellen.

In dieser Arbeit wurde das chronische MPTP-Modell verwendet. Es wurden die
Elterngeneration (FO) sowie ihre vor (F1) und nach (F1°) Intoxikation gezeugten
Nachkommen in Bezug auf ihre Lokomotion in Form der zurlickgelegten Strecke,

ihrer Aufrichtungshaufigkeit sowie ihres Aufenthaltsortes untersucht. Ebenfalls
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wurden die Dopamin-Konzentration sowie der Dopaminumsatz, die Serotonin-
Konzentration sowie dessen Umsatz und die Adrenalin- und Noradrenalin-
Konzentration im Striatum gemessen. Schliel3lich wurde auch die Komplex-I-
Aktivitat spektrometrisch bestimmt. Dabei zeigte sich, dass eine signifikante
Lokomotionszunahme nicht nur bei den intoxikierten FO-Tieren, sondern auch bei
ihren nach Intoxikation gezeugten Nachfahren feststellbar ist. Diese Ergebnisse
passen zu der Hypothese, dass es durch die MPTP-induzierte nigrostriatale
Schadigung zu Kompensationsmechanismen kommt. Beispielsweise kommt es zur
Hochregulation postsynaptischer Dopaminrezeptoren. Aullerdem wird die
Dopaminaufnahme der Dopamintransporter herunter- und die Aktivitat der
postsynaptischen Dopaminrezeptoren heraufreguliert. Diese Hypothese bekraftigen
auch unsere Ergebnisse bezlglich der Dopamin-Konzentration und des striatalen
Dopaminumsatzes. So stellten wir eine signifikante Abnahme der striatalen
Dopamin-Konzentration bei den intoxikierten FO-Mausen fest. Bei ihren Nachfahren
in der F1'-Generation fand sich ebenfalls eine Abnahme der Dopamin-
Konzentration, allerdings erreichte diese nicht das Signifikanzniveau gegenuber der
naiven F1‘-Gruppe. Sowohl in der intoxikierten Elterngeneration als auch in den
nach Intoxikation geborenen Mausen fand sich eine Tendenz zu einem hdheren
Dopaminumsatz. Die gleichgerichteten Ergebnisse des MPTP-Armes in der FO-
sowie in der F1‘-Generation stlitzen darlber hinaus unsere Hypothese, dass
Umwelteinflisse, denen die Elterngeneration ausgesetzt sind, eine messbare

Auswirkung auf die Folgegeneration haben.

Wir fanden zudem eine signifikant erhdhte Adrenalin-Konzentration im MPTP-Arm
der FO-Generation. Dies bekraftigt die Annahme, dass die Lokomotionssteigerung

in Zusammenhang mit einer erhdhten Nor-/Adrenalin-Ausschuttung steht.

Signifikante Unterschiede in der striatalen Serotonin- oder Noradrenalin-
Konzentration lieRen sich nicht messen. Auch die gemessene Abnahme der
Komplex-I-Aktivitat im MPTP-Arm sowohl in der FO- als auch in der F1'-Generation
erreichte nicht das Signifikanzniveau, was vermutlich auf die geringe Gruppengrolie

zurlckzufihren ist.
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Zusammenfassend zeigten wir, dass die toxininduzierte Storung des nigrostriatalen
Signalwegs auf die nachste Generation Ubertragen wird. Zwar ist dieses Ergebnis
rein deskriptiv, es gibt jedoch Anreiz fur weitere Studien, die hinter unseren
Beobachtungen stehenden Mechanismen herauszufinden. Die Ergebnisse unserer
Studie bekraftigen, dass es sich lohnt, weiterhin an epigenetischen Vererbungen im
Zusammenhang mit M. Parkinson zu forschen. Dies kann zur Entdeckung friher
diagnostischer Marker, protektiver Umweltfaktoren und somit auf lange Sicht zu

einer grundlegenden Anderung der Therapie dieser Erkrankung fiihren.
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6 Zusammenfassung (englische Version)

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disease. As
age is an important risk factor, changes in the age distribution in industrialized
countries will continue to increase prevalence in Europe. Although the initial
description of Parkinson's disease dates back 200 years, aetiopathogenesis is still
not fully understood. While a genetic contribution has been clearly established, an
important observation for our study is that people in whom a first-degree relative
suffers from Parkinson's disease have a three to four times higher risk of developing
Parkinson's disease. Genetic inheritance alone cannot sufficiently explain this
observation and we assume that epigenetic changes have an influence on the
development of the disease. Epigenetics refers to all changes in gene expression
that are not caused by changes in the DNA sequence. Until today, however, it has

not been possible to detect epigenetic inheritance in humans.

The MPTP mouse model is one of the most established models to study Parkinson's
disease. MPTP not only leads to dopaminergic impoverishment in the SNpc, but
also selectively inhibits complex | of the respiratory chain and is therefore well suited
to imitate Parkinson's disease. However, a known problem of the model is that the
animals may die suddenly within the first 24 hours after the start of treatment. Our
study also suffered severely from this problem. The mortality rate was 75 % among
intoxicated animals. This forced us to deviate from our original plan to intoxicate the
F1' generation. A high mortality rate can lead to a systematic error because the

surviving mice may not be a representative subgroup.

In our study the chronic MPTP model was used. The parental generation (FO) and
its offspring produced before (F1) and after (F1') intoxication were investigated in
regard to their locomotion (travelled distance, erection frequency, exact location
within openfield). Dopamine concentration and dopamine turnover, serotonin
concentration and serotonin turnover and adrenaline and noradrenaline
concentrations in the striatum were also measured. Finally, complex | activity was
spectrometrically determined. A significant increase in locomotion was observed not
only in intoxicated FO animals but also in their offspring produced after intoxication.

These results fit the hypothesis that MPTP-induced nigrostriatal decline leads to
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compensatory mechanisms. For example, post-synaptic dopamine receptors are
upregulated. In addition, the dopamine uptake of the dopamine transporters is
reduced and the activity of the postsynaptic dopamine receptors is increased. This
hypothesis also supports our results regarding dopamine concentration and striatal
dopamine turnover. We found a significant decrease in striatal dopamine
concentration in intoxicated FO mice. Their descendants in the F1' generation also
showed a decrease in dopamine concentration but did not reach the significance
level compared to the naive F1' group. In the intoxicated parent generation, as well
as in the mice born after intoxication, a tendency to higher dopamine turnover was
found. The parallel results of the MPTP arm in both the FO and F1' generations also
support our hypothesis that environmental influences to which the parent generation

is exposed have a measurable effect on the subsequent generation.

We also found a significantly increased adrenalin concentration in the MPTP arm of
the FO generation. This supports the assumption that locomotion increase is

associated with increased nor/adrenaline release.

Significant differences in the striatal serotonin or noradrenaline concentration could
not be measured. Also, the measured decrease of complex | activity in the MPTP
arm in both the FO and F1' generations did not reach the significance level, probably

due to the small group size.

In summary, we showed that the toxin-induced disturbance of the nigrostriatal
pathway is transferred to the next generation. While this result is only descriptive, it
provides an incentive for further studies to identify the mechanisms behind our
observations. The results of our study confirm that it is valuable to continue research
on epigenetic inheritance in the context of Parkinson's disease. This could lead to
the discovery of early diagnostic markers, protective environmental factors and in

the long term a fundamental change in the treatment of this disease.
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7 Anhang

7.1 Tierversuchsantrag

o

L

Mimmmmm,
La , Umwelt
und landliche Raume
des Landes Schieswig-Holstein /

Mini: n Kr Energi L itschaft, Umwel
und lindliche Raume | Postfach 71 51 | 24171 Kiel
Ihr Antrag vom: 25.10.2013

g:rglaniel Alvarez Fischer MUSRENE SSSER St
Institut fir Neurogenetik Herr Buttchereit
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Telefon: 0431 088-7128
Campus Lubeck Telefax: 0431 988-7042
Maria-Goeppert Str. 1

23562 Libeck

Herrn Dr. B. Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

13. Dezember 2013

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrter Herr Dr. Alvarez Fischer,

gemaR § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18. Mai 2006 (BGBI. | S. 12086), zuletzt geandert durch Gesetz vom 4. Juli 2013 (BGBI.
1S. 2182), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des Versuchsvorhabens

Epigenetische Veranderungen in einem murinen
Toxin basierten Tiermodell des Morbus Parkinson

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.
Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:
1. Es dirfen bis zu 104 Mause verwendet werden.
2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Dezember 2016 befristet.
Sie kann auf formlosen, hinreichend begriindeten Antrag um ein Jahr verlangert

werden, sofern keine wesentlichen Anderungen der Genehmigungsvoraussetzungen
eingetreten sind.

Diensty de M Be 3, 5, 7 24106 Kiel | Adol-Westphah-Str. 4, 24143 Kiel | Telefon 0431 588-0 | Telafax 0431 588-7235 |
poststele@medariandsh de | www ig-holstein.de | E-Mail-Ad : Kein Zugang for el oder
Dokumente. Das Landeswappen ist gesetzlich geschitzt
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3. Leiter des Versuchsvorhabens:
Herr Dr. Daniel Alvarez Fischer

4. Seine Stellvertreterin:
Frau MSc Franca Vulinovi¢

5. Wechselt der Leiter des Versuchsvorhabens oder seine Stellvertreterin, so ist mir diese
Anderung unverziglich anzuzeigen; die Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht inner-
halb eines Monats widerrufen wird.

8. Verantwortlicher Tierarzt nach § 9 Abs. 2 Nr. 8 Tierschutzgesetz:
Herr Dr. B. Schmelting

7. Weitere Nebenbestimmungen:
Keine.

Die im Antrag gemachten Angaben sind Bestandteil dieser Genehmigung. Sofern vorste-
hend abweichende Nebenbestimmungen getroffen wurden, gehen diese den Angaben im
Antrag vor.

Die Bestimmungen des § 8 des Tierschutzgesetzes, der Tierschutz-Versuchstierverord-
nung vom 1. August 2013 (BGBI. 1 S. 3125) sowie der §§ 116 und 117 des Landesverwal-
tungsgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 2. Juni 1992 (GVOBI. Schl.-H.
S. 243) sind zu beachten.

Ich weise insbesondere darauf hin, dass Tierversuche nur durch den in § 16 der Tier-
schutz-Versuchstierverordnung genannten Personenkreis durchgefuhrt werden dirfen.

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Zustellung schriftlich oder zur
Niederschrift des Urkundsbeamten der Geschaftsstelle Klage beim Verwaltungsgericht
Schleswig-Holstein in 24837 Schleswig, Brockdorff-Rantzau-StraBe 13, erhoben werden.

Mit freundlichen GriiBen

A
i \. L }
Buttchereit
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7.2 Ubersicht der Openfield-Ergebnisse

Generation Strecke Wandab-
Baseline [cm] stand [cm]

058795 MPTP Mannlich 10300,9 11713,9
058778 | FO MPTP Weiblich 6850,3 12956,9 52
052463 | FO MPTP Mannlich 8736,6 12530,6 4,8
058780 | FO MPTP Weiblich 5784,8 23046 4,6
058782 | FO NaCl Weiblich 15160,4 8039,3 6,1
052470 | FO NaCl Mannlich 9504,7 9150,4 7
052471 | FO NaCl Mannlich 9447,3 6846,9 55
052472 | FO NaCl Mannlich 8823,2 5702,4 6,7
058794 | FO NaCl Mannlich 9999,3 10060,4 5,6
052480 | FO NaCl Weiblich 8807,6 8548,1 5,8
052481 | FO NaCl Weiblich 8434,3 8954,8 5,6
052482 | FO NaCl Weiblich 7400,9 7558,4 6,3
058777 | FO NaCl Weiblich 9216 8301,8 54
064463 | F1 MPTP Mannlich 5181,2 7,5
064464 | F1 MPTP Mannlich 6067,3 7,3
064465 | F1 MPTP Mannlich 6442,3 6,4
064468 | F1 MPTP Mannlich 6738,4 6,5
064469 | F1 MPTP Mannlich 4416,3 4,7
064470 | F1 MPTP Mannlich 5820,1 6
060651 | F1 MPTP Mannlich 6254,3 6,1
060647 | F1 MPTP Mannlich 5707,8 7,6
060650 | F1 MPTP Mannlich 5158,9 57
060648 | F1 MPTP Mannlich 3728,8 6,4
060649 | F1 MPTP Mannlich 4950,8 3,9
066600 | F1 MPTP Mannlich 5803,9 6,5
066601 | F1 MPTP Mannlich 5503,7 3,6
066602 | F1 MPTP Mannlich 6821,2 7,4
066603 | F1 MPTP Mannlich 6586,6 5,6
066590 | F1 MPTP Mannlich 6409,1 6,1
066591 | F1 MPTP Mannlich 9672,6 5,6
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065493
066587
066588
066589
062743
062744
064477
064478
064479
064475
064472
062732
062733
062734
062735
062736
062737
064471
064473
064476
062745
076130
076131
076132
076133
080689
080690
080691
080688
074131
074132
074133
074135

F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'
F1'

MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
MPTP
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl

Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Weiblich
Weiblich
Weiblich
Mannlich
Mannlich
Mannlich
Mannlich

Mannlich

7773,9
6634,8
4749,3
4455,3
9044,7
8190,4
5627,3
8795,2
8339,3
7508,9
8784,7
8546,6
9407,1
9299,5
7552,2
8135,8
8093,2
7191,9
5611
3989,6
7401,5
10240,5
11554,3
10240,5
8625,2
11051,8
14457,2
6252,8
8895,6
9335,2
8882,1
7020,3
7709,2

4,2
4.8
6,1
5,6
73
57
3,6
6,5
4,7
4,6
5,1
4,1
6,1
6,3
4.8
6,1
6,5
4,6

5,1
7,2
59
8,3
7,5
5,1
5,2

2,7
4,6
59
6,6
7,1
7,1
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074123 | F1' NaCl Mannlich 13180,5 55
074124 | F1' NaCl Mannlich 8812,2 5,6
074125 | F1' NaCl Mannlich 7215,2 58
074126 | F1' NaCl Mannlich 9689,3 5,1
074130 | F1' NaCl Weiblich 3555,4 4,2
074134 | F1' NaCl Weiblich 4588,5 7

074137 | F1' NaCl Weiblich 6123,5 4,9
078788 | F1' NaCl Weiblich 6353,5 52
078789 | F1' NaCl Weiblich 8565 6,9
078790 F1' NaCl Weiblich 7314,8 58
078793 | F1' NaCl Weiblich 5825,4 59
078794 | F1' NaCl Weiblich 71041 6,4
078795 |F1' NaCl Weiblich 7681,7 6,8
078787 | F1' NaCl Mannlich 7745,7 59
078791 | F1' NaCl Mannlich 5918,8 54
078792 | F1' NaCl Mannlich 5932,3 6,3
074127 | F1' NaCl Weiblich 6576,1 52
074128 | F1' NaCl Weiblich 4389,7 54
074129 | F1' NaCl Weiblich 4974,3 6,9

Tabelle 2: Ubersicht Openfield

Im Openfield-Versuch wurden folgende Parameter bestimmt: Zuriickgelegte
Strecke der FO-Mé&use vor Injektion von MPTP/Probenecid bzw. physiologischer
Kochsalzlésung (NaCl) (Baseline [cm]), zuriickgelegte Strecke der FO-Mé&use nach
Injektion von MPTP/Probenecid bzw. physiologischer Kochsalzlésung (NaCl),
zurtickgelegte Strecke der restlichen Mé&use (Strecke [cm]) sowie durchschnittlicher
Abstand der Mduse zur Wand des Openfield-Kéfigs (Wandabstand [cm]).
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7.3 Abkiirzungsverzeichnis

a Alpha

A Ampere

Abb. Abbildung

ADORA2A Adenosin-A2A-Rezeptor
ANOVA Analysis of variance

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Kohlenstoff

ca. circa

C23H2206 Rotenon

cm Zentimeter

CoA Coenzym A

COMT Catechol-O-methyltransferase
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin
CS Citrat-Synthase

CYP2E1 Cytochrom P450 2E1

Cxl Komplex |

D1 bzw. D2 D1- bzw. D2-Dopaminrezeptor
DA Dopamin

DAT Dopamintransporter

d. h. das heif3t

DNA Deoxyribonucleic acid

DOPAC 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid
DTNB 5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure
EDTA Ethylendiamintetraacetat



GABA
Gpe
Gpi
HCI
HCIO4
5hmC
5-HIAA
H20
HPLC
5-HT
HVA
IVC
KCN

kg

KG
KHCOs

LRRK2

=z 23 3 T

MAO-B

min

Filialgeneration
Erdbeschleunigung

Gramm
Gamma-Aminobuttersaure
Globus pallidus externus
Globus pallidus internus
Wasserstoffchlorid
Perchlorsaure
5-Hydroxymethylcytosin
5-Hydroxyindoleacetic acid
Wasser

High performance liquid chromatography
Serotonin, 5-Hydroxytryptamin
Homovanillinmandelsaure
Individually ventilated cage
Kaliumcyanid

Kilogramm

Kdrpergewicht
Kaliumhydrogencarbonat
Liter

Leucine-rich repeat kinase 2
Mikro-

Meter

Muilli-

Molar

Morbus

Monoaminooxidase B

Minute
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MIiRNA
MPDP+
MPP+
MPPP
MPTP

NaCl
NADH
NST
OAA

p-Wert
RBD
RNA
rpm
SAM
SEM
SNpc
SNpr

u. a.

VMAT
VS.
VTA
ZNS

microRNA
1-Methyl-4-phenyl-1,2-dihydroxypyriniumion
1-Methyl-4-phenyl-pyridin
1-Methyl-4-phenyl-4-propion-oxy-piperidin
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
Anzahl

Nano-

Stoffmenge

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotidhydrogen
Nucleus subthalamicus

Oxaloacetic acid

Negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Signifikanzwert

Rapid eye movement sleep behavior disorder
Ribonucleic acid

Revolutions per minute
S-Adenosyl-Methionin

Standard error of the mean

Substantia nigra pars compacta

Substantia nigra pars reticularis

siehe oben

unter anderem

Volt

Vesikularer Monoamintransporter

versus

Ventrales tegmentales Areal

Zentralnervensystem
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