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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Morbus Parkinson

Morbus Parkinson (M. Parkinson) ist die zweithdufigste neurodegenerative
Erkrankung nach der Demenz vom Alzheimer-Typ (Jellinger 2005). Die
Erkrankung fihrt zu einer starken Einschrankung der Lebensqualitat und war im
Jahr 2016 verantwortlich fur 3.2 Millionen DALYs (disability adjusted life years).
Die globale Krankheitslast, also die Zahl von Menschen mit M. Parkinson, stieg
von 2.5 Millionen im Jahr 1990 auf 6.1 Millionen im Jahr 2016 (Ray Dorsey et al.
2018). Dieser Zuwachs ist zu einem grof3en Teil auf die wachsende Zahl alterer
Menschen zurtickzufiihren, welche typischerweise an M. Parkinson erkranken. Ein
Grolteil der M. Parkinson-Félle tritt im Alter sporadisch auf (auch idiopathisches
Parkinson-Syndrom genannt), etwa 5-10% der Falle werden durch einen Defekt in
einem einzelnen Gen hervorgerufen (Deng et al. 2018). Sowohl bei der
idiopathischen, als auch der genetischen Form kommt es in Folge einer, bisher
nicht ganzlich verstandenen, mitochondrialen Dysfunktion zur vermehrten
Entstehung freier Radikale (Chen et al. 2019). Es zeigen sich charakteristische
neuronale Einschlisse s. g. Lewy-Korperchen; zytoplasmatische Ablagerungen
aus alpha-Synuclein, Neurofilamenten, Ubiquitin (Spillantini et al. 1997) und
Lipidaggregaten (Shahmoradian et al. 2019). Histopathologisch lasst sich ein
Untergang dopaminerger Neurone nachweisen, vorwiegend in einer Region des
Mittelhirns: der pars compacta der substantia nigra (Hirsch et al. 1988; Jenner et
al. 1996). Der Neurotransmitter Dopamin ist elementar fur die Signalibertragung
in den Basalganglien, welche bei der Initiation und Koordiation von Bewegungen
eine grol3e Rolle spielen. Sind etwa 50-70 % der dopaminergen Neurone zu
Grunde gegangen (Barzilai et al. 2003), fuhrt der Mangel an Dopamin zu den
extrapyramidal-motorischen Leitsymptomen Bradykinese, Rigor, Ruhetremor und
posturale Instabilitdt (Gelb et al. 1999). In der Therapie dieser Symptome kommen
vorrangig Levo-Dopa (L-Dopa), ein synthetisches Vorprodukt von Dopamin,
Dopaminagonisten, Monoaminooxidase-B- (MAO-B-) Hemmer und Catechol-O-
Methyltransferase- (COMT-) Hemmer zur Anwendung. Die wirksamste, wenn auch
mit motorischen Komplikationen verbundene, Therapie mit L-Dopa ist durch die
individuelle Ansprechbarkeit des Patienten begrenzt und wirkt ausschlieflich
symptomatisch: sie beschrankt sich auf die Zufuhr eines vermindert synthetisierten
Stoffes (Barbeau 1969; Deutsche Gesellschaft fur Neurologie 2016).
1



Einleitung
Trotz jahrelanger Forschung an verschiedenen Organismen wurde die
Pathogenese des M. Parkinson bis heute nicht ganzlich durchdrungen. Diese
Arbeit soll dazu beitragen, die zugrundeliegenden Ursachen der mitochondrialen
Dysfunktion bei M. Parkinson aufzuklaren, um perspektivisch eine ursachliche
Behandlung zu ermoéglichen. Ein umfassendes Verstandnis dieser Erkankung ist
insbesondere vor dem Hintergrund des demographischen Wandels von

aussergewohnlicher Bedeutung.

1.2. Heriditarer Morbus Parkinson

Den genetisch bedingten Formen des M. Parkinson kdnnen Mutationen in den so
genannten PARK-Genen zu Grunde liegen. Viele dieser codieren fiir Proteine,
welche eine entscheidende Rolle fir die Funktionsfahigkeit der Mitochondrien
spielen. Dies unterstreicht die Schlisselstellung der Mitochondrien in der
Pathogenese des M. Parkinson (Grunewald et al. 2019). Einige Mutationen fuhren
zur Auspragung des so genannten ,early-onset“-Parkinson. Dieser ist durch ein
Erkrankungsalter vor dem 40. Lebensjahr charakterisiert (Puschmann 2013). Als
Ursache fur den ,early-onset“-Parkinson sind autosomal rezessive Mutationen in
folgenden PARK-Genen bekannt (Marras et al. 2016): PARK-Parkin (PARK2)
(Kitada et al. 1998), PARK-PINK1 (PARKG6) (Valente et al. 2004) und PARK-DJ-1
(PARKY) (Bonifati et al. 2003). Etwa 13 % der frih auftretenden Formen des M.
Parkinson sind auf Mutationen in diesen drei Genen zurlick zu fihren (Kasten et
al. 2018). Da die genetischen Formen dem sporadischen M. Parkinson klinisch
sehr &hneln, kénnen sie jedoch als Krankheitsmodell fur die haufiger auftretenden
Formen dienen und Aufschluss geben U(ber die zugrundeliegenden

pathophysiologischen Mechanismen.

Diese Arbeit beschatftigt sich vorrangig mit einer Form des M. Parkinson, welche
durch ein mutiertes PINK1-Gen vererbt wird. Bis heute sind Uber 60 Mutationen im
PINK1-Gen beschriecben worden. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 32
Jahren, die Erkrankung schreitet langsam fort und es zeigt sich ein gutes
Ansprechen auf die Therapie mit L-Dopa (Kasten et al. 2018). Dem humanen
PINK1-Gen entsprechend, wurde ein homologes Gen in der Fliegenart Drosophila
melanogaster (DM) indentifiziert: pinkl. Es liegt auf dem X-Chromosom, welches
in der Fliege dem ersten Chromosom entspricht, und codiert fur die ubiquitar
exprimierte PTEN-induced putative kinase 1 (Park et al. 2006; Clark et al. 2006).
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Das PINK1-Gen ist aufgrund seines bereits identifizierten homologen Gens im
Tiermodell sowie des genau beschriebenen pathologischen Phanotyps besonders

fur weitere Forschung pradestiniert.

1.3. Drosophila melanogaster als Tiermodell

Viele der genannten Gene, so zum Beispiel PINK1, finden sich nicht nur im
menschlichen Genom, sondern auch in dem hier verwendeten Tiermodell DM.
Diese Fliegenart ist fur die Erforschung genetischer Erkrankungen besonders
geeignet, da sich fur etwa 77 % aller getesteten ,menschlichen Krankheitsgene®
eine homologe Sequenz auf einem der vier Chromosomen der Fliege identifizieren
lasst (Reiter et al. 2001). Zahlreiche Fliegenstamme mit genau beschriebenen
Phanotypen sind als bewéahrte Krankheitsmodelle verfligbar (Pandey et al. 2011).
Eine weibliche Fliege legt im Laufe ihres Lebens etwa 2000 Eier. Die
Generationsdauer ist mit 10 Tagen im Vergleich zu anderen Tiermodellen kurz.
Daher ist es mdglich, eine grof3e Anzahl an Fliegen gleichzeitig zu halten. Die

physiologische Lebensdauer der Fliegen betragt 6-10 Wochen (Jennings 2011).

Fir die tagliche Arbeit mit DM stehen nutzliche Werkzeuge zur Verfligung. So
genannte ,Balancer“-Chromosomen tragen Inversionen, also um 180° gedrehte
Abschnitte der Desoxyribonukleinsdure (DNS). Sie sind essentiell fir den Erhalt
der Stamme im Labor: tragen die Fliegen Mutationen, die sich homozygot todlich
oder heterozygot steril auspragen, ermdglichen Balancer das Uberleben bzw. die
Vermehrung ohne Verlust der Mutation (Abbildung 1 (Abb.)) (Roote et al. 2013).

Pink18° x Balancer pink18°
Balancer Y Balancer

pink1® Experimente %ﬁ

Y
Balancer grhalt des Stammes “ﬁgy
Y

Balancer Redundant ﬁﬁ
Balancer

Erhalt des Stammes aggﬁ

Abbildung 1: Die Funktion von Balancer-Chromosomen am Beispiel der pink1%°-Mutation

Die Darstellung zeigt vereinfachend nur das erste Chromosom, welches die pink1-Mutation trdgt. Mithilfe
von Balancern und an sie gekoppelte Marker ist es méglich, den Stamm zu erhalten und die Pink1-Mutation
bei der Kreuzung von Generation zu Generation zu tragen. Durch die sich phdnotypisch ausprdgenden
Marker kann man auf die genetische Ausstattung jeder Fliege schliefSfen und die Mutation (iber mehrere
Generationen hinweg verfolgen. Je nach Genotyp werden die Fliegen entweder zum Erhalt des Stammes
weiter gekreuzt, flir die Versuche genutzt oder verworfen.
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Je nach Vorliegen eines oder mehrerer Balancer-Chromosomen verandern die
daran gekoppelten Marker den Phanotyp, z. B. durch unterschiedliche
Augenfarben oder Fligelformen. So ist eine Unterscheidung zwischen den
verschiedenen Genotypen rein auf3erlich moglich (Roote et al. 2013). Das

erleichtert die Sortierungen und Paarungen fur die Zichtungen im Labor.

1.4. Das PINK1-Gen und die Funktion des PINK1-Proteins

Das Protein PINK1 wird durch das PINK1-Gen codiert und besteht aus zwei
Domanen. Die eine enthalt die Signalsequenz, die es zu den Mitochondrien lenkt
(Valente et al. 2004). Dort wird PINK1 gespalten und Uber die Translokase der
ausseren und Translokase der inneren Mitochondrienmembran (TIM/TOM-
Komplex) in die Mitochondrien geleitet (Lazarou et al. 2012). Die andere Domane
ist eine Serin/Threonin-Kinase, die verschiedene Phosphorylierungsfunktionen in
der Zelle tbernimmt (Valente et al. 2004; Durcan et al. 2015).

PINK1 hat wichtige Aufgaben: Gemeinsam mit der Ubiquitin-Ligase Parkin
kontrolliert es Integritat und Funktion der Mitochondrien und leitet, wenn notig, die
Degradierung, also den Abbau, geschadigter Mitochondrien ein (Park et al. 2006;
Clark et al. 2006; Yang et al. 2006). Diese Qualitatskontrolle ist komplex, denn
Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle fur den Energiehaushalt, das
zellulare Gleichgewicht (Homdoostase) und die Degradierung dysfunktionaler
Proteine (Pilsl et al. 2012; Leites et al. 2018).

Sind die Mitochondrien intakt (Abb. 2A) und kann das Membranpotential
aufrechterhalten werden, wird PINK1 in die Mitochondrien geleitet. Bei dem Eintritt
durch den TIM/TOM-Komplex wird das ganzheitliche Protein von der Protease
PARL (presenilin-associated rhomboid-like protein) in zwei Fragmente gespalten
(Seok et al. 2010). Einige Fragmente bleiben in den Mitochondrien und sind dort
als Kinasen in der inneren Mitochondrienmembran an verschiedenen Vorgangen
beteiligt. Andere Fragmente werden wieder in das Zytosol exportiert. Dort werden
sie entweder proteasomal degradiert oder binden an Parkin, um dessen
Translokation in die Mitochondrien und damit den mitochondrialen Abbau zu
unterdriicken. Die Konzentration des ganzheitlichen PINK1-Proteins im Zytosol ist
bei Abwesenheit zellularen Stresses also niedrig (Okatsu et al. 2012; Fedorowicz
et al. 2014).
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Sind die Mitochondrien dagegen z. B. aufgrund vermehrten zellularen Stresses
nicht intakt, so findet eine Depolarisation des Membranpotentials statt (Abb. 2B)
(Geisler et al. 2010; Matsuda et al. 2010). Der fur den Import von PINK1
notwendige Protonengradient Uber die innere Mitochondrienmembran kann nicht
aufrechterhalten werden. PINK1 wird nicht in die Mitochondrien transloziert und
gespalten. Durch die Akkumulation des ganzheitlichen PINK1-Proteins an der
ausseren Mitochondrienmembran wird dessen Autophosphorylierung eingeleitet
(Seok et al. 2010; Okatsu et al. 2012). Daruiber hinaus phosphoryliert PINK1 die
Ubiquitinmolekile am Serin-65 und auch das im Zytosol befindliche Parkin,
wodurch dieses aktiviert und zu den Mitochondrien geleitet wird (Geisler et al.
2010; Lazarou et al. 2012; Okatsu et al. 2018). Das bis dahin inaktivierte Parkin
Ubertragt Ubiquitinmolekiile auf diverse membranstandige Proteine, inklusive sich
selbst (Harper et al. 2018). Dadurch initiiert Parkin im Anschluss an seine PINK1-
abhangige Aktivierung den Untergang der defekten Mitochondrien per Autophagie
(s.g. Mitophagie, Abb. 2C) (Lemasters 2005; Durcan et al. 2015). Dieser Vorgang
stellt einen wirkungsvollen Kontrollmechanismus dar: geschadigte Mitochondrien
werden erkannt und ihr Untergang eingeleitet, um die jeweilige Zelle zu schitzen.

Physiologisch nimmt Mitophagie im Alterungsprozess zu (Cornelissen et al. 2018).
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Abwesenheit von Stress

I\ @ Mitochondrium Ubiquitin
Ganzheitliches
PINK1 L Phosphat
I Gespaltene )
. PINK1-Anteile ‘ Membranprotein
ig 8 . ' H Parkin U Proteasom
@y
Anwesenheit von Stress

Abbildung 2: Die Rolle von PINK1 im PINK1/Parkin-Signalweg

In Abwesenheit zelluléren Stresses (A) wird PINK1 in die Mitochondrien geleitet und in zwei Fragmente
gespalten. Das eine  bleibt in der inneren  Mitochondrienmembran und  {ibernimmt
Phosphorylierungsfunktionen in der Atmungskette. Das andere Fragment wird zuriick in das Zytosol
geschleust. Dort bindet es entweder proteasomal abgebaut oder bindet Parkin. In Anwesenheit zellulédren
Stresses (B) kann PINK1 nicht in die Mitochondrien importiert werden. Es akkumuliert in seiner
ganzheitlichen Form an der dufieren Mitochondrienmembran und phosphoryliert dann Parkin, Ubiquitin und
sich selbst. Parkin wird dadurch aktiviert, bindet an PINK1 und ubiquitiniert anschliefend diverse
membransténdige Substrate. Diese Ubiquitinierung leitet die proteasomale Degradierung des
dysfunktionalen Mitochondriums ein (C).

Dieser Kontrollmechanismus versagt, wenn eine Loss-of-function-(LOF-) Mutation
in der Kinase-Doméne von PINK1 vorliegt (Valente et al. 2004; Park et al. 2006;
Matsuda et al. 2010). Parkin wird in diesem Fall nicht rekrutiert, die
dysfunktionalen Mitochondrien kénnen nicht eliminiert werden und es entstehen
freie Radikale wie Hyperoxidanionen, Hydroxylradikale und Hydrogenperoxid,
welche die Zellen schadigen und deren Untergang herbeifihren (Greenamyre et
al. 1999; Park et al. 2006). Das Enzym Superoxiddismutase-2 (SOD-2) dient der

Entgiftung freier Radikale. Seine Expression wird bei Bedarf gesteigert (McCord et
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al. 1969; Jenner et al. 1996). Eine exogene Zufuhr &hnlich entgiftend wirkender

Stoffe wird als therapeutische Option in Erwdgung gezogen (Biosa et al. 2018).

Daruiber hinaus ist PINK1 in einem Parkin-unabhangigen Signalweg wichtig fur die
effiziente Energiegewinnung durch eine funktionierende Atmungskette (Abbildung
3). Mithilfe von vier in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten
Atmungsketten-Komplexen (I-1V) und der ATP-Synthase wird hier der Grol3teil der
fur die zellularen Vorgange bendtigten Energie in Form von Adenosintriphosphat
(ATP) produziert. Elektronen, die bei der Verstoffwechselung von Zuckern und
Fetten im Citratzyklus entstehen, kénnen Uber zwei Wege in die Atmungskette
geschleust werden: entweder von dem Elektronencarrier NADH auf den Komplex |
oder -weniger effizient- von FADHz auf Komplex Il (Saraste 1999; DiMauro et al.
2003; Spektrum.de).

CIv

120, | H0 ATP syinthase
+ 2H*
NADH | NAD*  FADH, FAD
ADP H* ATP
oxidierte Form O reduzierte Form - -- Elektronentransport

Abbildung 3: Die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran

Die Elektronen von NADH werden (iber Komplex I, die von FADH: iiber Komplex Il in die Atmungskette
eingeschleust. Durch die Weitergabe der Elektronen in Redoxreaktionen entsteht Energie, welche von den
Komplexen I, Ill, IV fiir den Transport von Protonen entgegen ihrem Gradienten in den Intermembranspalt
genutzt wird. Bewegen sich die Protonen durch den Kanal der ATP-Synthase entlang ihres Gradienten zurlick
in den Matrixraum, wird wiederum Energie frei, die fiir die Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt wird.
UQ = Ubiquinon. Modifiziert nach (Vos 2012)

In verschiedenen Organismen konnte gezeigt werden, dass PINK1 in den
Mitochondrien die Untereinheit NdufAl1l0 des Komplex | der Atmungskette
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung ist essenziell fiur die effiziente

Funktionsweise des ersten Atmungskettenkomplexes. Bei PINK1-Mutanten findet
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diese Phosphorylierung am Serin-250 nicht statt. Die Folge ist eine
eingeschréankte reduzierende Wirkung des Komplex | auf Ubiquinon und es kann
weniger ATP produziert werden (Morais et al. 2014). Dopaminerge Neuronen
gehdhren aufgrund ihrer sehr verzweigten Axone zu den Zellen mit besonders
hohem Energiebedarf. Das macht sie anféallig fur einen Abfall der
Energiebereitstellung, z. B. im Rahmen einer Parkinson-Erkankung (Ge et al.
2020).

Neuerdings wird PINK1 dartber hinaus auch eine immunmodulierende Funktion
auf die mitochondriale Antigenprasentation zugeschrieben, wehalb auch ein
autoimmunes Geschehen als Teil der Pathophysiologie in Erwéagung gezogen wird
(Matheoud et al. 2019).

1.5. Phanotyp der pinkl-mutierten Fliegen

Aufgrund der erwahnten Vorteile der genetischen Ahnlichkeit und verhaltnismaRig
einfachen Handhabung im Labor, stammen viele der relevanten Erkenntnisse zu
genetisch bedingtem M. Parkinson aus dem Tiermodell DM. Insbesondere die drei
Arbeitsgruppen Yang et al., Clark et al. und Park et al. legten im Jahr 2006 den
Grundstein fur das bisherige Verstandnis der Erkrankung und sollten hier
gesondert Erwahnung finden. Sie beschrieben verschiedene pathophysiologische
und phanotypische Veranderungen der pink1B9-Mutanten (im Folgenden auch B9-
Fliegen genannt).

Die Mutanten zeigen deutlich erniedriegte ATP-Level, eine verklrzte Lebenszeit
sowie die Degeneration von Flugmuskulatur und dopaminergen Neuronen (Yang
et al. 2006). Daruber hinaus konnte eine Sterilitat der mannlichen Fliegen, Defekte
in der mitochondrialen Morphologie und eine gesteigerte Sensitivitat gegeniuber
verschiedenen Stressfaktoren festgestellt werden (Clark et al. 2006). Aus diesen
Erkenntnissen folgte die Schlussfolgerung, dass der Bewegungsstorung
ursachlich eine mitochondriale Dysfunktion zugrunde liegt und Pinkl in einem
gemeinsamen Stoffwechselweg mit Parkin agiert, welcher flr die mitochondriale

Qualitatskontrolle verantwortlich ist (Park et al. 2006).

In Ergdnzung mit weiteren Ergebnissen, lassen sich die erniedrigten ATP-Level
auf die essenzielle Funktion von Pinkl fur eine effiziente Atmungskette in den
Mitochondrien zurtckfihren (Morais et al. 2009). Die Komplex I-Dysfunktion

erklart auch die erhohte Sensitivititt gegeniber Stress, da sie zu einer
8
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mitochondrialen Depolarisation fuihrt (Morais et al. 2009). Da der Energiebedarf
der Zellen in verschiedenen Geweben nicht gedeckt werden kann, kommt es zum
Beispiel zur Degeneration der Flugmuskulatur und damit bei einem Grol3teil der
Fliegen zum Verlust der Flugfahigkeit. Die in pinkl-Mutanten fehlende
mitochondriale  Qualitatskontrolle erklart die beschriebene fragmentierte
Morphologie der mitochondrialen Christae-Struktur und die fehlerhafte
Spermatogenese, welche zur Sterilitdt der Mannchen fuhrt. Neuere Studien
beschreiben auch in DM die bei M. Parkinson-Patienten beobachteten Lern- und
Gedachtnisverdnderungen sowie einen verédnderten zirkadianen Rhythmus mit
erhohter Tagesschlafrigkeit (Julienne et al. 2017; Doktor et al. 2018).

Die meisten dieser pathologischen Phanotypen, inklusive der erniedrigten
Dopaminlevel, kdnnen durch den Einbau und die Uberexpression des humanen
PINK1 behoben werden. Dies spricht fir eine funktionelle Konservierung von
PINK1 im Laufe der Evolution und unterstreicht dessen Bedeutung (Clark et al.
2006; Park et al. 2006; Yang et al. 2006). Daruiber hinaus gibt es zahlreiche
weitere Manipulationen, welche Uber eine Steigerung der Effizienz der
mitochondrialen Qualitatskontrolle oder der Atmungskette zu einer partiellen oder
vollstandigen Wiederherstellung des gesunden Phanotyps in DM flhren: die
Uberexpression von Afadin 6, einem Protein was mit Parkin interagiert, sowie von
Atgl (AuTophaGyl), einer Serin/Threonin-Kinase mit Funktion in der Bildung von
Autophagosomen, fiuhren zur  Wiederherstellung der  mitochondrialen
Qualitatskontrolle und somit zu einer Verbesserung der motorischen Defizite und
der Lebensdauer pinkl-mutierter Fliegen (Kawamata et al. 2008; Basil et al.
2017). Eine Besserung ist ebenfalls bei gesteigerter Expression des
mitochondrialen Teilungsfaktors Drpl (Poole et al. 2008; Ma et al. 2018) zu
beobachten, oder wenn die Fliegen mit Resveratrol, einem Mitophagie-férdernden
Bestandteil der Haut von Weintrauben, gefiuttert werden (Wu et al. 2018). Die
Expression der phosphomimetischen Komplex-I-Untereinheit NdufA10S259P stellt
den physiologischen Phanotyp durch eine Steigerung der Atmungsketteneffizienz
ebenso wieder her (Morais et al. 2014) wie die Expression der NADH-
Dehydrogenase der Hefe, einem Aquivalent zu Komplex | (Vilain et al. 2012).
Auch die Bestrahlung mit Infrarotlicht der Wellenlange 808 nm (Vos 2013) oder die
Zufuhr des Elektronencarriers Vitamin K2 (Vos et al. 2012) ermoglichen eine

Wiederherstellung der Atmungsketteneffizienz in DM. Die Wirksamkeit einer
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therapeutischen Vitamin K2-Substitution wird derzeit im Rahmen einer klinischen
Studie des Lubecker Instituts fir Neurogenetik untersucht. Darliber hinaus wurde
bisher keiner dieser potenziellen therapeutsichen Ansétze erfolgreich an anderen

Tiermodellen oder dem Menschen getestet.

Fur pinkl-mutierte Fliegen wurden also bereits mehrere genetische und
pharmakologische Modifikationen beschrieben, die einen positiven Einfluss auf
den pathologischen Phéanotyp zeigen. Sie behandeln jedoch entweder singular die
mutationsbedingt gestdrte Mitophagie oder die Insuffizienz der Atmungskette. Wie

diese beiden Stoffwechselwege zusammen hangen bleibt zunéchst unklar.

1.6. Lipidstoffwechsel in pinkl-mutierten Fliegen

Neurodegenerative Prozesse konnen mit einer Veranderung in der
Lipidhomdostase einhergehen (Hartmann et al. 2007). Lipiden wird auch in der
Pathogenese des M. Parkinson eine entscheidende Rolle zugeschrieben (Xicoy et
al. 2019). Meine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Substitution des Fettes
Cardiolipin in pink1-Mutanten ebenfalls zu einer Wiederherstellung des gesunden
Phanotyps fuhrt. Cardiolipin ist ein fir die innere Mitochondrienmembran
spezifisches Lipid und steigert die Ubertragung der Elektronen von Komplex | auf
Ubiquinon. Den gleichen Effekt erzielt die Hemmung der Fettsauresynthase
(FASN), in dessen Folge der Gehalt an Cardiolipin steigt (Vos et al. 2017).

Auch andere Lipide konnten eine Rolle spielen. So wurde im Blutplasma von
Patienten mit M. Parkinson eine erhéhte Konzentrationen verschiedener Lipide,
u. a. der s.g. Ceramide, festgestellt (Mielke et al. 2013). Diese Beobachtung
bestétigte sich ebenso in postmortal untersuchtem Hirngewebe der Patienten
(Abbott et al. 2014). Innerhalb der Gruppe der Lipide gewinnen insbesondere
Ceramide in der Diskussion Uber die Pathophysiologie des M. Parkinson an
Bedeutung. Unklar bleibt bisher, ob es sich bei den veranderten
Ceramidkonzentrationen um eine Ursache oder Folge des M. Parkinson handelt
(Plotegher et al. 2019). Neuerdings wird dariber nachgedacht, Ceramide als

messbare Biomarker des M. Parkinson zu nutzen (Kurz et al. 2019).

Auch die Untersuchungen des Ceramidgehaltes im Zusammenhang mit dem
Pinkl-assoziierten M. Parkinson weisen Aufféalligkeiten auf. So konnte in den
Gehirnen von Pink1”-Mausen mit zunehmendem Alter eine Steigerung des

Ceramidgehaltes gezeigt werden (Torres-Odio et al. 2017). Wir konnten
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nachweisen, dass auch in den Mitochondrien Pinkl-mutierter embryonaler
Mausefibroblasten (MEF) einen signifikant erhdohter Gehalt an Ceramiden,
insbesondere der Kettenlange C16, vorliegt (Vos et al. 2017). Diese Erkenntnisse
legen einen Zusammenhang zwischen dem Ceramidstoffwechsel und der pink1-
assoziierten mitochondrialen Dysfunktion nahe, welcher im Rahmen dieser Arbeit
naher beleuchtet werden soll. Aufgrund der evolutiondren Konservierung von
PINK1 kann angenommen werden, dass die Ceramidlevel in pinkl-mutierten

Fliegen ebenfalls erhdht sind.

Ceramide konnen in unterschiedlicher Kettenlange vorliegen. Manche sind
Vorstufen von Sphingolipiden und spielen eine wichtige Rolle als Signalmolekule
und im Aufbau von Membranen (Kota et al. 2014; Castro et al. 2014; Plotegher et
al. 2019). Die Kettenlange C16 wird mit mitochondrialen Defekten in Verbindung
gebracht: einer ineffizienten Energiegewinnung, einer gesteigerten Produktion
freier Radikale, sowie einem reduzierten Membranpotential. Die Akkumulation von
Ceramiden fuhrt zu einer ceramid-induzierten Mitophagie (Kogot-Levin et al. 2014;
Lin et al. 2018), gesteigerter Phagozytose sowie entziindlichen Prozessen und
wird deshalb als eine Ursache der Neurodegeneration gehandelt (Plotegher et al.
2019).

Die Ceramidmolekile werden Uber drei verschiedene Stoffwechselwege

synthetisiert bzw. wiederverwertet (Abbildung 4:) (Kitatani et al. 2008).
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Dihydroceramide-

desaturase . Cerebrosidase
Ceramid <——3  Glucosylceramid
A Glucosylceramid-
synthase
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wertung Sphingosin

. — Sphingosin-1-Phosphat-
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Abbildung 4: Der Ceramidstoffwechsel

Ceramide entstehen (iber drei Stoffwechselwege: Uber die Neusynthese aus den Edukten Palmitoyl-Coenzym
A und Serin, (iber die Hydrolyse bestehenden Shingomyelins und (iber die Wiederverwertung von Sphingosin
(modifiziert nach Melissa Vos).

Mdglicherweise stellen Ceramide die gemeinsame Verbindung der in pinkl1-
Mutanten beschriebenen Phéanomene der defekten Mitophagie und reduzierten
Atmungsketteneffizienz dar. In dieser Arbeit werden deshalb Wirkstoffe getestet,
die verschiedene Enzyme des Ceramidstoffwechsels inhibieren. Dies kdnnte
Aufschluss geben Uber einen mdglichen Zusammenhang zwischen einem
erhohtem Ceramidgehalt und der mitochondrialen Dysfunktion in pinkl-mutierten

Fliegen.
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1.7. Reduzierte Penetranz der pink1l-Mutation

Im Rahmen der taglichen Laborarbeit konnten wir beobachten, dass auch unter
den pinkl-Mutanten Fliegen sind, die fliegen konnen. Der Anteil dieser trotz
vorliegender Mutation flugfahigen Fliegen liegt bei etwa 10 %. Die pink1l-Mutation
fuhrt also nicht in jedem Fall zu der Auspragung des pathologischen Phanotyps.
Dieses Phanomen nennt sich ,reduzierte Penetranz®. ,Penetranz® beschreibt
dabei den Anteil der Trager*innen einer pathogenen Mutation, welcher klinische
Symptome entwickelt (Finegold 2019). Im Falle der pink1l-mutierten Fliegen bildet
sich die Erkankung zu etwa 90 %, also einer sehr hohen, aber nicht vollstandigen

Penetranz aus.

Viele genetische Erkrankungen des Menschen, auch der genetische M. Parkinson,
zeigen eine reduzierte Penetranz. Das heil3t, die Erkrankung manifestiert sich
entweder gar nicht oder mit deutlich verzégertem Erkrankungsalter. Dabei wird die
Penetranz meist beeinflusst durch das Alter, die Umwelt, den jeweiligen Lebensstil

und die weitere genetische Ausstattung (Cooper et al. 2013; Zanon et al. 2018).

Da die Umweltbedingungen der Laborfliegen untereinander vergleichbar sind,
gehen wir davon aus, dass es vorrangig genetische Einflisse sind, die zu der
unterschiedlichen Penetranz fiilhren. Ein Teil der Arbeit beschaftigt sich deshalb
mit der Frage, welche protektiven genetischen Mechanismen diese 10 % der

Fliegen vor der Auspragung der Erkrankung schutzen.

Durch die relativ neue Mdglichkeit der schnellen und bezahlbaren DNA-
Sequenzierung (next-generation-sequencing) wurde in den letzten Jahren auch in
gesunden Menschen eine hohe Zahl an potenziell pathogenen Mutationen
festgestellt. Die Identifikation und das Verstandnis der Einflussfaktoren, welche
Erkrankungsalter und Penetranz einer genetischen Erkrankung beeinflussen, hat
also eine grofRe Bedeutung fur die Friherkennung und Prognostik. Es ist auch
denkbar, dass so in Zukunft das Manifestationsalter einer genetischen Erkankung
verzogert oder die Entwicklung der Krankheit ganzlich verhindert werden kann
(Zanon et al. 2018).
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1.8. Zielsetzung

Die Projekte dieser Arbeit beschéftigen sich beide mit der Mutation pinkl1,
beleuchten jedoch verschiedene Aspekte. Einerseits werden die Folgen der
Mutation auf molekulare Prozesse, insbesondere im Hinblick auf den
Ceramidstoffwechsel, betrachtet. Andererseits scheint es genetische Faktoren zu
geben, die Einfluss auf den Zeitpunkt der Manifestation und die Starke der
Auspragung der Erkrankung haben. Anhand des Tiermodells DM sollen diese
Mechanismen und Einflussfaktoren auf die Auspragung der Erkrankung untersucht

werden.

Den einzelnen Projekten liegen folgende Hypothesen und Zielsetzungen zu

Grunde:

Hypothese 1: Ein veranderter Ceramidstoffwechsel spielt eine bedeutende
Rolle in der Pathogenese des durch Mutationen in pinkl
ausgelosten Phanotyps.

Ziel 1: Erforschung des Zusammenhanges zwischen der durch die
pink1l-Mutation bedingten mitochondrialen Dysfunktion und
dem  Ceramidstoffwechsel  mittels  pharmakologischer
Inhibition.

Hypothese 2: Protektive genetische Faktoren flihren dazu, dass nicht alle
Organismen bei Vorliegen einer pinkl-Mutation den
pathologischen Phanotyp ausbilden.

Ziel 2: Identifikation protektiver genetischer Faktoren, die zu einer

reduzierten Penetranz des pink1l-Phanotyps in DM fihren.

Das Verstdndnis dieser Zusammenhdnge und Einflussfaktoren st
Grundvorraussetzung dafir, die Diagnostik und Therapie des M. Parkinson in

Zukunft optimieren zu kénnen.

14



Material und Methoden

2. Material und Methoden
2.1. Liste aller Materialien

Eine Liste aller verwendeten Materialien sowie die Zusammensetzung von

Medien, Lésungen und Puffern sind im Anhang (7.1) aufgefihrt.

2.2. Drosophila melanogaster als Tiermodell

Die verwendeten Fliegen w pink1RV und w pink18°® wurden freundlicherweise von J.
Park und J. Chung (Korea Advanced Institute of Science and Technology) (Park et
al. 2006) zur Verfiigung gestellt. Die Fliegen w pink189 tragen die pink1-Mutation.
Die Revertanten-Fliegen der Kontrollgruppe w pink1RV zeigen eine normale
Flugfahigkeit und keine signifikant veranderte Anzahl dopaminerger Neurone im
Vergleich zu Wildtyp-Fliegen (Park et al. 2006).

2.3. Wirkstofftests an pinkl-mutierten Fliegen

Um die Ceramidlevel in pinkl-Mutanten zu senken, wurden die Wirkstoffe
Myriocin, Miglustat und Zoledronsaure getestet. Sie alle hemmen unterschiedliche
Schritte des Ceramidstoffwechsels. Als Negativkontrolle wurde FTY720 genutzt,
ein Derivat von Myriocin, welches nicht inhibitorisch wirksam ist (Napoli 2000).

Die Wirkstoffe wurden zunachst je nach Ld&slichkeit in Wasser oder Methanol
geloést und anschlieBend in verschiedenen Konzentrationen in das frisch
zubereitete  Fliegenfutter ~ gemischt. Losungsmittel und  verwendete

Konzentrationen finden sich in Tabelle 1:

Wirkstoff Losungsmittel Konzentrationen

Myriocin Methanol 1uM, 3 uM, 10 uM, 30 pM, 100 uM
Miglustat Wasser 30 uM, 100 pM, 300 uM, 1 mM
Zoledronsaure Wasser 30 uM, 100 pM, 300 uM, 600 uM, 1 mM
FTY720 Wasser 3 uM, 10 pM, 30 pM, 100 uM, 300 pM

Tabelle 1: Auflistung der getesteten Wirkstoffe, ihren Lésungsmitteln und Konzentrationen

Jeder Wirkstoff wurde in 6-8 Experimenten getestet. Je Experiment wurden fir

jede Konzentration 10 Rohrchen hergestellt - finf flr die Mutanten und funf fur die
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Wildtyp-Kontrolle. In jedes Ro6hrchen wurden funf 1-2 Tage alte Fliegen
transferiert, nachdem sie auf ihre Flugfahigkeit getestet worden waren. Nach der
Positionierung auf dem mit dem Wirkstoff versetzten Futter wurde alle 24 Stunden
ein Flugtest durchgefuhrt. Nach drei und teils auch sieben Tagen erfolgten ATP-
und Proteinmessungen. Aus einem Experiment (je 5 Fliegen pro Rohrchen)
konnten 2 ATP-Messungen durchgefiihrt werden (2x 2 Fliegen fur die Messung, 1
Fliege in Reserve). Die in 12-16 Messdurchlaufen erhobenen ATP-Daten
stammen also aus 6-8 experimentellen Ansatzen und sind an verschiedenen

Tagen erhoben worden. Die Experimente streckten sich tUber etwa ein Jahr.

2.4. Test der Flugfahigkeit

Zur exakten Beschreibung des M. Parkinson-Phéanotyps und zur Evaluation der
Wirkstoffe wurde unter anderem die Flugfahigkeit erfasst. Hierfur wurden jeweils
funf Fliegen in ein grol3es, leeres Rohrchen transferiert. Dies blieb unverschlossen
und wurde mit der Offnung nach unten auf einen Tisch gestellt. AnschlieRend
wurde gewartet, bis die Fliegen dem Licht entgegen nach oben liefen. Durch das
dann folgende leichte Aufschlagen/Auftippen des Réhrchens auf den Tisch wurde
ein Impuls zum Losfliegen gegeben. Konnte ein Tier fliegen, bekam es in der
Wertung eine ,1“ zugesprochen. Fiel dagegen eine Fliege beim Auftippen einfach
herunter auf den Tisch, bekam sie den Wert ,0“. Dazwischen gab es keine
weiteren Abstufungen der Flugfahigkeit. Da gelegentlich eine Fliege entfloh oder
vorzeitig starb, werden die Werte der Fliegen eines Rohrchens in relativen Zahlen
ausgedriuckt. Die Flugtests wurden taglich zu etwa derselben Tageszeit
durchgefiihrt, um den Einfluss von Aktivitatsschwankungen im Tagesverlauf so
gering wie moglich zu halten. Sie wurden mit denselben Fliegen durchgefihrt, an
denen spater die ATP-Level nach 3 bzw. 7 Tagen gemessen wurden. Deshalb
liegen fur den Zeitraum 0-72 h mehr Ergebnisse aus Flugtests vor als fur den
Zeitraum 96-168 h (Abbildung 5:).

Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf der Flugtests und ATP-Messungen

Gezeigt wird der zeitliche Ablauf der Flugtests in Stunden. Die ATP-Messungen fanden nach 3 bzw. 7 Tagen
statt und beendeten die jeweilige Versuchsreihe der Wirkstofftests.
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2.5. ATP-Messungen

Um den ATP-Gehalt der Fliegen zu messen, wurden je zwei, vorher bei -20 °C
eingefrorene und somit tote Fliegen, in 70 upl Guanidine-Puffer gegeben,
zerkleinert und in Trockeneis und Ethanol schockgefroren. Es folgten 3 Minuten in
kochendem Wasser und anschlieRend 5 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und
10.000 g. Die ATP-Standardreihe wurde entsprechend des ATP Bioluminiscence
Assay Kit CLS Il (Roche) angefertigt, mit dem Luciferase-Mix versetzt und in
Doppelbestimmung in eine weil3e 96-Lochplatte (Greiner Bio-one) pipettiert. Aus
jedem Eppendorf-GefaR der Proben wurden 2 pl Uberstand entnommen und in
Doppelbestimmung mit 48 pl Luciferase-Mix versetzt. Im Synergy HT Multi-Mode
Microplate Reader (BioTek) wurde anschlieBend der Luminiszenzgehalt der
Proben bei der emittierten Wellenlange 528 nm ausgelesen. Die
Endpunktmessung erfolgte tber eine Integrationszeit von 0,1 s. Um den jeweiligen
ATP-Gehalt mit der Gré3e der Fliege in Relation zu setzen, wurde parallel zu den
ATP-Messungen aus den gleichen Proben auch der Proteingehalt bestimmit.

2.6. Proteinmessungen

Fur die Proteinbestimmungen wurden die gleichen Proben wie fur die ATP-
Messungen verwendet. Somit waren die ersten Aufbereitungsschritte bis
einschlie3lich der Zentrifugation identisch mit denen der ATP-Messung. Die
Standardreine wurde entsprechend des Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(ThermoFischer) angefertigt, in eine durchsichtige 96-Lochplatte (costar) pipettiert
und bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden fur die
Proteinmessungen jeweils 10 pl Probe in die Platte pipettiert und 70 pl AB-Mix aus
dem Protein Kit hinzugegeben. Die Endpunkt-Absorptionsmessung im Synergy HT
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek) erfolgte bei der Wellenlange 562 nm.

2.7. Komplex I-Messungen

Bestimmte Kettenlangen der Ceramide sind mit einer Inhibition der Atmungskette,
insbesondere der Komplexe | und lll, assoziiert (Di Paola et al. 2000; Kogot-Levin
et al. 2014). Zur weiteren Evaluation der Wirkstoffentests wurde deshalb die
Aktivitdt von Komplex | erhoben. Dafur wurden die pinkl-Mutanten und die RV-
Kontrollfliegen wie in Abschnitt 2.3 beschrieben fur drei Tage auf den jeweiligen

Wirkstoff gesetzt. Gewéahlt wurde dafir jeweils die Konzentration, die bis dahin in
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den ATP-Messungen den grof3ten Effekt gezeigt hatten. Nach drei Tagen erfolgte
die Isolation der Mitochondrien nach bewéhrter Methode (Schwarze et al. 1998).
Dafir wurden die Mutanten und Kontrollfliegen jeweils in einem Ro&hrchen
zusammengefuhrt und mit Mitochondrienisolationpuffer versetzt. Anschliel3end
wurden die Fliegen zerkleinert und fur 5 Minuten bei 4 °C und 1000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde nochmals fir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand auf mehrere Eppendorf-GefaRe verteilt und nochmals fir zehn Minuten
zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das verbleibende
Pellet wiederum im Mitochondrienisolationpuffer geldst und nochmals fur zehn
Minuten zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde der Uberstand noch einmal
verworfen, das Pellet in dem Puffer geldst und bei -80 °C eingefroren. Nach dem
Auftauen erfolgte zunéchst eine Proteinmessung aller Proben. Je nach
Proteinkonzentration wurden die Proben erneut mit Mitochondrienisolationpuffer
verdinnt bzw. Proben gleicher Bedingung fusioniert. Um zu testen, ob die
Mitochondrien -abgesehen von der ineffizienten Atmungskette- funktionstiichtig
sind, wurde die Aktivitdt der Citratsynthase gemessen. Dafiir wurde folgender
Ansatz (Tabelle 2) je Probe in eine weil3e 96-Lochplatte pippetiert:

Menge Bezeichnung

161 pl 0,1 M TrisHCI Puffer, pH= 8,1

4 ul 3 mM Acetyl Coenzym A

20 ul 1 mM DTNB, gelést in TrisHCI, pH= 8,1
2,4 ul 4 % Triton X, gelost in HPLC Wasser
3ul Isolierte Mitochondrien

Tabelle 2: Ansatz fiir die Messung der Citratsynthase-Aktivitdt

Nach zwei-minatiger Stabilisation bei 37 °C wurden 10 pl Oxalsdure (10 mM
Oxalsaure, geldst in TrisHCI) hinzugegeben und die optische Dichte der Proben
bei 412 nm Wellenl&nge Uber einen Zeitraum von vier Minuten, im Abstand von 30
Sekunden im Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek) gemessen.
Messbar wurde eine Zunahme der optischen Dichte im Verlauf der Zeit, da

Oxalséaure als Elektronendonor agiert und somit das Substrat fir Komplex | liefert.

Die Komplex I-Messung erfolgte nach bewahrter Methode (De Paepe et al. 2006).

Fur sie wurde folgender Ansatz (Tabelle 3) in doppelter Ausfihrung vorbereitet:
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Menge Bezeichnung
50 4l 0,1 M K-Phosphatpuffer:

KH2POa4, pH= 7,5, geldst in Wasser
50 ul 1 % BSA, gelost in HPLC Wasser
10 pl 0,1 M MgClz, geldst in HPLC Wasser
20 ul 1 mM NADH, geldst in HPLC Wasser
4 ul 30 mM KCN, geldst in HPLC Wasser
54 ul HPLC Wasser

Tabelle 3: Ansatz fiir die Messung der Komplex I-Aktivitdt

Dann wurde in je ein Loch der Doppelbestimmung 4 pul des Komplex I-Inhibitors
Rotenone (5 mM Rotenone, geldst in Dimethylsulfoxid), in das jeweils andere 4 ul
der Negativkontrolle Dimethylsulfoxid (DMSO) gegeben. Nach Zugabe von 8 pl
der isolierten Mitochondrien erfolgte eine ein-minutige Stabilisation bei 37 °C. Als
Elektronenakzeptor wurden 2 pl Decylubiquinon (12,6 mM Decylubiquinon, gel6st
in Ethanol) dazugegeben und es erfolgte die Messung der optischen Dichte bei
340 nm uber einen Zeitraum von zwei Minuten, im Abstand von 30 Sekunden.
AbschlieRend wurde die Aktivitat der Citratsynthase und des Komplex | tber
folgende Formel berechnet (Eigentler A. et al. 2012; Pollard et al. 2016):

nmol

. e : AOD x 10”9
Aktivitat (—2—) =
mg Protein E(M)x PK x PM

OD = optische Dichte E(M) = Molarer Extinktionskoeffizient
PK = Proteinkonzentration PM = Probenmenge (ul)

Dabei betragt der Molare Extinktionskoeffizient fir die Citratsynthase E(M) =
13600 L-mol™t-cm~tund fir den Komplex | E(M) = 6290 L-mol™*-cm™.

2.8. Western Blot

In einem Western Blot koénnen Proteine mithilfe bindender Antikoérper
nachgewiesen werden. Mit dieser Methode wurde der Gehalt des Enzyms SOD-2
unter verschiedenen Konditionen verglichen. Dafur wurden je Probe und
Bedingung 5 Fliegen genutzt, welche 3 Tage lang auf dem Kontrolimedium bzw.
Wirkstoff gehalten worden waren. Zunachst wurden 100 pl Ripa-Puffer auf die

Fliegen gegeben, diese zerkleinert, 15 Minuten auf Eis gestellt, nochmals
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zerkleinert und anschlie3end 20 Minuten bei 4 °C und 13.000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Eppendorf-GefaRRe tberfiihrt,
das Pellet verworfen. Es folgte eine Proteinmessung mit dem DC Protein Assay
von Bio-Rad im Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek). Die Probe
wurde jeweils soweit mit Ripa-Puffer verdinnt, bis ein Volumen von 10 pl der
Probenkonzentration von 10 pg entsprach. Dazu kamen je 1,5 ul Dithiothreitol
(DTT) und 3,8 pul NuPAGE™ LDS sample buffer [4x]. AnschlieRend wurde das
NUPAGE™ 4-12 % Bis-Tris-Gel mit den Proben und einer standardisierten
Referenzleiter beladen. Anhand dieser kann nach der Auftrennung die Grél3e der
in den Proben enthaltenen Proteine bestimmt werden. Die Auftrennung der
Proteine begann bei 100 Volt fur 10 min und wurde bei 150 Volt fir eine Stunde
fortgesetzt. Die anschlieRende Ubertragung auf die Membran erfolgte bei 32 Volt
fur 60 min. Als ersten Antikorper wahlte ich Anti-B-Actin in der Verdiinnung 1:1000
und Anti-SOD2 in der Verdinnung 1:500. Als zweite Antikdrper wurden Anti-Maus-
und Anti-Hasen-Antikdrper aus der Ziege jeweils in der Verdinnung 1:10.000
hinzugefugt. Abschliel3end wurden Enhancer und Stable Peroxid des Super Signal
West Pico Chemiluminiscent Substrate Kits hinzugegeben und der Blot in der
Dunkelkammer entwickelt. Die Auswertung erfolgte mit der
Bildbearbeitungssoftware ImageJ. Der Gehalt an SOD-2 wird in Relation zum

Beta-Actin-Gehalt dargestellt.

2.9. Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2013 und GraphPad
Prism 5. Fur alle Tests wurde das Signifikanzniveau a mit a <0,05 festgelegt. Die
angegebenen p-Werte sind rein deskriptiv zu verstehen. Signifikanzlevel sind wie
folgt angegeben: p < 0,05 als *, p < 0,01 als **, p < 0,001 als ***, FUr die Wahl der
korrekten statistischen Auswertung der ATP-Messungen habe ich mich bei Frau
Prof. Konig (Institut far Biometrie und Statistik der Universitat Libeck)

rickversichert.

ATP-Messungen:

Jede Messung wurde an einer Probe aus zwei Fliegen durchgefihrt, jeder Punkt
im Scatterplot ist also ein gemittelter Wert zweier Organismen (die Anzahl der
Messpunkte jeder Gruppe sind in der Tabelle 4 aufgefihrt, mit ,Gruppe® sind im
Folgenden alle Werte einer getesteten Konzentrationen gemeint). Dargestellt ist

20



Material und Methoden

jeweils der Mittelwert der getesteten Gruppe mit dem Standardfehler des
Mittelwertes. In jedem Wirkstofftest wurden zunachst die Werte der unbehandelten
nicht-mutierten mit denen der unbehandelten mutierten Fliegen mittels
nichtparametrischen Mann-Whitney U Test verglichen. Ob eine Wirksamkeit des
jeweiligen Wirkstoffes vorliegt, wurde im nachsten Schritt aufgrund der kleinen,
nicht normalverteilten Stichprobe und dem Vorliegen einer stetigen abhangigen
Variable (ATP/Protein) sowie einer unabhangigen Variable (mit > 1 verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen) mit dem Kruskl-Wallis Tests analysiert (Harris et al.
2007; Bortz et al. 2008).

Den Scatterplots der ATP-Ergebnisse liegen teils verschiedene Anzahlen von
Messpunkten (Tabelle 4) je Gruppe zugrunde (je gemittelte Werte zweier Fliegen).
Sind die Zahlen innerhalb eines Experimentes nicht fur alle Gruppen identisch, so
liegt das daran, dass vereinzelt Werte (max. 2 pro Gruppe) als Ausreil3er
ausgeschlossen wurden (Tabelle 4). Als AusreiRer definiert wurden negative
Messewerte, Werte gleich Null und Werte, welche > 400 % des im gleichen
Durchlauf erhobenen ATP-Gehaltes der RV Kontrolle liegen. Fir die 7-Tage-
Experimente erfolgten aus Zeit- und Kostengriinden meist nur Messungen fir die
vielversprechendsten Konzentrationen aus dem dreitdgigen Experiment, es liegen

also weniger Gruppen vor.

Erhobene Differenz =
Messpunkte Ausreil3er abgebildete
Experiment je Gruppe je Gruppe Messpunkte
Myriocin 3 Tage 8 bzw. 12* Max. 1 8 bzw. 11-12
Myriocin 7 Tage 12 Max. 2 10-12
FTY 3 Tage 12 0 12
FTY 7 Tage 12 0 12
Miglustat 3 Tage 12 Max. 2 10-12
Miglustat 7 Tage 12 0 12
Zoledronsaure 3 Tage 16 0 16
Zoledronsaure 7 Tage 8 0 8

Tabelle 4: Anzahl der ATP-Messungen je Experiment
* In der Versuchsreihe wurden nur 8 Werte fiir die Konzentration 100 uM gemessen, da diese erst spdter
dazu genommen wurde. Flir alle anderen Konzentrationen wurden 12 Messwerte erhoben.
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Die Ergebnisse der Fliegen mit 7-tagiger Zoledronsaure-Behandlung waren nicht
mit einem Kruskl-Wallis Test zu analysieren, weil in der Konzentration 1 mM etwa
die Halfte der Fliegen verstarb. Da es sich hier um eine Nachmessung der
vielversprechendsten Konzentrationen aus dem 3-Tage-Test handelt, liegen sonst
lediglich Daten der Konzentration 100 pM vor; diese wurden in einem Mann-
Whitney U Test mit der B9-Kontrolle verglichen. Auch bei der siebentagigen
Behandlung mit Miglustat konnten mit der B9-Kontrolle und der Konzentration
1000 pM nur zwei Gruppen verglichen werden, weshalb ebenfalls der Mann-
Whitney U Test gewahlt wurde.

In den Abschnitten 3.1.1 bis 3.1.4 stelle ich die erhoben ATP-Daten zunachst so
vor, wie es in der Literatur bisher zu finden war (Park et al. 2006; Yang et al. 2006;
Clark et al. 2006). In Abschnitt 3.1.6. lege ich eine erweiterte Auswertung zur
Sensitivitasanalyse vor. Sie beinhaltet eine Mittelwertbereinigung nach dem fixed
effect model (Snijder et al. 1999; Thompson et al. 2002; Borenstein et al. 2009).
So kann die Streuung, welche durch tagesabhangige Messbedingungen entsteht,
herausgerechnet werden. Dadurch werden die Messwerte Uber die gesamte

Anzahl der Durchlaufe vergleichbar.

Komplex I-Messungen:
Gezeigt ist der Mittelwert der jeweiligen Gruppe mit dem Standardfehler des
Mittelwertes. Die Ergebnisse der Komplex I-Messungen wurden mit dem t-Test

analysiert. Die StichprobengrofR3en sind Tabelle 5 zu enthehmen:

Experiment Messpunkte je Gruppe RV~ Messpunkte je Gruppe B9
Kontrolle 6 6
Myriocin 6 5
FTY720 4 5
Miglustat 6 6
Zoledronsaure 4 5

Tabelle 5: Anzahl der Komplex I-Messungen je Experiment
Die unterschiedlichen Anzahlen ergeben sich aus der Menge der isolierbaren Mitochondrien. Je nach
Ausbeute konnten verschieden viele Messungen durchgefiihrt werden. Es gab keine Ausreifser.
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Flugtests:
Aus Griunden der Ubersichtlichkeit sind in den Grafiken der Flugfahigkeit keine
Standardabweichungen gezeigt. Eine statistische Auswertung erfolgte nicht, da
einige Fliegen im Verlauf starben und die fur diese Bedingungen angebrachte 2-
way ANOVA mit fehlenden Werten nicht moglich ist.

Western Blot der Superoxiddismutase-2:

Die Proteinlevel der SOD-2 wurde nur in Fliegen bestimmt, welche mit den beiden
vielversprechendsten Wirkstoffen (Myriocin und Zoledronséure) behandelt wurden.
Die Auswertung des Western Blots erfolgte mittels des Programms ImageJ. Die
Intensitaten der Banden wurden ins Verhaltnis zu dem ubiquitar exprimierten
Protein beta-actin gesetzt (SOD2/beta-actin). Da nur die Ergebnisse eines Western

Blots vorliegen, sind keine Standardabweichungen gezeigt.
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3. Ergebnisse

Fur ein weitergehendes Verstandnis der Pathophysiologie und Auspragung des
M. Parkinson missen die zu Grunde liegenden molekularen Pathomechanismen
und genetischen Einflussfaktoren untersucht werden. Dazu kdnnen die im
Folgenden dargestellten Ergebnisse aus dem Tiermodell DM mit einer Mutation im

pink1-Gen einen Beitrag leisten.

3.1. Inhibition des Ceramidstoffwechsel bessert
pathologische Parameter in pink1-Fliegen

Wie einleitend beschrieben, erhartet sich aufgrund verschiedener Erkenntnisse
der Verdacht eines Zusammenhanges zwischen dem Lipid-, genauer
Ceramidstoffwechsel und der mitochondrialen Dysfunktion bei M. Parkinson (siehe
1.6.).

Um den Zusammenhang zwischen der pinkl-Mutation und dem Ceramidgehalt
weiter aufzuklaren, wurden verschiedene Wirkstoffe getestet, welche in den
Ceramidstoffwechsel eingreifen (Abb. 6). Damit soll der Frage nachgegangen
werden, ob sich eine medikamenteninduzierte Senkung des Ceramidgehaltes

positiv auf die pathologischen Parameter von pink1-Mutanten auswirkt.

Die Ergebnisse der verschiedenen getesteten Wirkstoffe werden im Folgenden
einzeln abgehandelt.
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Abbildung 6: Die Wirkstoffe hemmen verschiedene Stufen des Ceramidstoffwechsels

Drei der vier getesteten Wirkstoffe hemmen verschiedene Schritte der Ceramid-Synthese oder -
Wiederverwertung. FTY720 ist eine synthetische Nachbildung von Myriocin, welche im Gegensatz zu
Myriocin nicht die Serin-Palmitoyl-Transferase hemmt. Es wurde deshalb als Negativkontrolle benutzt,
obwohl es als Sphingosin-1-Phosphatanalogon indirekt auch am Ceramidstoffwechsel beteiligt ist
(modifiziert nach Melissa Vos).

3.1.1.Myriocin steigert die Aktivitdt von Komplex |

Myriocin ist ein aus Pilzen gewonnenes, stark immunsuppressives Antibiotikum.
Es hemmt das erste Enzym des de-novo Stoffwechselweges von Ceramiden: die
Serin-Palmitoyl-Transferase (Abb. 6) (Miyake et al. 1995). Es ist nicht in der
Humanmedizin zugelassen. In der Wissenschaft dient Myriocin der Reduktion von
Sphingolipiden in Zellen oder Organismen (Miyake et al. 1995; Wadsworth et al.
2013). Die Ergebnisse der Behandlung mit Myriocin finden sich in Abb. 7.
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Abbildung 7: Die Ergebnisse des Wirkstofftests von Myriocin

A: ATP-Level der Fliegen nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen Konzentrationen des
Wirkstoffes Myriocin. B: ATP-Level der Fliegen nach 7 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen
Konzentrationen des Wirkstoffes Myriocin. C: Komplex I-Aktivitét in Relation zur Aktivitét der Citratsynthase
nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder auf 10 uM Myriocin. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu
der RV Kontrolle gesetzt. Der t-Test zwischen der unbehandelten B9-Kontrolle und den behandelten B9-
Fliegen ergab eine signifikante Steigerung der Aktivitdt (p = 0,0135*). D: Gemittelte Flugfdhigkeit im
Zeitverlauf von 7 Tagen auf dem Kontrollmedium oder dem Wirkstoff Myriocin in verschieden
Konzentrationen.

Die ATP-Messungen ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen den
nicht-mutierten und den mutierten Fliegen auf dem Kontrollmedium nach 3 (p =
0,1166, Abb. 7A) und nach 7 Tagen (p = 0,6009, Abb. 7B).

Nach drei Tagen auf dem Wirkstoff Myriocin konnte bei den mutierten Fliegen
keine signifikante Steigerung der ATP-Level verzeichnet werden (p = 0,8766, Abb.
7A). Lediglich bei den Konzentrationen 1 uM und 30 uM war ein geringer Anstieg
der ATP-Level in den Mutanten zu messen (Abb. 7A). Die nach einigen

durchgefuihrten Messungen gréf3te, wenn auch nicht signifikante Steigerung der
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ATP-Level fand sich bei 10 pM. Diese Konzentration wurde deshalb fir die
Komplex I-Messung gewahlt, auch wenn sie sich spéater nicht als wirksamste

Konzentration fir die Wiederherstellung physiologischer ATP-Werte erwies.

Auch die siebentagige Behandlung der mutierten Fliegen ergab keine signifikante
Steigerung der ATP-Level (p = 0,8070, Abb. 7B). Der starkste Effekt auf die
Mutanten verschob sich auf die Konzentrationen 3 pM und 30 pM. Insgesamt
zeigten die Fliegen nach sieben Tagen hohere ATP-Level, was auf einen grof3eren
Effekt nach langer andauernder Behandlung hinweist. Die Therapie fihrte zu einer

Steigerung der ATP-Level bis auf das physiologische Niveau.

Bei der Aktivitatsmessung des ersten Atmungskettenkomplexes zeigten die
behandelten B9-Fliegen signifikant hohere Werte als die mutierten Fliegen auf
dem Kontrollmedium (p = 0,0135*, Abb. 7C). Auch bei den RV-Fliegen ist eine

nicht signifikante Steigerung der Komplex I-Aktivitat messbar gewesen (Abb. 7C).

Die maximale Steigerung der Flugfahigkeit um ca. 10 % konnte unter der
Behandlung mit 100 uM Myriocin beobachtet werden (Abb. 7D). Die Fliegen auf
300 puM Myriocin starben innerhalb eines Tages, weshalb weder Daten der
Flugfahigkeit noch des ATP-Gehaltes vorliegen. Diese Konzentration scheint

bereits toxische Wirkungen zu haben.

3.1.2.FTY720 hat keinen Einfluss auf pathologische Parameter

Der Wirkstoff FTY720, auch Fingolimod genannt, ist eine synthetische
Nachbildung von Myriocin. Diese hemmt im Gegensatz zu Myriocin aber nicht die
Serin-Palmitoyl-Transferase (Napoli 2000). FTY720 wurde deshalb als

Negativkontrolle genutzt.

FTY720 wird in vivo durch die Sphingosin-Kinase 2 zu Fingolimod-Phosphat
aktiviert (Strader et al. 2011). Als Sphingosin-1-Phosphatanalogon wirkt es durch
antagonistische Bindung an verschiedene Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren
immunsuppressiv (Abb. 6) (Brinkmann 2002). Es vermindert den Austritt der
Lymphozyten aus lymphatischem Gewebe (Napoli 2000; Strader et al. 2011). In
der Humanmedizin ist Fingolimod unter dem Namen Gilenya® zur oralen
Behandlung der schubformig remittierenden Form der Multiplen Sklerose
zugelassen (Arzneimittelkommision der deutschen Arzteschaft 2011; Khatri 2016;

European Medicines Agency 2018). Diese Therapie beruht in erster Linie auf der
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Reduktion inflammatorisch schadigendender Lymphozyten (Matloubian et al.
2004).

Die Ergebnisse der Behandlung mit FTY720 finden sich in folgender Abb. 8.
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Abbildung 8: Die Ergebnisse des Wirkstofftests der Negativkontrolle FTY720

A: ATP-Level der Fliegen nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen Konzentrationen des
Wirkstoffes FTY720. B: ATP-Level der Fliegen nach 7 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen
Konzentrationen des Wirkstoffes FTY720. C: Komplex I-Aktivitdt in Relation zur Aktivitdt der Citratsynthase
nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder auf 10 uM FTY720. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der
RV Kontrolle gesetzt. D: Gemittelte Flugféhigkeit im Zeitverlauf von 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder
dem Wirkstoff FTY720 in verschieden Konzentrationen. Es wurden keine Daten der Flugféhigkeit nach
siebentdgiger Therapie erhoben.

Die gemessenen ATP-Level von RV- und B9-Fliegen auf dem Kontrollmedium
zeigten sowohl nach drei (p = 0,3408, Abb. 8A) als auch nach sieben Tagen (p =
0,0606, Abb. 8B) keine signifikanten Unterschiede.
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Der Wirkstoff FTY720 flhrte bei den Mutanten weder nach drei (p = 0,9898, Abb.
8A), noch nach sieben (p = 0,6573, Abb. 8B) Tagen zu einer signifikanten
Anderung der ATP-Level. Die groRte Steigerung der ATP-Level lieR sich bei der
Konzentration von 300 uM FTY720 beobachten (Abb. 8A, 8B).

Die Komplex I-Messung erfolgte fir die Konzentration 10 pM, da diese zum
Zeitpunkt der Entscheidung in den vorlaufigen Ergebnissen der ATP-Messungen
den groRten Effekt erwarten lie3. Der Unterschied der Komplex [-Aktivitat
zwischen B9-Fliegen auf dem Kontrollmedium bzw. 10 uM FTY720 war nicht
signifikant (Abb. 8C).

In den Flugtests ergab sich innerhalb von 72h ein positiver Trend fir die
Konzentrationen 3 uM, 100 uM und 300 uM (Abb. 8D).

3.1.3.Miglustat zeigt keine messbare Wirksamkeit auf pathologische
Parameter

Miglustat ist ein reversibler Hemmstoff der Glucosylceramid-Synthase (Abb. 6)
(Treiber et al. 2007). Er kann die Blut-Hirnschranke passieren und wird in der
Therapie der vererbbaren, neurodegenerativen Niemann-Pick-Erkrankung Typ C
sowie Morbus Gaucher Typ | eingesetzt (Patterson et al. 2007; Pastores et al.
2009). Beide Erkrankungen zahlen zu den lysosomalen Speicherkrankheiten. Bei
ihnen kommt es zur Akkumulation von Sphingomyelin bzw. Glucocerebrosiden in
verschiedenen Geweben. Miglustat verhindert diese Akkumulation und wirkt somit
im Sinne einer Substratreduktion fur die Rickreaktion zu Ceramid (Pastores et al.
2003). Die Konzentration von Glucosylceramid als Edukt der Cerebrosidase nimmt
ab und das Reaktionsgleichgewicht verlagert sich weg von Ceramid, hin zu
Glucosylceramid (Abb. 6). Sowohl in der Therapie der Niemann-Pick-Erkrankung
als auch des Morbus Gaucher konnte eine deutliche Verbesserung der Symptome

gezeigt werden (Elstein et al. 2004; Patterson et al. 2007).

Die Ergebnisse der Behandlung mit Miglustat sind in der folgenden Abb. 9
aufgefihrt.
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Abbildung 9: Die Ergebnisse des Wirkstofftests von Miglustat

A: ATP-Level der Fliegen nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen Konzentrationen des
Wirkstoffes Miglustat. B: ATP-Level der Fliegen nach 7 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen
Konzentrationen des Wirkstoffes Miglustat. C: Komplex I-Aktivitdt in Relation zur Aktivitédt der Citratsynthase
nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder auf 1 mM Miglustat. Die Messwerte wurden ins Verhdltnis zu
der RV Kontrolle gesetzt. D: Gemittelte Flugfdhigkeit im Zeitverlauf von 3 Tagen auf dem Kontrollmedium
oder dem Wirkstoff Miglustat in verschieden Konzentrationen. Es wurden nicht ausreichend Daten der
Flugféhigkeit nach siebentégiger Behandlung erhoben.

Zwischen den ATP-Leveln der RV- und B9-Fliegen auf dem Kontrollmedium ergab
sich nach 3 Tagen kein signifikanter Unterschied (p = 0,3787, Abb. 9A). Nach 7
Tagen auf dem Kontrollmedium lag dagegen ein signifikanter Unterschied vor
(p = 0,0404*, Abb. 9B).

Der Wirkstoff Miglustat fuhrte zu einer leichten Steigerung der ATP-Level, diese
war weder nach dreitdgier Behandlung (p = 0,8725, Abb. 9A) noch nach
siebentagiger Behandlung (p = 0,1939, Abb. 9B) signifikant.
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Die Komplex I-Messung der B9-Fliegen ergab nach Behandlung mit 1000 pM
Miglustat eine nicht signifikant reduzierte Aktivitat (Abb. 9C). Zum Zeitpunkt der
Praparation der Fliegen fur die Komplex I-Messung lieBen die bis dahin
durchgefuihrten ATP-Messungen den grol3ten Effekt bei der Konzentration

1000 pM erwarten.

Im Verlauf der 72 Stunden liel3 sich keine Steigerung der Flugfahigkeit bei den
mutierten Fliegen beobachten (Abb. 9D).

3.1.4.Zoledronséaure verbessert verschiedene pathologische
Parameter

Der Wirkstoff Zoledronsaure zahlt zu den Bisphosphonaten. Er hemmt die
Osteoklasten und damit den Knochenabbau (Drake et al. 2008). Zoledronsaure ist
unter den Namen Zometa® und Aclasta® in Europa zur Behandlung von
tumorinduzierter Hyperkalziamie, (postmenopausaler) Osteoporose sowie Morbus
Paget zugelassen (European Medicines Agency 2015). Nach neuen
Erkenntnissen hemmt Zoledronsaure auch die Spingomyelinase (Roth et al. 2009)
(Abb. 6). Die Ceramidlevel werden gesenkt, wahrend die Sphingomyelinlevel
steigen (Babenko et al. 2016).

Die Veradnderungen der beobachteten Parameter nach Behandlung mit

Zoledronsaure sind in Abb. 10 aufgefuhrt.
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Abbildung 10: Die Ergebnisse des Wirkstofftest von Zoledronsdéiure

A: ATP-Level der Fliegen nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder verschiedenen Konzentrationen des
Wirkstoffes Zoledronséure. B: ATP-Level der Fliegen nach 7 Tagen auf dem Kontrollmedium oder
verschiedenen Konzentrationen des Wirkstoffes Zoledronsdure. C: Komplex [-Aktivitét in Relation zur
Aktivitdt der Citratsynthase nach 3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder auf 100 uM Zoledronsdure. Die
Messwerte wurden ins Verhdltnis zu der RV Kontrolle gesetzt. D: Gemittelte Flugféhigkeit im Zeitverlauf von
3 Tagen auf dem Kontrollmedium oder dem Wirkstoff Zoledronsdure in verschieden Konzentrationen. Es
wurden nicht ausreichend Daten der Flugfédhigkeit fiir die siebentégige Behandlung erhoben.

Sowohl nach drei (p = 0,0249* Abb. 10A) als auch nach sieben Tagen
(p = 0,0047**, Abb. 10B) bestand ein signifikanter Unterschied im ATP-Gehalt der

nicht-mutierten gegentiber den mutierten Fliegen auf dem Kontrollmedium.

Nach dreitagiger Behandlung kam es ab der Konzentration 100 pM aufwarts zu
einem Trend der Normalisierung der ATP-Level, wenn auch mit grol3er
Streuungsbreite der Werte (Abb. 10A). Die Wirkung von Zoledronsaure auf die
ATP-Level war nicht signifikant (p = 0,5169). Die grofldte Steigerung bestand
zwischen B9-Fliegen auf dem Kontrollmedium und 1 mM Zoledronsdure. Da dies

die hochste getestete Konzentration war, ware es winschenswert noch hdhere
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Konzentrationen zu testen, um die Konzentration mit dem maximalen Effekt
benennen zu kénnen. Aus Zeitgrinden wurden nur die beiden Konzentrationen
100 uM und 1 mM fur sieben Tage getestet (Abb. 10B), da diese nach den
Ergebnissen des dreitdgigen Tests den grof3ten Effekt erwarten lieRen. Jedoch
starben im siebentégigen Test etwa die Halfte der RV- sowie der mutierten Fliegen
auf 1 mM Zoledronsaure. Dies ist vermutlich auf einen toxischen Effekt zurtick zu
fuhren. Hohere Konzentrationen wirden also wahrscheinlich zu einem
Uberwiegen der Nebenwirkungen fiihren, nicht aber zu einer Steigerung der
Wirksamkeit. Der Mann-Whitney U Test ergab fur die Konzentration 100 uM keine
signifikante Wirksamkeit nach 7 Tagen (p = 0,5737).

Die Konzentration 100 pM zeigte zunachst die grof3te Wirksamkeit, weshalb diese
fur die Komplex I-Messung gewahlt wurde. Es zeigte sich zwar ein Anstieg der
Komplex I-Aktivitat, dieser war jedoch nicht signifikant (Abb. 10C).

In den Flugtests liel3 sich bei keiner der Konzentrationen eine eindeutige
Veranderung beobachten (Abb. 10D).

3.1.5.Senkung der Ceramide reduziert Expression der
Superoxiddismutase-2

Zusatzlich zu den Flugtests, ATP- und Komplex I-Messungen wurde auch der
Gehalt der SOD-2 in den Fliegen betrachtet. Die SOD-2 ist ein Enzym, welches
Hyperoxidanionen zu Wasserstoffperoxid entgiftet (McCord et al. 1969). Je nach
Bedarf wird die Expression dieses Protein herauf- oder herabreguliert (siehe
Abschnitt 1.4).

Aufgrund der Ergebnisse der ATP- und Komplex I|-Messungen wurden die
Wirkstoffe Myriocin und Zoledronséaure fir eine erneute Behandlung der RV- und
B9-Fliegen gewahlt. AnschlieBend wurden die Expressionslevel der SOD-2 mit
einem Western Blot bestimmt. Die Messung wurde nur einmal durchgefihrt,
weshalb es sich um vorlaufige Ergebnisse handelt, die in weiteren Experimenten

bestatigt werden mussen.
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Abbildung 11: Der Gehalt an Superoxiddismutase-2 in RV- und B9-Fliegen

Die Ergebnisse eines ersten Western Blots zeigen den Gehalt der SOD-2 in RV- und B9-Fliegen in Relation
zum Gehalt an Beta-Actin. Die Fliegen wurden zuvor drei Tage auf Medien ohne Wirkstoff (Kontrolle), mit
10 uM Myriocin, 100 uM oder 1000 uM Zoledronsdure gehalten.

Der erste Western Blot zeigte das vorlaufige Ergebnis eines deutlich erhéhten
Gehaltes der SOD-2 in den pinkl-Fliegen gegenuber der RV Kontrolle (Abb. 11).
Die verschiedenen Therapien fuhrten sowohl in den RV- als auch den B9-Fliegen
zu einer Senkung des SOD-2-Gehaltes unter das physiologische Niveau. Die
Reduktion nach der Behandlung mit Zoledronsdure erscheint dosisabhéngig, da

die Expression mit steigender Konzentration von Zoledronsaure abnimmt.

3.1.6.Sensitivitdtsanalyse der ATP-Messungen

Wie in den Grafiken der Abschnitte 3.1.1 bis 3.1.4 zu sehen, streuten die ATP-
Messwerte sehr stark. Tragt man die im Anschluss an die Wirkstofftests
erhobenen Messwerte Uber die Zeit bzw. die Durchlaufe der Messungen auf,
zeigen sich Schwankungen. Diese betreffen sowohl die Kontrollgruppen als auch
die behandelten Gruppen aller Konzentrationen. In Abb. 12 wird eine solche
Schwankung Uber die Zahl der Durchlaufe beispielhaft anhand der Daten des

dreitdgigen Wirkstofftests von Zoledronsaure dargestellt.
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Abbildung 12: Streuung der ATP-Rohwerte des dreitédgigen Wirkstofftests von Zoledronséure

Ersichtlich wird eine grofie Streuung innerhalb einer Konzentration, weniger zwischen den verschiedenen
Gruppen eines Durchlaufes. Die lineare Darstellung steht nicht fiir einen Verlauf, da in jedem Durchlauf neue
Organismen getestet wurden. Sie dient ausschlieflich der vereinfachten Differenzierung zwischen den
verschiedenen Gruppen.

In den 16 Durchlaufen zeigt sich eine Streuung um bis zu Faktor 10 innerhalb
jeder einzelnen Gruppe, nicht so stark jedoch zwischen den verschiedenen
Gruppen innerhalb eines Durchlaufes (Abb. 12). Die Messungen zogen sich uber
einen Zeitraum von etwa einem Jahr. Zunachst liegen die Messwerte der
verschiedenen Gruppen nah beieinander, in den spateren Durchlaufen steigt die
Streuung auch zwischen den Gruppen an. Um die Werte der verschiedenen
Gruppen aussagekraftig miteinander zu verglichen, kénnen die Schwankungen
uber die Durchlaufe mittels einer Mittelwertbereinigung minimiert werden. Dafur
wird von jedem einzelnen Messpunkt der Mittelwert aller Gruppen des jeweiligen

Durchlaufs subtrahiert. Folglich entsteht nach der Korrektur Abb. 13.
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Abbildung 13: Bereinigte ATP-Messwerte des Wirkstofftests von Zoledronsdure
Die Streuung einer Gruppe im Verlauf nimmt ab, die Streuung innerhalb eines Durchlaufes bleibt gleich und
damit die Verhdiltnisse der verschiedenen Gruppen zueinander.

Bei der Mittelwertbereinigung werden die Verhéaltnisse zwischen den Gruppen
nicht verandert, die Streuung innerhalb einer Konzentration nimmt aber ab, da die
unterschiedlichen Versuchsbedingungen der Durchlaufe herausgerechnet werden.
Der Subtraktion geschuldet ergeben sich konsekutiv negative ATP-Werte. Diese
werden Uber die Addition des unbedingten Mittelwertes aller Rohdaten eines

Wirkstofftests auf jeden einzelnen Messpunkt wieder relativiert.

Im Vergleich zu den oben gezeigten ATP-Grafiken des Wirkstofftests von
Zoledronsaure (Abb. 10A, B und Abb. 14A, B) entstehen nach der Korrektur des
Datensatzes per Mittelwertbereinigung die in Abb. 14C, D gezeigten Graphen.
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Abbildung 14: ATP-Werte des Wirkstofftests Zoledronsdure vor & nach Mittelwertbereinigung

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder Zoledronsdure in verschiedenen Konzentrationen. Auf der rechten Seite sind
die nach der Mittelwertbereinigung entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D)
Tagen vergleichbar abgebildet.

Im Falle von Zoledronsaure zeigten sich bei der Analyse der bereinigten Daten

folgende Ergebnisse:

Die ATP-Werte der B9-Fliegen auf dem Kontrollmedium waren gegentber den
RV-Fliegen auf Kontrollmedium sowohl nach 3 (p < 0,0001***, Abb. 14C) als auch
nach 7 Tagen (p = 0,0006***, Abb. 14D) signifikant erniedrigt.

Nach dreitdgiger Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des Wirkstoffs
Zoledronsaure ergab sich ein signifikanter Anstieg der ATP-Werte (p = 0,0002***,
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Abb. 14C). Die siebentagige Behandlung mit 100 pM zeigte dagegen keine
signifikante Wirksamkeit (p = 0,2786, Abb. 14D).

Ahnliche Schwankungen uber die Durchlaufe waren auch bei den anderen
getesteten Wirkstoffen zu sehen. Entscheidend ist dabei, dass sich nicht bei allen
ein ansteigender Trend Uber die Durchlaufe zeigte: mal finden sich hohe Werte in
den ersten Durchlaufen, mal in den mittleren und mal in den zuletzt erhobenen.
Die Vergleiche zwischen den nicht-korrigierten und korrigierten Datensatzen der

anderen Wirkstoffe finden sich im Anhang 7.2.

Die Ergebnisse der mittelwertbereinigten ATP-Daten sowie der Einfluss der
verschiedenen Wirkstoffe auf die anderen pathologisch veréanderten Parameter in
pink1l-Mutanten sind in folgender Tabelle vereinfacht zusammengefasst und

werden in der Diskussion weitergehend eingeordnet.

Wirkstoff ATP-Level Komplex I-Aktivitat SOD2 Flugfahigkeit
Myriocin n.s. AP norm ()
FTY720 n.s. n.s. n.d. ()
Miglustat AP n.s. n.d. =
Zoledronsaure *EEAN n.s. norm =

Tabelle 6: Einfluss der verschiedenen Wirkstoffe auf die erhobenen Parameter

Einfluss auf ATP-Level, Komplex I-Aktivitdt, Expression der SOD-2 und Flugfdhigkeit in pink1-Mutanten (n.s. =
nicht signifikant, n.d. = nicht definiert, norm = normalisiert). In der Zusammenschau stellen sich
insbesondere Myriocin und Zoledronséure als wirksam heraus.

3.1.7.Einfluss der Ceramidsenkung auf die Kontrollfliegen

Alle Wirkstoffe wurden parallel an den gesunden RV-Fliegen getestet. Die
Ergebnisse der Komplex I-Messungen und Flugtests sind in den Abschnitten der
jeweiligen Wirkstoffe (3.1.1. bis 3.1.4.) aufgefihrt. Die Graphen der ATP-
Messungen ohne und mit Mittelwertkorrektur sind im Anhang 7.3. zu finden.

Die ATP-Level der RV-Fliegen blieben von der Myriocin-Behandlung ohne und mit
Mittelwertbereinigung unbeeinflusst (Abb. 22). Die Behandlung mit Miglustat fuhrte
ebenfalls zu keiner Veradnderung der ATP-Werte (Abb. 24). Der Wirkstoff
Zoledronsaure zeigte ohne Mittelwertbereinigung keine Wirksamkeit auf die ATP-
Werte. Mit der Korrektur zeigte sich nach dreitagiger Behandlung eine signifikante
dosisabhangige Wirksamkeit auf die ATP-Level der RV-Fliegen (p = 0,0310%). Dies
bestatigte sich nicht nach siebentadgiger Behandlungsdauer (Abb. 25A, C). Die

ATP-Werte der mit der Negativkontrolle FTY720 behandelten RV-Fliegen ergaben
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widerspruchliche Ergebnisse: vor Mittelwertbereinigung schien es keinen Effekt
nach der dreitdgigen, wohl aber eine dezente Abnahme nach der siebentégigen
Behandlung (p = 0,0491*) zu geben. Nach der Mittelwertbereinigung zeigte sich
dagegen ein positiver Effekt der dreitdgigen (p = 0,0001**), nicht aber der
siebentagigen Behandlung (Abb. 23).
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3.2. ldentifikation protektiver Faktoren fir die Auspragung
der pink1-Mutation

Neben der molekularen Ebene sollte auch die genetische Ebene der pinkl-
mutierten Fliegen betrachtet werden. Die taglichen Beobachtungen fuhrten zu der
Annahme, dass sich der Phanotyp mit einer reduzierten Penetranz auspragt
(siehe 1.7). Untermauert werden konnte dies mit einer Pilotstudie. Daflr wurden
Fliegen des B9-Stammes gekreuzt, die der natirlichen genetischen Variabilitat
ihrer vier Chromosomen unterliegen. Anschlieend wurden die pinkl-mutierten
mannlichen Nachkommen selektiert und im Alter von 5 Tagen auf Flugfahigkeit

und ATP-Gehalt getestet (Abb. 15).
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Abbildung 15: Flugtests und ATP-Messungen weisen auf reduzierte Penetranz hin
In der Pilotstudie wurden die pinkl-mutierten mdénnlichen Nachkommen dreier Elternpaare auf ihre
Flugfdhigkeit (A) und ihren ATP-Gehalt (B) getestet. Je Elternpaar wurden n= 7 Nachkommen getestet.

Fliegen ohne Mutation erreichen eine Flugfahigkeit von 100 %. Fliegen mit
Mutation lieBen dagegen erkennen, dass sich der Phanotyp je nach genetischer

Variabilitdt des Elternpaares unterschiedlich stark auspragt (Abb. 15).

Um das Phanomen der reduzierten Penetranz bei pinkl-mutierten Fliegen weiter

zu beschreiben und die Ursachen aufzuklaren, wurde ein Kreuzungsschema

entwickelt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Kreuzungsschema fiir die Ziichtung pink-mutierter Versuchsfliegen

Die fiir die Experimente gesuchten mdnnlichen pink1-mutierten Fliegen tragen auf dem zweiten und dritten
Chromosom nahezu dieselben Wildtyp-Allele, da in der dritten Generation nur je ein Mdnnchen und ein
Weibchen gekreuzt wurde, und nur das Weibchen die beiden Wildtyp-Chromosomen an die néichsten
Generationen weiter gibt.

Das Kreuzungsschema (Abb. 16) umfasst vier Generationen und soll Fliegen
hervorbringen, welche die pinkl-Mutation auf dem ersten Chromosom tragen und
sich ansonsten nur durch natirliche Polymorphismen auf den anderen
Chromosomen unterscheiden. Da die homozygoten pinkl-Weibchen nicht
lebensfahig und die heterozygoten Mannchen steril sind, wurde Gebrauch von
Balancer-Chromosomen und an sie gekoppelte Marker gemacht (siehe Abschnitt
1.3). Dadurch lassen sich heterozygote Weibchen erkennen und in weiteren
Schritten wieder mit anderen Fliegen kreuzen. Um die Polymorphismen so gering
wie moglich zu halten, wurden die pinkl-Fliegen mit Fliegen gekreuzt, die auf den
Chromosomen 2 und 3 ebenfalls Balancer tragen. Chromosom 4 tragt kaum

genetische Informationen und ist deshalb zu vernachlassigen. Beabsichtigt war, im
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letzten Schritt Fliegen mit identischen Wildtyp-Chromosomen 2 und 3 (von der
Mutter in Generation 3 erworben) untereinander zu kreuzen, sodass die
Nachkommen nur die beim crossing-over in der Meiose entstehenden genetischen
Unterschiede tragen und sonst genetisch identisch sind. Bei diesem letzten Schritt
werden die Nachkommen jedes Elternpaares voneinander separiert und auf ihre
Flugfahigkeit getestet. Anschlie3end werden die Nachkommen des Elternpaares
mit dem hdchsten und dem niedrigsten Anteil an flugfahigen Fliegen selektiert.
Dadurch lassen sich die einflussreichsten genetischen Unterschiede in der
anschlieBenden DNS-Analyse darstellen. Per Next-Generation-Sequencing ist es
dann ggf. moglich protektive genetische Faktoren zu identifizieren, die zur

reduzierten Penetranz bei pink1-Fliegen fuhren.

Wahrend der Kreuzung ergab sich die Schwierigkeit, dass die mannlichen Fliegen
der dritten Generation durch die artifiziellen Balancer-Chromosomen zu stark
beeintrachtigt wurden, um weitere Nachkommen zu zeugen. Die Kreuzung
stagnierte wahrend dieses Schrittes und bis zum Ende meiner experimentellen
Arbeitzeit ist es nicht gelungen, die bendtigten Fliegen fir den genetischen Screen
heranzuzichten. Es konnten somit im Rahmen dieser Arbeit keine protektiven

genetischen Faktoren identifiziert werden.
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4. Diskussion

Der Anteil alterer Menschen an der Gesamtbevolkerung wéachst weltweit. Damit
einher geht ein Anstieg neurodegenerativer Erkrankungen wie M. Parkinson,
weshalb ein tiefergehendes Verstandnis seiner Pathogenese und derer
Modifikatoren von grol3er Bedeutung ist. Dieser Arbeit liegen zwei Zielsetzungen
zu Grunde (siehe Abschnitt 1.8.) welche am Beispiel einer genetisch bedingten
Form des M. Parkinson anhand des Tiermodells DM mit pink1-Mutation untersucht

wurden.

Die erste Zielsetzung beruht auf der Annahme eines veranderten
Lipidstoffwechsels in  pinkl-Mutanten. Die  kirzlich  nachgewiesenen
Lipidbestandteile der fur M. Parkinson typischen Lewy-Kdrperchen sind ein
weiterer Hinweis darauf, dass der Lipidstoffwechsel eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese spielen kdnnte (Shahmoradian et al. 2019). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde insbesondere der Ceramidstoffwechsel und dessen maoglicher
Zusammenhang mit der mitochondrialen Dysfunktion in pinkl-Mutanten
betrachtet. Dieser gerat auch in anderen Arbeitsgruppen der Parkinsonforschung

zunehmend in den Fokus (Plotegher et al. 2019).

Die zweite Zielsetzung beruht auf der Beobachtung einer reduzierten Penetranz
der pink1l-Mutation. Es sollten protektive genetische Faktoren fur die Auspragung
der Erkrankung in DM identifiziert werden.

4.1. Der Ceramidstoffwechsel in pink1-Mutanten

In vorherigen Experimenten konnten erhéhte Ceramidlevel in den Gehirnen Pink1-
mutierter Mause sowie in den Mitochondrien Pinkl-mutierter MEF-Zellen
nachgewiesen werden (Abschnitt 1.6.) (Torres-Odio et al. 2017; Vos et al. 2017).
Aufgrund der funktionellen Konservierung von PINK1 in verschiedenen Spezies
(Clark et al. 2006), kénnen ebenfalls erhéhte Ceramidlevel in pinkl-mutierten
Fliegen angenommen werden. In der vorliegenden Arbeit geht es nun darum,
durch pharmakologische Interventionen die Bedeutung der Ceramide fur den in
Abschnitt 1.5. beschriebenen pathologischen Phanotyp aufzuklaren. Es gilt
herauszufinden, ob und Uuber welche Mechanismen eine Reduktion der
Ceramidlevel zu einer Verbesserung des Phanotyps fliihren kann. Als Parameter

fur die Auspragung des pathologischen Phénotyps wurden die in pink1l-Mutanten
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charakteristisch erniedrigten ATP-Level, die erniedrigte Komplex I-Aktivitat, die

erhohte Konzentration freier Radikale sowie die verminderte Flugfahigkeit gewahlt.

Bisher bleibt unklar, ob die erhdhten mitochondrialen Ceramidlevel durch eine
gesteigerte Ceramidsynthese, einen verringerten Abbau oder eine Relokalisation
in die Mitochondrien erklart werden kénnen. Auch wenn bisherige Experimente
eine unverdnderte Aktivitat der in die Ceramidsynthese involvierten Enzyme
zeigten, lieRe sich die Annahme einer gesteigerten Ceramidsynthese mit den
Erkenntnissen anderer Gruppen zum Zusammenhang von ROS-Gehalt und
Ceramidsynthese begriinden. In folgender Diskussion médchte ich eine mdgliche

Erklarung mit ihren wissenschaftlichen Hintergriinden herleiten.

Fliegen mit pinkl-Mutantion zeigen erhdhte ROS-Level. Die Mutation fihrt zu
einem ineffizienten ersten Atmungskettenkomplex (Greenamyre et al. 1999; Park
et al. 2006). Der Groldteil der gemessenen ROS, wird ursachlich auf den
Komplex | zuriickgefuhrt (Blesa et al. 2015). Diese schadigen die Mitochondrien
und steigern den Bedarf des Abbaus durch den Prozess der Mitophagie. Die SOD-
2 dient der Entgiftung zellschadigender Radikale (McCord et al. 1969). Das
Ergebnis des einfach durchgefiihrten Western Blots weist darauf hin, dass das
Proteinlevel der SOD-2 in den pink1-Mutanten deutlich erhoht ist (Abb. 11). Es ist
anzunehmen, dass die Expression der SOD-2 zur Entgiftung der ROS
hochreguliert wird. Die Ergebnisse der SOD-2-Expression unterstreichen somit
den Nachweis erhohter ROS-Level in pinkl-Mutanten (Greenamyre et al. 1999;
Park et al. 2006). Trotz der gesteigerten Expression der entgiftenden SOD-2, kann

die erhbhte ROS-Entstehung in pink1-Mutanten also nicht ausgeglichen werden.

Die Produktion von Sphingolipiden wird durch verschiedene Stressstimuli angeregt
(Bikman et al. 2011; Dany et al. 2015). Die vermehrte Entstehung von ROS, die
erhohte SOD2-Expression sowie die morphologischen Veranderungen der
Mitochondrien sind ein Hinweis flr zellularen Stress (Clark et al. 2006; Gautier et
al. 2008). Daher kann angenommen werden, dass aufgrund der pinkl-Mutation
solch ein Stimulus fur die Produktion von Sphingolipiden existiert.

Dartber hinaus ist bekannt, dass der Pinkl/Parkin-Signalweg zur Mitophagie in
pinkl-Mutanten gestort ist und die durch oxidativen Stress geschadigten
Mitochondrien nicht adéaquat abgebaut werden (Yang et al. 2006). Ceramide

bestimmter Kettenl&dngen fUhren hingegen uber eine erhohte
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Membranpermeabilitdt zu einer gesteigerten Autophagie und mitochondrialen
Teilung (Bikman et al. 2011; Sentelle et al. 2012).

In Zusammenschau dieser Erkenntnisse ware eine mdgliche Erklarung der
erhohten mitochondrialen Ceramidlevel in pinkl-Mutanten, dass diese eine
kompensierende Funktion haben; den Selbstschutzmechanismus der Zelle bei
mutationsbedingt geschadigter Atmungskette und dysfunktionaler Mitophagie
aufrechtzuerhalten. Neuere Erkenntnisse meiner beiden nachfolgenden
Doktorandinnen Lisa Frese und Julia Depperschmidt unterstiitzen diese
Hypothese. Sie konnten zeigen, dass ein friiher Faktor der Ceramid-vermittelten
Mitophagie, LC3-Il, in pinkl-Mutanten erhoht ist. Es bleibt bisher allerdings
ungeklart, ob diese Form der Mitophagie auch Uber diesen frihen Schritt hinaus
stattfindet.

Nach der Behandlung mit einigen der getesteten Wirkstoffe, konnte jedoch trotz
der Hemmung der Ceramidsynthese eine Verbesserung von Parametern wie ATP-
Gehalt, Komplex I-Aktivitat und Expression der SOD-2 festgestellt werden (Abb. 7,
10, 14).

Dies lasst sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass die Ceramide nicht nur den
mitochondrialen Abbau in Stresssituationen fordern, sondern ab einer bestimmten
Konzentration auch die Atmungskette hemmen (Gudz et al. 1997; Zigdon et al.
2013; Kogot-Levin et al. 2014). Ihre Akkumulation in der inneren
Mitochondrienmembran fuhrt zu einem verringerten Fettsaureabbau (3-Oxidation)
(Turpin et al. 2014; Raichur et al. 2014). Meine nachfolgende Doktorandin Lisa
Frese konnte auch in pink1l-Mutanten zeigen, dass die B-Oxidation ceramidbedingt
reduziert ist und dies die verringerte Atmungskettenaktivitat begrindet. Durch die
geringere Aktivitdt kommt es zu einer vermehrten Entstehung freier Radikale, die
dann wiederum die Mitochondrien schadigen (Garcia-Ruiz et al. 1997; Di Paola,
Cocco, and Lorusso 2000). Sowohl die direkte Stimulation der B-Oxidation als
auch die indirekte, tUber die Inhibition des Ceramidstoffwechsels, fihren zu einer
Steigerung der Atmungskettenaktivitdt. Diese neuen, bisher unpublizierten,
Ergebnisse ergeben eine potenzielle therapeutische Option zur Aufhebung des

pathologischen pink1l-Phéanotyps.

Eine Erklarung fur erhéhte mitochondriale Ceramidlevel in pink1-Mutanten konnte

also darin liegen, dass sie zu einer sinnvollen Steigerung der Ceramid-vermittelten
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Mitophagie fuhren. Andererseits gibt es auch den Anhalt, dass die ceramidbedingt
erniedriegte B-Oxidation die Insuffizienz der, durch die Mutation bereits
vorgeschadigten, Atmungskette noch weiter verstarkt. Eine Erh6hung
mitochondrialer Ceramidlevel, ob durch eine gesteigerte Synthese, verringerten
Abbau oder Relokalisation, fihrt damit moglicherweise sogar zu einer Verstarkung
des pathologischen Phanotyps. Es ist also anzunehmen, dass Ceramide in den
pinkl-Mutanten zu zwei ambivalenten Mechanismen fihren. Unklar bleibt, in

welchem Verhéltnis die Mechanismen zueinanderstehen (Abb. 17).

pink1-Mutation

__________________ !

oo Stress/
AN Stresssensitivitat

________ TN

Freie Radikale'

& ‘ Mitochondriale
| Ceramidlevel
! Ceramid- l ﬁ
: produktion %
' Atmungsketten- l
N ‘ . . effizienz
' Stress 1] 7773 Mitophagie — ¢
‘ e Y Initiation l ‘ ]
Kompensationsmechanismus Folge der Mutation

Abbildung 17: Méglicher Erklérungsansatz fiir die Rolle des Lipidstoffwechsels in pink1-Fliegen

Die pink1-Mutation fiihrt lber verschiedene Mechanismen zu gesteigertem oxidativem Stress. Zelluléirer
Stress flihrt zu einem erh6hten Gehalt mitochondrialer Ceramide. Die Ceramid-vermittelte Mitophagie wird
initiiert. Die Folgen der gesteigerten Initiation der Ceramid-vermittelten Mitophagie bleiben zunéichst
hypothetisch (gestrichelter Teil der Abb.), méglicherweise stellen sie eine Kompensation der
mutationsbedingt eingeschrdnkten Pink1/Parkin-abhédngigen Mitophagie dar (linker Teil der Abb.).
Gleichzeitig verstédrken Ceramide die Ineffizienz der durch die Mutation ohnehin schon vorgeschddigten
Atmungskette und somit den pathologischen Phdnotyp der pink1-Mutanten (rechter Teil der Abb.).

Der Phanotyp der pinkl-Mutanten lasst annehmen, dass der hemmende Effekt der
Ceramide auf die Atmungskette den moglicherweise protektiven Effekt auf die
Mitophagie Uberwiegt. Deshalb finden sich trotz bzw. aufgrund der kompensativ
erhohten Ceramidlevel die beschriebenen pathologischen Parameter.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen genau das: eine pharmakologische
Senkung der Ceramidlevel mildert die Auspragung des pinkl1l-Phanotyps (Abb. 7,
10, 14).

Die getesteten Wirkstoffe greifen alle in den Ceramidstoffwechsel ein (Abschnitt
3.1). Zwei von ihnen, Myriocin und Zoledronséure, fihren {ber eine
Enzymhemmung im Ceramidstoffwechsel zu einer direkten Reduktion von
Ceramid (Wadsworth et al. 2013; Babenko et al. 2016). Ein anderer Wirkstoff,
Miglustat, konnte Uber die Verschiebung eines chemischen Gleichgewichtes
indirekt ebenfalls zu einer Ceramidreduktion fuhren (Pastores et al. 2003). Der
Wirkstoff FTY720 ist eine synthetische Nachbildung von Myriocin ohne dessen
hemmende Wirkung und diente als Negativkontrolle (Napoli 2000). In den meisten
Experimenten war fir den Effekt auf die ATP-Level und Komplex I-Aktivitat nur ein
Trend zu beobachten. Fiur den Nachweis signifikanter Wirksamkeiten bedarf es
weiterer Messungen. Die Ergebnisse nach gangiger Auswertung sind in Abschnitt
3.1.1. bis 3.1.4. ausfuhrlich dargestellt und werden hier nochmals

zusammenfassend eingeordnet:

Myriocin und Zoledronséaure fiihrten zu einer Verbesserung des pathologischen
Phanotyps auf molekularer Ebene. Beide steigerten sowohl die Komplex I-Aktivitat
als auch die ATP-Level. Im Western Blot zeigte sich ein geringeres
Expressionslevel der SOD-2 (Abb. 11). Dies ist ein weiterer Indikator dafir, dass
Myriocin und Zoledronsdure Uber eine Ceramidreduktion zu einer gesteigerten
Atmungsketteneffizienz und damit zu einer reduzierten ROS-Produktion fuhrt. Der
Bedarf an der entgiftend wirkenden SOD-2 sinkt. Folglich wird ihre Expression
herunter reguliert. Die Effekte von Myriocin und Zoledronsaure auf molekularer
Ebene  stitzen den  vermuteten  Zusammenhang  zwischen  dem
Ceramidstoffwechsel und dem pathologischen Phanotyp der pinkl-Mutanten. Die
reduzierte Flugfahigkeit als Indikator eines parkinsonoiden Phéanotyps und
sichtbarem motorischen Resultat der zellularen Prozesse lie jedoch keine

eindeutige Verbesserung erkennen.

Die Wirksamkeit des Wirkstoffs Miglustat auf den pathologischen pink1l-Phanotyp
bleibt unklar. Er fihrte zwar zu einer leichten Steigerung der ATP-Level, die
Aktivitat des Komplex | nahm unter der Behandlung mit 1. mM Miglustat jedoch ab.
Moglicherweise wirkt diese Konzentration bereits toxisch (Abb. 9C). Interessant
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waren hier weitere Komplex I-Messungen nach Behandlung mit niedrigeren

Konzentrationen des Wirkstoffes.

Die Negativkontrolle FTY720 zeigte keine Wirksamkeit auf die molekularen

Charakteristika des pathologischen pink1l-Phanotyps.

Insgesamt zeigten die ATP-Messungen aller Wirkstoffe eine starke Streuung im
Verlauf der 12-16 Messdurchlaufe (siehe Abschnitt 3.1.6.). Alle Messungen fanden
nach der gleichen Methodik statt, die Streuung erklart sich deshalb am
wahrscheinlichsten durch Versuchsbedingungen wie Raumtemperatur (die
Messungen streckten sich Gber Winter- und Sommermonate), Luftfeuchtigkeit oder
Dauer der Einfrierzeit vor der Messung. Eine Sensitivitdtsanalyse gibt Auskunft
dartiber, wie stark die Ergebnisse durch Anderungen (physikalischer)
Eingangsparameter beeinflusst werden, also Auskunft Uber die Empfindlichkeit
eines Messsystems (Marino et al. 2008; Zi 2011). Um den Einfluss der
Eingangsparameter zu priufen, wurde wie in Abschnitt 3.1.6. beschrieben eine
Mittelwertkorrektur der Messdaten als Sensitivitatsanalyse durchgefihrt. Dadurch
werden Effekte der Versuchsbedingungen herausgerechnet und die Messdaten
untereinander besser vergleichbar. Je starker sich die Ergebnisse vor und nach
der Mittelwertbereinigung unterscheiden, desto groRRer ist die Empfindlichkeit des
Messystems (Saltelli et al. 1999; Marino et al. 2008; Xu et al. 2011).

Nach der Mittelwertbereinigung konnten die beschriebenen erniedrigten ATP-
Level der (unbehandelten) B9-Fliegen gegeniiber den RV-Fliegen bei nahezu
allen Messungen als signifikant bestatigt werden (Anhang 7.2.) (Clark et al. 2006).
Im Vergleich zu den Ergebnissen vor der Mittelwertbereinigung konnte die
Wirksamkeit bzw. Unwirksamkeit einiger Wirkstoffe bestatigt werden, bei anderen
Wirkstoffen kam es dagegen zu divergenten Ergebnissen. Die Behandlung mit
Myriocin zeigte nach der Mittelwertbereinigung ebenfalls ein Trend zur
Normalisierung der ATP-Werte, dieser ist jedoch nicht signifikant (Abb. 19). Die
ATP-Messungen der Behandlung mit Miglustat ergaben nach der
Mittelwertbereinigung dagegen ein verandertes Bild. Die Auswertung zeigte einen
deutlichen Trend der dreitagigen- und eine signifikante Wirksamkeit der
siebentagigen Behandlungsdauer (p = 0,0166*) (Abb. 21). Die Ergebnisse des
Wirkstoffs Zoledronsaure veranderten sich durch die Mittelwertbereinigung am
starksten, da die Rohdaten hier die gro3te Streuungsbreite aufwiesen. Nach der

Mittelwertbereinigung zeigte sich eine signifikante Wirksamkeit fur die dreitagige
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Behandlung (p = 0,0002***) (Abb. 14C, D) im Einklang mit dem erkennbaren
Trend der im Abschnitt 3.1.4. dargestellten Auswertung vor der
Mittelwertbereinigung (Abb. 10A, B). Die Unwirksamkeit der Negativkontrolle
FTY720 bestatigte sich auch nach der Mittelwertbereinigung (Abb. 20).

Die Interpretation der mittelwertbereinigten ATP-Daten ergibt also ein leicht
verandertes Bild zu der géngigen Auswertung: die Wirkstoffe Miglustat und
Zoledronsaure zeigen die starkste Wirksamkeit, Myriocin einen Trend im Sinne der
Normalisierung der ATP-Werte auf das physiologische Niveau. Die Wirksamkeit
von Miglustat auf die ATP-Werte erscheint eindeutig, spiegelt sich aber nicht in
einer Steigerung der Komplex I-Aktivitat wider- moglicherweise aufgrund einer zu
hoch gewahlten Wirkstoffkonzentration (Abb. 9C). Hier sind Nachmessungen mit

niedrigeren Konzentrationen fiir eine abschlieRende Aussage notwendig.

In Zusammenschau aller erhobenen Parameter, allen voran der Komplex I-
Aktivitat, bestatigte die Sensitivitatsanalyse die bisherige Interpretation von
Myriocin und Zoledronsdure als potenzielle Therapeutika, wirksam Uber die

Hemmung von Enzymen des Ceramidstoffwechsels.

Eine Beobachtung legt jedoch den Verdacht nahe, dass eine starke Inhibition des
Ceramidstoffwechsels auch schédliche Effekte haben konnte. Die starkste
Senkung der SOD2-Expression erfolgte bei 1mM Zoledronsaure, der
Konzentration, unter der etwa die Halfte der Fliegen der Gruppe verstarb (Abb. 11,
14). Moglicherweise fuhren derart reduzierte Mengen freier Radikale also auch zu
gesundheitlichen Einschrankungen. ROS sind in hoher Konzentration
zellschadigend. In niedrigen und mittleren Konzentrationen haben sie jedoch
physiologische Funktionen; sie sind ein wichtiges Signalmolekul und schiitzen vor
pathogenen Noxen, indem sie eine zellulare Antwort triggern (Drége 2002; Valko
et al. 2007). Es bleibt also unklar, ob die Fliegen auf 1 mM Zoledronsaure an
toxischen Effekten oder an ihren, infolge der Therapie, erniedrigten ROS-Leveln

starben.

Die Behandlung gesunder RV-Kontrollfliegen zeigte ebenfalls Effekte auf
phanotypische Parameter. So fihrte die dreitdgige Behandlung der gesunden
Fliegen mit Zoledronsaure zu einer signifikanten Steigerung der ATP-Level tber
die physiologische Konzentration hinaus (p = 0,0310*) (Abb. 25B). Die Ubrigen

Inhibitoren des Ceramidstoffwechsels zeigten keine eindeutige Wirkung auf die
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ATP-Level. Die Komplex I-Aktivitat stieg sowohl nach der Behandlung mit Myriocin
als auch mit Zoledronséaure deutlich tber das physiologische Niveau (Abb. 7C und
10C). Auch im Western Blot zeigte sich die Wirksamkeit dieser beiden Wirkstoffe
auf die gesunden RV-Fliegen: der Gehalt der SOD-2 nahm durch die Behandlung
ab (Abb. 11). Eine begrenzte Senkung der Ceramidlevel durch die Wirkstoffe
Myriocin und Zoledronsaure scheint also auch in gesunden Fliegen zu einer

effizienteren Atmungskette und damit zu weniger oxidativem Stress zu fuhren.

Als Resultat der Wirkstofftests lasst sich festhalten, dass der Ceramidstoffwechsel
eine Verbindung zwischen Atmungsketteninsuffizienz und gestorter Mitophagie in
pink1-Mutanten darstellt. Hypothese 1 kann somit verifiziert werden. Das Ziel 1
wurde erreicht. Im Einklang mit den neusten Erkenntnissen der Wissenschatft,
bestdtigen die Ergebnisse die zentrale Bedeutung der mitochondrialen
Dysfunktion fur die Pathogenese des M. Parkinson und erganzen diese um einen
verbindenen Erklarungsansatz, den Ceramidstoffwechsel (Grinewald et al. 2019;
Plotegher et al. 2019).

4.2. Reduzierte Penetranz der pinkl-Mutation

Der Auspragung der pinkl-Mutation liegen verschiedene Einfliisse zu Grunde. So
scheint es neben Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und Umwelt auch auf
genetischer Ebene Modifikatoren zu geben, welche die Auspragung der
Erkrankung beeinflussen und zum beobachteten Phanomen der reduzierten

Penetranz fuhren (siehe Abschnitt 1.7.).

Um dieser Beobachtung weiter auf den Grund zu gehen, sollten mit dem in
Abschnitt 3.2. beschriebenen Kreuzungsschema pink1-Fliegen gezichtet werden,
die sich genetisch sehr ahnlich sind. Durch eine genetische Sequenzierung, so der
Plan, sollten genetische Faktoren identifiziert werden, die die Auspragung der
pink1-Mutation beeeinflussen. Das Kreuzungsschema mit zahlreichen artifiziellen
Balancer-Chromosomen machte die Fliegen jedoch krank. Sie konnten keine

Nachkommen hervorbringen und es kam nicht zum Erhalt der Versuchsfliegen.

Fur die zuklnftige Bearbeitung dieser Fragestellung wurde ein neues

Kreuzungsschema entwickelt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Uberarbeitetes Kreuzungsschema fiir die Ziichtung der pink1-Versuchsfliegen

Das neue Kreuzungsschema enthdlt keinen Schritt, in dem die Mdnnchen fiinf Balancer tragen und aufgrund
dessen besonders krank werden. Eine weitere Besonderheit des neuen Schemas ist, dass in der dritten
Generation Geschwisterpaare miteinander gekreuzt werden. Von den Nachkommen so eines
Geschwisterpaares werden die pink1-Mutation tragende mdnnliche Fliegen ohne Balancer ausgesucht. Diese
tragen nur die Wildtypallele von dem Weibchen aus der zweiten Paarung und haben deshalb eine hohe
genetische Ahnlichkeit untereinander.

Das neue Schema (Abb. 18) hat den Vorteil, dass die Mannchen nicht auf jedem
Chromosom zwei Balancer tragen, sondern auf Chromosom 2 und 3 jeweils auch
ein Wildtyp-Allel. Es besteht die Hoffnung auf gesindere Fliegen und eine
schnellere Vermehrung. Im Vergleich zu dem bisherigen Kreuzungsschema (Abb.
16) ist die genetische Variabilitat der Versuchstiere allerdings etwas hoher, da sie
bis zu vier (und nicht nur 2zwei) unterschiedliche Wildtypallele auf den
Chromosomen 2 und 3 tragen. Verlauft die Kreuzung erfolgreich, soll wie
ursprunglich geplant verfahren werden: zunéchst werden die Mannchen fur die
Experimente auf ihre Flugfahigkeit getestet. Die flugfahigen Tiere werden
anschlieend mit den nicht-flugfahigen Tieren in Parametern wie ATP, Komplex I-

Aktivitat und auch in ihrer genetischen Sequenz verglichen.

Aufgrund der Schwierigkeiten bei dem Erhalt der Versuchsfliegen, konnte das Ziel
2, die Identifikation protektiver genetischer Faktoren fur die Auspragung der pink1-
Mutation, nicht erreicht werden. Hypothese 2 kann zunachst nicht angenommen
werden. Mit dem neuen Kreuzungsschema besteht jedoch die Hoffnung, in

Zukunft derartige Faktoren identifizieren zu kdnnen.
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4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Den Ergebnissen dieser Arbeit zur Folge spielt der Ceramidstoffwechsel als
Verbindung zwischen Atmungsketteninsuffizienz und gestorter Mitophagie eine
bedeutende Rolle in der Pathogenese des M. Parkinson. Enzyme des
Ceramidstoffwechsels konnten deshalb eine potenzielle Zielstruktur zukinftiger
Parkinsontherapien darstellen. Zwei der getesteten Wirkstoffe, Myriocin und
Zoledronsaure, fuhren als Inhibitoren der Ceramidproduktion zu einer deutlichen

Verbesserung des pathologischen pinkl-Phanotyps.

Myriocin ist in der Wissenschaft erprobt und Zoledronsaure sogar bereits fur die
Therapie anderer Erkrankungen zugelassen (Miyake et al. 1995; European
Medicines Agency 2015). Diese Tatsache erleichtert zukinftige translationale
Arbeiten und mogliche Therapieversuche an Patienten. Fir eine abschlielRende
Aussage Uber die Wirksamkeit von Myriocin und Zoledronséure sind weitere
Experimente mit grol3eren Stichproben und verlangerter Beobachtungsdauer
notig. Die pharmakologische Wirksamkeit zur Enzyminhibition konnte durch
Erfassung der Expressionslevel der an der Synthese beteiligten Enzyme Uberpruft
werden. Fir eine Validierung der Wirksamkeit ware eine direkte Bestimmung der
mitochondrialen Ceramidkonzentrationen in pink1l-Mutanten mittels
Massenspektrometrie anzustreben. Sinnvoll ware auch eine genaue Betrachtung
der mitochondrialen Morphologie vor und nach der Therapie. Sollte die
Ceramiderhdhung in der Lage sein, den defekten Pinkl/Parkin-Stoffwechselweg
der Mitophagie vollstandig zu kompensieren, kénnte die Ceramidinhibition zwar zu
einer Steigerung der Atmungsketteneffizienz flihren, jedoch auch zu einer

erhdhten Anzahl geschadigter, nicht abgebauter Mitochondrien.

Die Wirksamkeit von Myriocin konnte zwischenzeitlich von meiner Betreuerin Frau
Vos in Fibroblasten von Patienten mit homozygoter PINK1-Mutation bestétigt
werden. Mein Kollege Jonas Rohr fand heraus, dass auch die genetische
Inaktivierung des von Myriocin gehemmten Enzyms, der Serin-Palmitoyl-
Transferase, codiert durch das Gen lace, zu einer Verbesserung des pinkl-
Phanotyps in DM fuhrt. Neue Erkenntnisse meiner nachfolgenden Doktorandin
Lisa Frese zeigen, dass auch eine genetische Inaktivierung der Ceramidsynthase
von DM (codiert durch das Gen schlank), mit konsekutiver Reduktion der
Ceramidlevel (Bauer et al. 2009) zu einer Verbesserung der pathologischen
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Parameter fuhrt. Dies bestatigt die dargelegten Ergebnisse der
pharmakologischen Inhibition des Ceramidstoffwechsels und die Annahme, die
Wirksamkeit der Wirkstoffe sei auf die Senkung der Ceramidspiegel zurick zu

fuhren.

Um den letztendlich wohl schadlichen Kompensationsmechanismus der Ceramid-
erh6hung in pink1l-Mutanten zu durchbrechen, bieten sich fir das Tiermodell also
zum jetzigen Zeitpunkt drei therapeutische Mdglichkeiten:

) die pharmakologische Ceramidsenkung,
1)) die  genetische Inaktivierung  verschiedener  Enzyme  der
Ceramidsynthese,

) die Stimulation der ceramidbedingt gehemmten B-Oxidation.

Die Rolle des Ceramidstoffwechsels fur die Pathogenese des M. Parkinson kdnnte
fur die Humanmedizin von hoher therapeutischer Relevanz sein. Es bleibt
abzuwarten, ob sich die Wirksamkeit der Ceramidinhibition im Kontext

translationaler Forschung verifizieren lasst.

Das ebenfalls in dieser Arbeit betrachtete Ph&dnomen der reduzierten Penetranz
lasst sich wahrscheinlich auf verschiedene Einflussfaktoren zurtickfiihren. Auch
wenn im Rahmen dieser Arbeit keine protektiven genetischen Faktoren identifiziert
werden konnten, sollte dieser Fragestellung in Zukunft besondere Aufmerksamkeit

geschenkt werden.

Gegen Ende meiner Arbeit wurde eine Studie publiziert, die neben Umweltfaktoren
auch genetische Faktoren identifiziert, welche einen protektiven oder nachteiligen
Einfluss auf die Penetranz der Erkrankung haben (Zanon et al. 2018). Diese gilt es
zu bestatigen, zu widerlegen oder zu erganzen. Ein Verstandnis dieser
Modifikatoren konnte es denkbar werden lassen, das Erkrankungsalter

hinauszuzdgern oder sogar die Manifestation des M. Parkinson zu verhindern.

Die beschriebenen Methoden zur Untersuchung der pinkl-Mutation wurden im

Rahmen dieser Arbeit auch fur die Untersuchung einer erstmals 2017

beschriebenen, bisher nicht ndher bezeichneten, neurodegenerativen Erkrankung

angewendet. lhr liegt ursachlich eine Mutation im menschlichen Gen HACE1 zu

Grunde (Hollstein et al. 2015). Ziel war die Identifikation eines homologen Gens in

DM. Dafur wurden Fliegen mit einer LOF-Mutation in dem Gen mit der héchsten
53



Diskussion
sequenziellen Ubereinstimmung zu HACE1, genannt CG5604, untersucht. Weder
die Beobachtungen noch die Ergebnisse der ATP- und ROS-Messungen sind mit
einer Mutation in Verbindung zu bringen, die -zumindest im Menschen- zu einer
schwerwiegenden neurologischen Entwicklungsstorung fuhrt. CG5604 konnte
somit nicht als homologes Gen zu HACEL bestatigt werden. Ziel bleibt es, ein
Drosophila-Modell der neu entdeckten neurodegenerativen Erkrankung zu
etablieren. Anhand dessen kdnnten Experimente zum grundlegenden Verstandnis

der HACE1-Mutation und ihren Folgen durchgefihrt werden.

Nur ein detailliertes Verstdndnis neurodegenerativer Prozesse ermdglicht in
Zukunft eine bessere Fruherkennung und Therapie von Erkankungen wie
M. Parkinson. Dies ist von grol3em Interesse fur die betroffenen Patienten und
gewinnt in Anbetracht alternder Gesellschaften zunehmend an Bedeutung. Die
Erkenntnisse aus dem Tiermodell DM sind auf diesem Weg ein entscheidener
Schritt (Aryal et al. 2019).
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5. Zusammenfassung

Bis heute ist die Pathophysiologie der dem Morbus Parkinson zu Grunde
liegenden mitochondrialen Dysfunktion nicht hinreichend verstanden. Der Fokus
dieser Arbeit liegt auf einer genetisch bedingten, friih auftretenden Form des
Morbus Parkinson. Diese wird durch Mutationen im PINK1-Gen verursacht. Da
sich das Klinische Bild der genetischen und der idiopathischen Form sehr &hneln,
geht man von einer vergleichbaren Pathophysiologie aus. Im verwendeten
Tiermodell Drosophila melanogaster manifestiert sich eine pink1l-Mutation mit
reduzierter Flugfahigkeit, insuffizienter Atmungskette sowie eingeschrénktem
Abbau von Mitochondrien (Mitophagie). Auf molekularer Ebene fuhrt das zu einem
reduzierten ATP-Gehalt und vermehrt freien Sauerstoffradikalen. Dieser zellulare
Stress induziert die Produktion von Ceramiden, da diese die Mitophagie
kompensatorisch steigern. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Ceramide in
der Pathophysiologie anhand des Tiermodells n&her zu untersuchen.

Dafur wurden die pinkl-Fliegen mit verschiedenen Inhibitoren des Ceramid-
stoffwechsels behandelt. Zwei der Wirkstoffe fuhrten zu einer Besserung des
pathologischen Phanotypes: Myriocin und Zoledronséure steigerten Komplex I-
Aktivitat und ATP-Gehalt. Durch die effizientere Atmungskette entstanden weniger
freie Radikale und die Expression der Radikal-entgiftenden Superoxiddismutase-2
sank. Eine mogliche Erklarung dafur basiert darauf, dass Ceramide nicht nur die
Mitophagie fordern, sondern auch die Atmungskette hemmen. Tritt die
stressbedingte Ceramiderh6hung im Sinne eines Kompensationsmechanismus in
pink1l-Mutanten auf, trifft dieser auf eine vorgeschadigte Atmungskette. Der
pathologische Phanotyp wird zuséatzlich verstarkt. Die pharmakologische
Hemmung des Ceramidstoffwechsels reduziert die in pink1-Mutanten schadlichen

Folgen der Ceramide und stellt somit einen neuen Ansatz in der Therapie dar.

Bei einigen Mutationstrager*innen manifestiert sich die Erkankung nie oder sehr
spat. Auch etwa 10 % der Fliegen sind trotz pinkl-Mutation weiterhin flugfahig.
Dieser reduzierten Penetranz liegen wahrscheinlich verschiedene, auch
genetische, Einflisse zu Grunde. Ein weiteres Ziel war deshalb die Identifikation
protektiver genetischer Faktoren mittels next-generation-sequencing. Aufgrund
von Schwierigkeiten in der vorgeschalteten Kreuzungsreihe konnten voerst keine
Faktoren identifiziert werden. Ein neues Kreuzungsschema zur Verfolgung des

formulierten Ziels wurde bereits entwickelt.
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5.1. Summary

To this day, the pathophysiology of the mitochondrial dysfunction underlying
Parkinson's disease is not sufficiently understood. This work focuses on a
genetically determined, early-onset form of Parkinson's disease. This is caused by
mutations in the PINK1 gene. Since the clinical picture of the genetic and
idiopathic form is very similar, a comparable pathophysiology is assumed. In the
animal model used here, Drosophila melanogaster, a pinkl mutation manifests
with a reduced flying ability, an insufficient respiratory chain and the limited
degradation of mitochondria (mitophagy). At the molecular level, this leads to a
reduced ATP content and increased free oxygen radicals. The present cellular
stress induces the production of ceramides, as these increase mitophagy
compensatory. One aim of the present work was to investigate the role of

ceramides in pathophysiology using the animal model.

To do so, pinkl flies were treated with various inhibitors of ceramide metabolism.
Two of the substances led to an improvement of the pathological phenotype:
myriocin and zoledronic acid increased the complex | activity and the ATP content.
The more efficient respiratory chain resulted in fewer free radicals and the
expression of the radical detoxifying superoxide dismutase-2 decreased. One
possible explanation for this is that ceramides not only promote mitophagy but also
inhibit the respiratory chain. If the stress-induced ceramide increase in the sense
of a compensation mechanism occurs in pinkl mutants, it encounters a previously
damaged respiratory chain. The pathological phenotype is additionally enhanced.
The pharmacological inhibition of the ceramide metabolism reduces the harmful

effects of ceramides in pinkl mutants and represents a new approach in therapy.

In some mutation carriers the disease never manifests itself or manifests very late.
It can also be observed in Drosophila melanogaster that about 10 % are still able
to fly despite the pinkl mutation. This reduced penetrance is probably due to
various influences, including genetic ones. A further aim was therefore the
identification of protective genetic factors using next-generation sequencing. Due
to difficulties in the upstream crossing series, no factors could be identified. A new

crossing scheme has already been developed to pursue the formulated objective.
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7. Anhang

7.1. Liste aller Gerate und Materialien

Gerate:

Gerat

Mikroplatten-Leser

Zentrifuge

Mikroskop
Mikroskoplampe
elektronisches
Ruhrwerk

25°C Inkubator

Kochplatte
Waage

Handmixer

Pippetierhilfe
Rotator

-80°C Schrank

Sicherheitswerkbank

Zellzahler

Zentrifuge

Zentrifuge
Prazisionswaage
Kombi-Vortex-
Zentrifuge
Pipetten

Pipette
Pipettierhilfe

Bezeichnung
Synergy HT Multi-Mode

Microplate Reader
Centrifuge Heraeus Fresco 21

Mikroskop SMZ745
KL1600 LED

VOS 14

Cooled Incubator MIR-254-PE
Kochplatte

EG 0,02g-420g

Pellet Pestle Motor

Integra Pipetboy 2
VWR Tube Rotator EU Plug

Forma 88000 Series

HERAsafe®

Countess® Automated Cell

Counter
Multifuge 1 S-R

Microfuge 22R
Kern ACJ/ACS 80-4

PCV 2400

10, 20, 100, 200, 1000 ml
5ml Abimed
Pipetus®
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Hersteller
BioTek,Winooski, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Nikon, Tokio, JPN
Schott, Mainz, DEU

VWR, Darmstadt, DEU

Panasonic, Kadoma, Japan
Rommelsbacher, Dinkelsbiihl,
DEU

Kern & Sohn, Balingen, DEU
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

INTEGRA Biosciences Corp.,
Hudson, USA

VWR, Darmstadt, DEU
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Life Technologies, Carlsbad,
USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Beckman Coulter, Brea, USA
Kern & Sohn, Balingen, DEU
Grant-bio, Grant instruments,
Cambridge, UK

Eppendorf, Hamburg, DEU
Labmate, New Jersey, USA

Hirschmann,



Pipettierhilfe
Schuttler
Spannungsquelle
Mikroskop

Dispenser

accu-jet® pro
Rotamax 120
PowerPac HC
Axiovert 200M

simplex 1-25ml

Tabelle 7: Auflistung aller verwendeten Gerdite

Software:
Software
Bildbearbeitungs-
programm
Office-Packet

Statistikprogramm

Bezeichnung
ImageJ
Microsoft Office 2013

GraphPad Prism Version 5

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Software

Wirkstoffe:
Handelsname
Myriocin
Miglustat
FTY720

Zoledronsaure

Wirkstoff

Myriocin from Mycelia sterilia

N-Butyldesoxynoijirimycin.HCL

FTY720

Zoledronic Acid

Anhang

Neckartenzlingen, DEU
Brand, Wertheim, DEU
Heidolph, Schwabach, DEU
Bio-Rad, Hercules, USA
Zeiss, Oberkochen, DEU

Vitlab, Grossostheim

Hersteller
NIH, Bethesda, USA

Microsoft, Redmond, USA
GraphPad Software, La Jolla,
USA

Hersteller

Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Enzo, Farmingdale, USA
Sigma-aldrich, St. Louis, USA
USP, Rockville, USA

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Wirkstoffe und deren Hersteller

Verbrauchsmaterialien:

Material
PCR-Gefal

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Reaktionsgefald
Reaktionsgefal
Reaktionsgefald
Serologische

Pipetten

Bezeichnung
Multiply®-Pro 0,5ml
Biosphere®
Biosphere®filtertips
1-5ml Makro I
Roéhrchen 15/50 ml
SafeSeal Gefal? 2ml
Biosphere® 0,5/1,5 ml
5, 10, 25, 50 ml
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Hersteller
Sarstedt, Numbrecht, DEU

Sarstedt, Numbrecht, DEU
T.H. Geyer, Renningen, DEU
Sarstedt, Nimbrecht, DEU
Sarstedt, Nimbrecht, DEU
Sarstedt, Niumbrecht, DEU
Sarstedt, Nimbrecht, DEU



Vakuumfilter

Zellkulturplatten
Zellkulturplatten
Zellkulturflasche

Zellkulturplatten

Zellkulturplatten

Microplatte

Microplatte

Watte

Drosophila-Gefalie

Gel

Tabelle 10: Auflistung der a

rapid - Filtermax 250 ml/500 ml
Cellstar® 6-/12-Well

TC-Platte 24-Well
TC-Flasche T175

Cell Culture Dish
100mmx20mm Style
96-well Cell Culture Cluster
96-well, weiss, lumitrac
96-well, schwarz, pClear®
Cotton balls 51-101/102
16/68ml

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel

litéiglichen Verbrauchsmaterialien

Zutaten des Fliegenfutters:

Zutat
feine Speisestéarke

Bacto™Agar

Hersteller

Anhang
TPP®, Trasadingen, CHE

Greiner Bio-One,
Kremsmiunster, AUT
Sarstedt, Numbrecht, DEU
Sarstedt, Numbrecht, DEU
Corning®, Corning, USA

Corning®, Corning, USA
greiner Bio-one,
Frickenhausen, DEU
greiner Bio-one,
Frickenhausen, DEU
Genesee Scientific, San
Diego, USA

greiner Bio-one,
Frickenhausen, DEU
Novex® by Life Technologies,
Carlsbad, USA

Dr. Oetker, Bielefeld, DEU
BD, Sparks, USA

Propionic Acid
Methyl-4-hydroxybenzoat
Dextrose

Zuckerrohr Melasse
Backhefe

Ethanol

Tabelle 11: Die Zutaten des Fliegenfutters

Kits, Lésungen und Puffer:
Name

DC™ Protein Assay Kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Rapunzel, Legau, DEU

gut&gunstig, EDEKA, Hamburg, DEU
J.T.Baker®, Center Valley, USA

Hersteller
Bio-Rad, Hercules, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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DCFDA - Cellular Reactive Oxygen
Species Detection Assay Kit

ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS I
Super Signal West Pico
Chemiluminiscence Substrate
NuPage™® LDS Sample Buffer (4x)

NuPage™® MES SDS Running Buffer
(20x)

NuPage ™® Transfer Buffer (20x)
StemPro® Accutase®
Zelldissoziationsreagenz

Guanidin/ATP-Extraktionspuffer:

Mitochondrial Isolation Buffer:

Ripa-Puffer:

TBS 10x:

TBS-T:

Anhang
Abcam,Cambridge, UK

Roche,Rotkreuz, CHE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Novex® by Life Technologies, Carlsbad,
USA

Novex® by Life Technologies, Carlsbad,
USA

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad,
USA

HPLC Wasser, Tris [100mM], EDTA [4mM],
Guanidin-HCI [6M]

Saccharose [250mM], Tris-HCI [100mM],
MgCl, [15mM], HPLC Wasser, pH=7,4,
vakuumsterilisiert, 1 Tablette
Proteaseinhibitor je 10 ml Lésung

Tris-Hcl [1M], NaCl [2M], NP-40 [10%],
DOC [10%], SDS [1%)]

1L Aqua dest., 24,2g Tris [50mM], 90g
NaCl [150mM], Anpassung mit HCI [1M] bis
pH=7,5

TBS [10x], HPLC Wasser, Tween 20

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Kits, Losungen und Puffer

Chemikalien:
Name

Dimethyl Sulfoxide
Methanol

Ethanol 70%, vergallt

HPLC-Wasser Gradient Grade
NuPage™® Antioxidant

Tris

Hersteller

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
J.T.Baker®, Center Valley, USA
CHEMSOLUTE® by T.H. Geyer,
Renningen, DEU

J.T.Baker®, Center Valley, USA
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

EMD Millipore, Billerica, USA
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Triton® X-100
Tween 20

Acetyl Coenzym A
Decylubiquinone
Dithiothreitol (DTT)

Proteaseinhibitor complete Mini

Anhang

AppliChem, Darmstadt, DEU
Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Roche Diagnostics GmbH

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Chemikalien

Antikorper:
Antigen Wirtspezies

Priméare Antikorper

Anti-B-Actin Maus IgG
Anti-SOD> Hase I1gG
Sekundare

Antikorper

Maus IgG Ziege
Hase IgG Ziege

Verdinnung Hersteller

1:1000
1:500

1:10.000

1:10.000

Tabelle 14: Angaben zu den verwendeten Antikérpern
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Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA



Anhang

7.2. ATP-Ergebnisse der B9-Fliegen vor und nach der

Mittelwertbereinigung
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Abbildung 19: ATP-Werte des Wirkstofftests Myriocin vor & nach Mittelwertbereinigung

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen.
Auf der rechten Seite sind die nach der Mittelwertbereinigung entstandenen ATP/Protein-Messpunkte
ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen vergleichbar abgebildet. Durch die Mittelwertbereinigung ergeben sich
signifikante Unterschiede der ATP-Werte zwischen der RV- und der B9-Kontrolle nach 3 (p =0,0028**) und 7
Tagen (p =0,0392*). Der Wirkstoff fiihrt zu keiner signifikanten ATP-Steigerung nach Mittelwertbereinigung.
Genaue p-Werte sind folgender Tabelle 15 zu entnehmen.
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Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung

3 Tage RV/B9-Kontrolle p=0,116 p = 0,0028**
Mann-Whithney U

3 Tage Wirkstoff p =0,8760 p =0,8259
Kruskl-Wallis Test

7 Tage RV/B9-Kontrolle p = 0,6009 p = 0,0392*
Mann-Whithney U

7 Tage Wirkstoff p =0,8070 p =0,4631

Kruskl-Wallis Test

Tabelle 15: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests Myriocin
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Abbildung 20: ATP-Werte des Wirkstofftests FTY720 vor & nach Mittelwertbereinigung

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder FTY720. Auf der rechten Seite sind die nach der Mittelwertbereinigung
entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen vergleichbar abgebildet. Nach
der Mittelwertbereinigung ergeben sich signifikante Unterschiede der ATP-Werte zwischen der RV- und der
B9-Kontrolle nach 7 Tagen (p = 0,0009***). Der Wirkstoff fiihrt weder vor noch nach Mittelwertbereinigung
zu einer signifikanten ATP-Steigerung. Genaue p-Werte sind folgender Tabelle 16 zu entnehmen.
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Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung
3 Tage RV/B9-Kontrolle

: p =0,3408 p = 0,0531
Mann-Whithney U
3 Tage Wirkstoff
: p =0,9898 p =0,0737
Kruskl-Wallis Test
7 Tage RV/B9-Kontrolle
_ p = 0,0606 p = 0,0009***
Mann-Whithney U
7 Tage Wirkstoff
p=0,6573 p =0,5335

Kruskl-Wallis Test
Tabelle 16: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests FTY720
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Abbildung 21: ATP-Werte des Wirkstofftests Miglustat vor & nach Mittelwertbereinigung

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder Miglustat. Auf der rechten Seite sind die nach der Mittelwertbereinigung
entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen vergleichbar abgebildet. Nach
der Mittelwertbereinigung ergibt sich eine signifikante Wirksamkeit nach siebentégiger Behandlung mit
Miglustat (p=0,0166%). Auch nach dreitdgiger Behandlung zeigt sich ein positiver Effekt auf die ATP-Werte.
Genaue p-Werte sind folgender Tabelle 17 zu entnehmen.
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Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung
3 Tage RV/B9-Kontrolle

_ p =0,3787 p = 0,0102*
Mann-Whithney U
3 Tage Wirkstoff
_ p =0,8725 p =0,2881
Kruskl-Wallis Test
7 Tage RV/B9-Kontrolle
_ p = 0,0404* p = 0,0002***
Mann-Whithney U
7 Tage Wirkstoff
p=0,1939 p = 0,0166*

Mann-Whithney U

Tabelle 17: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests Miglustat
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7.3. ATP-Ergebnisse der RV-Kontrollfliegen vor und nach der
Mittelwertbereinigung
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Abbildung 22: ATP-Werte gesunder RV-Fliegen nach Testung des Wirkstoffes Myriocin

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder Myriocin in verschiedenen Konzentrationen. Auf der rechten Seite sind die
nach der Mittelwertbereinigung entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen
vergleichbar abgebildet. Genaue p-Werte sind folgender Tabelle 18 zu entnehmen.

Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung
3 Tage Wirkstoff
Kruskl-Wallis Test
7 Tage Wirkstoff
Kruskl-Wallis Test
Tabelle 18: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests Myriocin an RV-Fliegen

p = 0,5885 p=0,1815

p =0,9288 p =0,8643
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Abbildung 23: ATP-Werte gesunder RV-Fliegen nach Testung des Wirkstoffes FTY720

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder FTY720 in verschiedenen Konzentrationen. Auf der rechten Seite sind die nach
der Mittelwertbereinigung entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen
vergleichbar abgebildet. Nach dreitdgiger Behandlung mit FTY720 zeigt sich ein dosisabhéingiger,
signifikanter Anstieg der ATP-Level (p = 0,0001***). Die siebentcigige Behandlung kann diese Wirkung nicht
bestdtigen. Genaue p-Werte sind folgender Tabelle 19 zu entnehmen.

Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung

3 Tage Wirkstoff
) p =0,8819 p = 0,0001***
Kruskl-Wallis Test
7 Tage Wirkstoff
p = 0,0491* p = 0,9994

Kruskl-Wallis Test
Tabelle 19: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests FTY720 an RV-Fliegen
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Abbildung 24: ATP-Werte gesunder RV-Fliegen nach Testung des Wirkstoffes Miglustat

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder Miglustat. Auf der rechten Seite sind die nach der Mittelwertbereinigung
entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D) Tagen vergleichbar abgebildet. Der
Wirkstoff Miglustat zeigt keine Wirksamkeit auf die ATP-Level der RV-Fliegen. Genaue p-Werte sind
folgender Tabelle 20 zu entnehmen.

Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung

3 Tage Wirkstoff
' p =0,9244 p=0,1874
Kruskl-Wallis Test
7 Tage Wirkstoff
p = 0,6053 p = 0,1467

Kruskl-Wallis Test
Tabelle 20: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests Miglustat an RV-Fliegen
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Abbildung 25: ATP-Werte gesunder RV-Fliegen nach Testung des Wirkstoffes Zoledronséiure

Die Grafiken auf der linken Seite zeigen die Rohdaten der ATP/Protein-Messung nach 3 (A) oder 7 (B) Tagen
auf dem Kontrollmedium oder Zoledronsdure in verschiedenen Konzentrationen. Auf der rechten Seite sind
die nach der Mittelwertbereinigung entstandenen ATP/Protein-Messpunkte ebenfalls nach 3 (C) und 7 (D)
Tagen vergleichbar abgebildet. In der héchsten Konzentration 1000uM starb die Hdlfte der Fliegen nach
sieben Tagen. Um dies in der Auswertung zu beriicksichtigen, flossen die Gestorbenen als Nullwerte in die
Mittelwertbereinigung ein, nicht aber in die statistische Analyse, weshalb hier der Mann-Whitney U Test
gewdhlt wurde. Nach dreitégiger Behandlung der RV-Fliegen steigen die ATP-Werte dosisabhéngig an (p =
0,0310%*). Nach siebentdgiger Behandlung zeigt sich dagegen kein eindeutiger Effekt. Genaue p-Werte sind
folgender Tabelle 21 zu entnehmen.

Vor Mittelwertbereinigung Nach Mittelwertbereinigung

3 Tage Wirkstoff
. p=0,9781 p = 0,0310*
Kruskl-Wallis Test
7 Tage Wirkstoff
p =0,8785 p =0,7984

Mann-Whitney-U

Tabelle 21: Auswertung der ATP-Ergebnisse des Wirkstofftests Zoledronséiure an RV-Fliegen
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