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Zusammenfassung

Morbus Parkinson ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. Da das Alter
ein wichtiger Faktor bei der Erkrankung ist und es bisher keine Heilung oder Pravention
gibt, ist diese Erkrankung bei einer alternden Bevolkerung ein zentrales Thema. Die
Krankheit wird durch die Oligomerisierung und die Fibrillierung des Proteins a-Synuclein
charakterisiert. Diese geformten Oligomere rekrutieren dann weitere Monomere und
fihren durch unterschiedliche toxische Effekte zum Zelltod von dopaminergen Neuronen

in der Substantia nigra.

Da aktuell nur eine symptomatische Behandlung verflgbar ist, ware eine Pravention oder
Behandlung in Form eines Impfstoffs von hoher Bedeutung. Dazu gibt es bereits einige
Immunisierungsversuche sowohl in praklinischen als auch in klinischen Studien.
Immunisierungsversuche gegen das native a-Synuclein konnte auch bereits eine gute
Wirksamkeit in Mausmodellen zeigen. Allerdings konnten diese Impfstoffe nicht in die
klinische Phase Ubertragen werden, da die Gefahr von Autoimmunreaktionen zu grof} ist.
Spater ist man dazu Ubergegangen kirzere Epitope von a-Synuclein zu verwenden,

sodass keine Autoimmunreaktion durch T-Helferzellen entsteht.

Einen ahnlichen Ansatz wurde auch in dieser Arbeit verfolgt. Dafir wurde das
fibrillenbildende Pilzprion HET-s so verandert, dass die Aulenseite der Fibrillen vier
verschiedenen Epitopen auf Basis von synthetischen a-Synuclein Fibrillen ahneln. Diese
wurden dann zu einem quadrivalenten Impfstoff kombiniert. Die Wirksamkeit wurde dann
in dem TgM83-Mausmodell getestet. Die geimpften Mause nahmen hier langer an Gewicht
zu, hatten eine signifikant langere Lebensspanne und zeigten bei motorischen
Verhaltenstests eine bessere Leistung als die ungeimpften Tiere. Daraus lasst sich
schlielden, dass die Impfung den Beginn der Erkrankung hinauszégert. Spater erkranken
auch die geimpften Tiere und zeigen dann die gleiche Pathologie und
Entziindungsreaktionen wie die ungeimpften Tiere. Letztendlich zeigt diese Arbeit auch,
dass die gebildeten Antikérper in den Mausseren sehr gut die Vakzine, a-Synuclein
Fibrillen und auch Gehirn-Homogenate von Patienten verschiedener Synucleinopathien
erkennen. Gerade das letztgenannte gibt starke Hinweise darauf, dass dieser Impfstoff
auch in klinischen Studien eine gute Wirksamkeit zeigen kann, da offensichtlich die

Antikérper humanes pathogenes a-Synuclein erkennen.
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1. Einleitung

1.1. Synucleinopathien und Morbus Parkinson

Synucleinopathien sind ein Uberbegriff von neurodegenerativen Erkrankungen, die von
einer Aggregation des Proteins a-Synuclein (a-Syn) verursacht werden. Zu den
Synucleinopathien zahlen auRer Morbus Parkinson (engl.: Parkinson’s disease, PD) z.B.
noch die Demenz mit Lewy-Korpern (engl: Dementia with Lewy-Bodies, DLB) und die
Multisystematrophie (MSA). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sich a-Syn-Aggregate im
Perikaryon (Lewy-Koérper), welche zusatzlich auch noch andere Bestandteile enthalten,
und in den Neuriten (Lewy-Neurite) befinden. Allerdings finden sich bei MSA-Patienten
auch gliale zytoplasmatische Einschliisse in Oligodendrozyten (Fujiwara et al. 2002; Koga
et al. 2021; Tamguney und Korczyn 2018; Spillantini et al. 1997; Spillantini und Goedert
2000). Diese a-Syn-Aggregate fihren zu einem Absterben von dopaminergen Neuronen in
der Substantia nigra und somit zu einem Dopamindefizit (Gémez-Benito et al. 2020;
Taschenberger et al. 2012). PD ist neben Morbus Alzheimer eine der am haufigsten
auftretenden neurodegenerativen Erkrankung, deren Haufigkeit im Alter zunimmt. Die
Haufigkeit steigt von 1 % bei 60-Jahrigen auf 3 % bei 80-Jahrigen. Im Alter von 70 — 80
Jahren erreicht die Inzidenz einen HoOhepunkt. Des Weiteren sind Manner haufiger
betroffen als Frauen (Pringsheim et al. 2014; Lee und Gilbert 2016). Die meisten PD-Falle
sind sporadisch. Allerdings sind 10 — 15 % der Falle durch verschiedene Missense-
Mutationen im SNCA-Gen, welches auf dem humanen Chromosom 4q21—q23 liegt, das
fir a-Syn kodiert, genetisch veranlagt (Abb.1). Zusatzlich werden auch bestimmte
Umweltbedingungen wie Luftverschmutzung, Pestizide oder Hirntraumata als
Risikofaktoren angesehen (Tolosa et al. 2021; Dickson 2018; Koeglsperger et al. 2023;
Polymeropoulos et al. 1996).

Die Entwicklung und das Fortschreiten von PD wurde erstmals 2003 von Braak und
Kollegen beschrieben und in sechs Stufen eingeteilt (Braak et al. 2003b). Sie postulierten,
dass die Pathologie in Phase 1 im Riechkolben, im vorderen olfaktorischen Nukleus und
im dorsalen Motornukleus des Vagusnervs (DMX) in der Medulla oblongata startet. In der
Phase 2 kommen Lasionen in dem kaudalen Raphe-Kern, im gigantozellularen retikularen
Kern und dem Coeruleus-Subcoeruleus-Komplex hinzu. In Phase 3 lasst sich die
Pathologie im Mittelhirn in der Substantia nigra pars compacta finden. Danach breitet sich
in Phase 4 die Pathologie in den temporalen Mesocortex und in den Allocortex aus. In

Phase 5 finden sich Lasionen im Neokortex in sensorischen Assoziationsbereichen
1



hdherer Ordnung und im prafrontalen Neokortex. Zuletzt breitet sich die Pathologie dann
in Phase 6 in die sensorischen Assoziationsbereiche erster Ordnung des Neokortex und

pramotorische Bereiche aus (Braak et al. 2003a; Rietdijk et al. 2017; Visaniji et al. 2013).

Die haufigsten motorischen Symptome fur PD sind Bradykinesie, Ruhetremor und Steifheit
sowie Veranderungen der Korperhaltung und des Gangs. Allerdings kommen einige
Symptome hinzu wie Schlafstérungen, Anosmie, Schwierigkeiten beim Schlucken und
Verdauungsprobleme wie Konstipation (Tolosa et al. 2021; Jankovic 2008; Chung und
Pfeiffer 2021; Ali et al. 1996). Zum aktuellen Zeitpunkt ist es nur mdglich die motorischen
Symptome zu behandeln, eine Heilung oder Vorbeugung ist allerdings nicht mdglich. Die
symptomatische Behandlung erfolgt aktuell hauptsachlich durch die Gabe von Levodopa,
welches eine Vorstufe von Dopamin ist und das fehlende Dopamin ersetzen soll
(Katzenschlager und Lees 2002; Schapira et al. 2009). Die Levodopa-Behandlung kann
durch Monoaminoxidase-Inhibitoren, wie Selegilin und Rasagilin, erweitert werden. Diese
beeinflussen den Dopamin-Abbau und starken die motorischen Fahigkeiten (Young et al.
1997; Alborghetti und Nicoletti 2019). Zusatzlich zu Medikamenten gibt es noch eine
weitere Behandlungsmdglichkeit, die tiefe Hirnstimulation. Daflir werden Elektroden in
einer Operation an bestimmte Stellen im Gehirn gebracht. Mit hohen Frequenzen werden
diese dann stimuliert. Bei der Behandlung von PD wird der subthalamische Nukleus und
Globus pallidus internus stimuliert. Wie bei der medikamentdsen Behandlung werden bei
der tiefen Hirnstimulation auch nur die Symptome behandelt. Das Fortschreiten der
Erkrankung wird aber nicht gestoppt (Benabid 2003; Kalia et al. 2013).

1.2. a-Syn

Das humane Protein a-Syn besteht aus 140 Aminosauren und gehort neben B- und y-
Synuclein zur Synuclein-Familie. a-Syn tritt unter physiologischen Bedingungen als
Monomer als auch als stabiles Tetramer auf. Es ist sowohl im Zytosol als auch
membrangebunden in Neuronen vorhanden (Tong et al. 2010; George 2002; Jakes et al.
1994; Bartels et al. 2011). Diese 140 Aminosauren kénnen in drei Regionen unterteilt
werden. Die N-terminale Domane (Aminosaure 1-60) enthalt die meisten Missense-
Mutationen, welche mit familiarem Parkinson in Verbindung gebracht werden. Dies sind
die Mutationen A18T, A29S, A30P, E46K, H50Q, G51D, A53E and A53T (Polymeropoulos
et al. 1997; Krlger et al. 1998; Conway et al. 1998; Zarranz et al. 2004; Proukakis et al.
2013; Kiely et al. 2013; Pasanen et al. 2014). Daran anschliefiend befindet sich die Nicht-
Amyloid-B-Komponente (engl.: non-amyloid-8 component, NAC) Doméane (Aminosaure

61-95), welche stark an der Bildung von B-Faltblattern und somit der Aggregation beteiligt
2



ist. In diesem Abschnitt wurde kirzlich eine weitere familiare Mutation, E83Q, gefunden.
Dies ist die erste familiare Mutation, die aulRerhalb der N-teminalen Domane gefunden
wurde (Kumar et al. 2022). Schlielllich befindet sich am Ende die saure C-terminale
Domaéne (Aminosaure 96—140), wo einige Trunkierungen in dem a-Syn vorkommen. Hier
finden sich auch eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen. Das Serin129 ist
in vielen a-Syn-Spezies phosphoryliert. Zusatzlich befindet sich hier eine Calcium-
Bindungsstelle (Uéda et al. 1993; Crowther et al. 1998; Li et al. 2002; Nielsen et al. 2001).
Die genaue Funktion von a-Syn ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings wird durch die
prasynaptische Lokalisation vermutet, dass es eine Rolle beim Vesikelrecycling spielt.
Aulerdem bindet es an Phospholipide und Synaptobrevin-2 und ist daher an dem Aufbau
des SNARE-Komplexes beteiligt (Burré et al. 2010; Nakajo et al. 1993). Als erstes wurde

a-Syn in dem elektrischen Torpedorochen von (Maroteaux et al. 1988) beschrieben.

Trunkierungen
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Abbildung 1: Struktur von a-Syn mit Mutationen und posttranslationale Modifikationen. Das
native a-Syn lasst sich in drei Domanen aufteilen: N-terminale Domane, NAC-Domane und C-
terminale Doméane. In der N-terminalen Doméane finden sich einige Missense-Mutationen, die mit
familiarem Parkinson verbunden sind. Aulerdem gibt es posttranslationale Modifikationen an
verschiedenen Aminosauren des Proteins. Abbildung adaptiert von Koga et al. 2021. Die kurzlich
entdeckte Mutation in der NAC Domane (Kumar et al. 2022) und die Trunkierungen (Anderson et al.
2006; Murray et al. 2003) wurden nachtraglich zu der Abbildung hinzugefiigt.

1.2.1. Posttranslationale Modifikationen
Posttranslationale Modifikationen (PTM) kdénnen dazu fihren, dass sich bestimmte
Eigenschaften von Proteinen verandern. Sie kdnnen Auswirkungen auf die Ladung, die
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GroRe, die Konfirmation oder Struktur haben. Dies kann Einfluss auf das
Aggregationsverhalten von a-Syn haben. Zu den wichtigsten PTM gehéren Acetylierung,
Nitrierung, Phosphorylierung, SUMOylierung, Ubiquitinierung, O-GIcNAcylierung und
Trunkierung (Abb.1) (Beyer 2006; Clark et al. 2005).

1.2.1.1. Acetylierung

Acetylierung ist eine der haufigsten PTM in Eukaryoten. Hierbei wird die Acetylgruppe von
Acetyl-CoA auf die Aminogruppe der N-terminalen Proteinreste Ubertragen (Arnesen et al.
2009). Natives a-Syn enthalt viel Lysin, welches von Sirtuin 2 in der N-terminalen Doméane
acetyliert werden kann. Allerdings ist umstritten, in welcher Weise die N-terminale
Acetylierung die Aggregation von a-Syn beeinflusst. Einige Studien zeigen eine verringerte
Aggregation, was bedeuten wirde, dass Acetylierung der Oligomerisierung von a-Syn
vorbeugt und verlangsamt, indem es die Bildung von Wasserstoff-Briicken verhindert,
womit es ein wichtiger protektiver Mechanismus ware (Bu et al. 2017; Oliveira et al. 2017;
Kang et al. 2012; Bartels et al. 2014; Kang et al. 2013). Andere Studien zeigen eher, dass
die Acetylierung gar keine Auswirkung auf die Aggregation hat (Fauvet et al. 2012;
Maltsev et al. 2012). Da das a-Syn-Monomer zu einem grol3en Anteil physiologisch N-

terminal acetyliert ist, ist es wichtig mehr Studien in diesem Bereich zu betreiben.

1.2.1.2. Nitrierung und Oxidierung

Eine weitere Ubliche PTM von a-Syn sind Nitrierungen und Oxidierungen an allen
vorhandenen Tyrosinresten (Y39, Y125, Y133 und Y136) (Burai et al. 2015; Sevcsik et al.
2011). Durch oxidativen Stress wird hier das Wasserstoffatom an der 3'-Position des
Tyrosin-Phenolrings durch eine Nitrogruppe ersetzt und bildet so 3-Nitrotyrosin (Chavarria
und Souza 2013; Giasson et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass nitriertes a-Syn toxischer
auf verschiedene Zelllinien wirkt als das wildtyp (wt) a-Syn (Liu et al. 2011). AuRerdem
wurde auch in Ratten gezeigt, dass das nitrierte a-Syn den Verlust von dopaminergen
Neuronen noch verstarkt (Yu et al. 2010). Es wurde zusatzlich noch gezeigt, dass
Nitrierung der Tyrosinreste durch oxidativen Stress zu einer erhéhten Aggregation und
Fibrillenbildung flhrt (Danielson et al. 2009; Hodara et al. 2004).

1.2.1.3. Phosphorylierung

Die Phosphorylierung von Serin- und Tyrosin ist die am meisten erforschte PTM von a-
Syn. Dabei wird das y-Phosphat von Adenosintriphosphat (ATP) durch die Kasein- Kinase
| und Il, die G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen und die Polo-like Kinase 2 auf Serin
oder Tyrosin Ubertragen (Pratt et al. 2015; Inglis et al. 2009; Okochi et al. 2000; Pronin et
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al. 2000). Die Phosphorylierung von Serin129 ist die haufigste posttranslationale
Modifikation von a-Syn und eins der wichtigsten Anzeichen fir PD. Die Fibrillenbildung
wird durch die Phosphorylierung am Serin129 verstarkt (Anderson et al. 2006; Iwatsubo
2003). Allerdings gibt es daneben noch die Phosphorylierung von Serin87, welche zu einer
verringerten Fibrillierung fuhrt. Allerdings wird dann auch die Bindungsmaoglichkeit an
Membranen durch das a-Syn verringert (Paleologou et al. 2010). Weitere bekannte
Phosphorylierungen befinden sich bei Tyrosin 39, 125, 133 und 136 (Ellis et al. 2001;
Negro et al. 2002; Mahul-Mellier et al. 2014). Fir Tyrosin125 ist bekannt, dass eine
Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Aggregation hat. Fir Tyrosin133 und 136 ist dies
immer noch unbekannt (Hejjaoui et al. 2012). Fur Tyrosin39 gibt es widerspruchliche
Ergebnisse. In einem Aggregations-Assay zeigte sich eine verringerte Aggregation im
Vergleich zu wt a-Syn (Dikiy et al. 2016). Wahrend sich in HEK-Zellen verstarkte
Aggregation messen lie} (Brahmachari et al. 2016). Auflerdem verandert eine

Phosphorylierung an Tyrosin39 die Struktur der Fibrillen (Zhao et al. 2020).

1.2.1.4. Ubiquitinierung und SUMOQylierung

Ubiquitin besteht aus 76 Aminosauren und kann als Modifikation an Lysinreste angehangt
werden (Welchman et al. 2005). Ubiquitinierungen scheinen eine wichtige Rolle bei PD zu
spielen, da sich Ubiquitin in Lewy-Kdrperchen nachweisen lasst (Gomez-Tortosa et al.
2000; Kuzuhara et al. 1988). Zusatzlich scheint es so, dass im Fall von a-Syn die
Ubiquitinierung eher einen pathologischen Grund hat obwohl die Proteasom-Maschinerie
nicht beeinflusst wird (Tofaris et al. 2003). Die neun Lysine 6, 10, 12, 21, 23, 32, 34, 43
und 96 konnen ubiquitiniert werden (Nonaka et al. 2005; Anderson et al. 2006). Das a-Syn
wird gréfdtenteils einfach, aber auch teilweise zweifach oder dreifach durch die Ubiquitin-
Protein-Ligase Sieben in Abwesenheit Homolog-1 (engl.: Seven in absentia homologue-1,
Siah-1) ubiquitiniert. Es wurde allerdings auch entdeckt, dass die Ubiquitinierung durch
Siah-1 zu einer verstarkten Aggregation von a-Syn in dopaminergen Zellen fihrt. (Lee et
al. 2008b; Rott et al. 2008; Hasegawa et al. 2002; Sampathu et al. 2003). Allerdings wurde
spater von Hejjaoui et al. gezeigt, dass Ubiquitinierung an K6 zu einer Verringerung der
Aggregation fuhrt (Hejjaoui et al. 2011). Dies wurde auch nochmal fir K6 bestatigt und
zusatzlich fur K23 und K96 gezeigt. Hinzu kommt, dass die Fibrillen, welche aus a-Syn mit
ubiquitiniertem K96 gebildet wurden, eine andere Struktur aufweisen (Moon et al. 2020).
Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Regulation von a-Syn ist das Carboxylterminus von
Hsp70-interagierende Protein (engl.: Carboxyl Terminus of Hsp70-interacting Protein,

CHIP), welches wie eine Protein-Ligase fungieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass
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CHIP mit a-Syn kolokalisiert und eine Uberexpression von CHIP zu einem stérkeren
Abbau von a-Syn und somit zu einer verringerten Aggregation fihrt. Dieser Abbau von a-
Syn kann sowohl Uber den proteosomalen als auch Uber den lysosomalen Pfad
geschehen (Shin et al. 2005). Allerdings unterstitzt CHIP nicht nur den Abbau von
monomerischem a-Syn. Es wurde auch gezeigt, dass CHIP toxische a-Syn Oligomere

abbauen kann und so ein weiterer protektiver Faktor ist (Tetzlaff et al. 2008).

Kleine Ubiquitin-ahnliche Modifizierer (engl.: small ubiquitin-like modifiers, SUMO) sind
dem &ahnlich und kdnnen wie Ubiquitin an die Seitenkette von Lysin angehangt werden
(Schwartz und Hochstrasser 2003). Es sind SUMO1, 2 und 3 bekannt. Allerdings
interagiert hauptsachlich SUMO1 mit a-Syn (Dorval und Fraser 2006). Durch Anhangen
von SUMOs an a-Syn wird der Ubiquitin-gesteuerte Abbauweg deaktiviert und so der
Abbau vom a-Syn verhindert. Dadurch wird die Aggregation verstarkt (Rott et al. 2017;
Kim et al. 2011).

1.2.1.5. O-GIcNAcylierung

Die O-GIcNAcylierung ist eine Form der Glykosylierung, wo O-gebundenes [(-N-
Acetylglucosamin (O-GIcNAc) durch eine O-GlcNAc Transferase an Serin und Threonin
gebunden wird (Hart et al. 2007). Dies ist wieder eine protektive PTM. Eine O-
GlcNAcylierung an Threonin72 und Serin84 flihrt zu einer verminderten Aggregation, ohne
dabei die Bindungsfahigkeit an Membranen zu beeintrachtigen. Die Inhibierung der
Aggregation ist bei Threonin72 allerdings starker als bei Serin84 (Marotta et al. 2015;
Lewis et al. 2017). Dies lasst sich nicht nur fur a-Syn nachweisen. Studien konnten auch
einen protektiven Effekt in vitro und in vivo fur das Tau-Protein zeigen. Durch eine O-
GlcNAcylierung konnten hier die Hyperphosphorylierung in Tau reduziert werden (Yuzwa
et al. 2012; Yuzwa et al. 2008). O-GIcNAcylierung scheint auch ein protektiver
Mechanismus gegen die Aufnahme von vorgeformten a-Syn Fibrillen zu sein, da bei einer
erhohten Menge O-GIcNAc in der Zelle, die Aufnahme von vorgeformten a-Syn Fibrillen in

der Zellkultur verringert ist (Tavassoly et al. 2021).

1.2.1.6. Trunkierung

Neben dem a-Syn in voller Lange liegen in Lewy-Kdrperchen auch C-terminal trunkierte o-
Syn Arten vor, deren Grof3e von 10—-15 kDa reicht (Baba et al. 1998; Crowther et al. 1998;
Campbell et al. 2001). Ungefahr 15 % des vorhandenen a-Syns ist trunkiert. Diese
verkirzten a-Syn Formen zeigen einen verstarkten Hang zur Bildung von pathologischen

Zelleinschlissen und beschleunigter Fibrillenbildung. Zusatzlich unterstutzt es die
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Aggregation von a-Syn mit normaler Lange (Liu et al. 2005; Tofaris et al. 2006; Murray et
al. 2003; Hoyer et al. 2004).

1.2.2. Aggregation von a-Syn

Das Protein a-Syn kann unter verschiedenen Bedingungen unterschiedliche
Konformationen annehmen (Abb. 2). Wie bereits zuvor beschrieben liegt a-Syn
physiologisch als ungefaltetes Monomer entweder frei oder membrangebunden vor oder
aber auch als Tetramer. Diese Tetramere haben eine ungefahre GroRe von 58 kDa und
sind resistent gegen Aggregation (Bartels et al. 2011; Wang et al. 2011). Allerdings
kénnen die Monomere unter pathologischen Bedingungen auch Oligomere bilden. Hier
gibt es dann zwei mogliche Pfade. Es kdnnen Oligomere entstehen, welche nicht fahig
sind, Protofibrillen und amyloide Fibrillen zu bilden. Diese nennen sich Off-Pathway
Oligomere (Bengoa-Vergniory et al. 2017; Miraglia et al. 2018). Allerdings werden auch
Oligomere gebildet, die immer mehr Monomere rekrutieren und dadurch als Keim fir
Protofibrillen agieren. Diese Protofibrillen bilden dann lange amyloide Fibrillen, welche sich
dann grofitenteils in Lewy-Koérperchen ablagern. Diese Fibrillen sind unldslich und reich an
B-Faltblattern. Zusatzlich ist das fibrillare a-Syn resistent gegen den Abbau durch
Proteinase K (Spillantini et al. 1998; Neumann et al. 2004). Das ausgeglichene Verhaltnis
zwischen Tetrameren und Monomeren scheint sehr wichtig zu sein, um die Aggregation zu
verhindern. Es wurde gezeigt, dass sich vermehrt Oligomere bilden, wenn das Tetramer

zu Monomer Verhaltnis gestort wird (Dettmer et al. 2015).

Membran-gebundene é
Spezies be,
£

h
— @
.‘\ ungefaltetes intermediare %
k Monomer Spezies —y

Tetramer

[

On-Pathway

Cligomere Protofibrille Fibrille

8
l

Off-Pathway
Oligomere

Abbildung 2: Monomeres a-Syn kann verschiedene Konformationen einnehmen. Fur
gewohnlich liegt a-Syn als ungefaltetes Monomer vor, welches membrangebunden ist, oder es
bildet ein gefaltetes Tetramer, welches nicht aggregiert. Allerdings kann es unter pathologischen
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Bedingungen Oligomere bilden, die dann entweder die Fahigkeit haben, Protofibrillen und amyloide
Fibrillen zu bilden (On-Pathway Oligomere) oder aber auch keine Fibrillen formen kénnen (Off-
Pathway Oligomere). Abbildung adaptiert von Du et al. 2020.

1.2.3. Toxizitat von a-Syn

Es ist bekannt, dass nicht nur a-Syn Fibrillen toxisch sind (Peelaerts et al. 2015). Auch a-
Syn-Oligomere zeigen eine gewisse Toxizitat (Winner et al. 2011). Zu den verursachten
Schaden gehdren unter anderem mitochondriale Dysfunktion, Stérung des
endoplasmatischen Retikulums, Fehlfunktion des Proteasoms, Entziindungsreaktion durch

Mikrogliose und Astrogliose, Membranschadigungen und Synapsen-Dysfunktion.

1.2.3.1 Mitochondriale Dysfunktion

Durch die a-Syn-Oligomere werden die Mitochondrien auf unterschiedliche Weise
geschadigt. Zum einen oxidieren sie die ATP-Synthase, was eine Offnung der
Permeabilitats-Transitions-Pore und dadurch die Schwellung der Mitochondrien zur Folge
hat, was letztendlich zum Zelltod fiihrt (Ludtmann et al. 2018). Zusatzlich verursachen die
Oligomere eine Veranderung des Membranpotentials, eine gestérte lonen-Homdostase,
eine verstarkte Freisetzung von Zytochrom C und eine mitochondriale Fragmentierung
(Luth et al. 2014; Plotegher et al. 2014). AuRerdem kénnen sowohl die Oligomere als auch
die Monomere von a-Syn an die Translokase der duf3eren Membran (engl.: translocase of
the outer membrane, TOM) 20 Rezeptoren binden und so den Proteinimport verhindern
(Di Maio et al. 2016).

Letztendlich beeinflussen a-Syn-Oligomere nicht nur den Mitochondrien der dopaminergen
Neuronen, sondern auch die der Astrozyten. Sowohl a-Syn-Monomere als auch
-Oligomere und -Fibrillen verursachen eine Aktivierung von Astrozyten. Allerdings
verursachen nur die Oligomere eine Fehlfunktion in den Mitochondrien, was sich an einer
verstarkten Abgabe von Wasserstoff-Peroxid durch die Zelle erkennen lasst (Chavarria et
al. 2018).

1.2.3.2 Stérung endoplasmatisches Retikulum

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist fur die Synthese, Faltung, Modifikation und den
Transport zum Einsatzort von Proteinen notwendig. Somit ist das ER essenziell wichtig fur
die Zelle. Es hat sich gezeigt, dass sich toxische a-Syn Oligomere bereits vor Beginn der
Symptome in dem ER anreichern und so es somit stark belasten (Colla et al. 2012). Des
Weiteren stéren die Oligomere die Bindung zwischen dem ER und den Mitochondrien, da
sie an das VAMP (Vesikel-assoziiertes Membranprotein)-assoziierte Protein B (VAPB) des
ERs binden, welches normalerweise eine Verbindung zu dem mitochondrialen Protein-
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Tyrosin-Phosphatase interagierende Protein 51 (PTPIP51) bildet. Dies flhrt zu ER-Stress
durch eine gestorte Ca?'- Homdostase zwischen den Mitochondrien und dem ER.
Letztendlich gibt es zusatzliche Hinweise, dass erhohter ER-Stress die Aggregation von

wildtyp a-Syn verstarkt (Jiang et al. 2010).

1.2.3.3 Proteasom-Fehlfunktion

Pathologisches a-Syn wird groRtenteils Uber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)
entfernt, welches auch fiir viele andere Proteine zustandig ist. Wenn dieser Mechanismus
bei einer Uberexpression von a-Syn Uberlastet oder blockiert wird, kann der Abbau von a-
Syn durch den autophagisch-lysosomalen Abbauweg (ALP) vonstattengehen (Ebrahimi-
Fakhari et al. 2011; Tanaka und Chiba 1998). Allerdings kénnen a-Syn Oligomere die
Proteasom-Maschinerie inhibieren und somit den Abbau von pathogenem a-Syn
blockieren (McNaught und Jenner 2001). Es hat sich gezeigt, dass Oligomere und Fibrillen
an die S20 und S26 Proteasome binden und diese somit hemmen (Lindersson et al. 2004;

Emmanouilidou et al. 2010b).

1.2.3.4 Entziindungsreaktionen durch Mikrogliose und Astrogliose

Bei einem weiteren wichtigen Punkt zur Toxizitdt von a-Syn-Oligomeren spielen die
Mikroglia und Astrozyten eine wichtige Rolle. Diese werden durch die a-Syn Oligomere
aktiviert und treiben so die Neurodegeneration voran (Hirsch und Hunot 2009; Wu et al.
2002; Lee et al. 2010). Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Mikroglia eine wichtige
Rolle in der Pathologie von PD aber auch von MSA spielt und zu dem Zelltod von
dopaminergen Neuronen fuhrt (Stefanova et al. 2007; Ouchi et al. 2005). Die a-Syn
Oligomere aktivieren Mikroglia Uber die Toll-like Rezeptoren (TLR). Dies geschieht sowohl
bei Bindung an den TLR4 (Hughes et al. 2019) als auch bei der Bindung an TLR1 und
TLR2 (Daniele et al. 2015). Aktivierte Mikroglia fihren zu einer erhéhten Menge an
Sauerstoffradikalen, welche dann die dopaminergen Neuronen schadigen und zum Zelltod
fuhren. Dies zeigt sich daran, dass bei einer Blockade der Mikroglia-Aktivierung durch die
Inhibierung der MAPK/NF-kB Wege, auch ein verringerter Zelltod zu erkennen ist (Wilms
et al. 2009; Zhang et al. 2005; Shavali et al. 2006). Zusatzlich zu den freien
Sauerstoffradikalen, lassen sich proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-1-a, IL-
1-B, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und das interzelluldre Zelladhdsionsmolekul 1
(engl.: intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) nachweisen (Mitra et al. 2011; Theodore
et al. 2008). AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass die inflammatorische Wirkung von a-
Syn Oligomeren von ihrer Grélke abhangt. So wurde gezeigt, dass kleinere a-Syn

Oligomere eine grofere inflammatorische Wirkung haben als grofiere (Emin et al. 2022).
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1.2.3.5 Membranbeschadigungen

Eine intakte Membran ist flr Zellen berlebenswichtig, um sie vor aulteren Einflissen zu
schitzen und um ihre natlrliche Funktion zu erfiillen. Die Zellintegritat kann allerdings
durch a-Syn Oligomere gestort werden. Diese kdnnen die Eigenschaften in einer Weise
verandern, dass die Erregungsfahigkeit bei Pyramidenzellen sinkt (Kaufmann et al. 2016).
Die Membranen haben auch die Aufgabe die Calcium-Homoéostase aufrecht zu erhalten.
Dies wird dadurch allerdings gestort, dass a-Syn Oligomere bereits vorhandene
Membrandefekte stabilisieren und zusatzlich porenartige Strukturen in den Membranen
bilden. Dadurch wird die Membranintegritat gestort und es kommt zu einem toxischen
Calciuminflux (Chaudhary et al. 2016; Danzer et al. 2007; Angelova et al. 2016).

1.2.3.6 Synapsen-Dysfunktion

Wie bereits beschrieben, ist das monomerische a-Syn bei der Bildung des SNARE
Komplexes involviert. Allerdings binden grof3e a-Syn Oligomere haufig an die N-terminale
Domane von Synaptobrevin-2 und verhindern somit die Bildung des SNARE Komplexes
und die Ausschuttung von Dopamin (Choi et al. 2013). AulRerdem stdren a-Syn Oligomere
die Zusammenarbeit von Mikrotubuli und Kinesin, was zu einer Destabilisierung der
Mikrotubuli und einem verringerten axonalen Transport fuhrt. Zusatzlich verhindern sie die
Polymerisierung von Tubulin, was letztendlich zum Zelltod fuhrt (Chen et al. 2007; Prots et
al. 2013). Es gibt auBerdem Hinweise darauf, das extrazellulare a-Syn Oligomere N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren aktivieren, so einen starken Calcium-lonen
Einstrom verursachen und somit auch die Langzeitpotenzierung stéren, da die Synapse
gesattigt ist. Dies lasst sich allerdings nicht bei a-Syn Monomeren oder Fibrillen erkennen
(Didgenes et al. 2012).

1.2.3.7. Prionen-artige Vermehrung

Die pathogene Form des Prionproteins (engl.: prion protein scrapie, PrPS°) hat eine stark
ausgepragte fibrillare B-Faltblattstruktur und rekrutiert zelluldres, physiologisches
Prionprotein (engl.: cellular prion protein, PrP¢), wandelt dessen a-Helix-Struktur auch zu
B-Faltblattern um, verursacht eine Aggregation des PrP und fihrt dann zu einer
Neurodegeneration (Pan et al. 1993; Colby und Prusiner 2011; Kraus et al. 2021).
Dadurch bilden sich die Krankheitsbilder der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung im Menschen,
der bovinen spongiformen Enzephalopathie in Rindern, der Scrapie-Erkrankung in
Schafen und der chronisch zehrenden Krankheit in Elchen und Hirschen aus (Prusiner
1991; Tamguney et al. 2006). Diese Mechanismen lassen sich auch fir a-Syn Oligomere

dadurch erkennen, dass diese auch monomerisches physiologisches a-Syn rekrutieren,
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eine ausgepragte B-Faltblattstruktur bilden. Dadurch vermehren sie sich durch sich selbst
und zeigen somit eine prionartige Vermehrung (Luk et al. 2009; Luk et al. 2012a; Masuda-
Suzukake et al. 2013).

1.2.4. Ubertragung von a-Syn

Die a-Syn-Oligomere kdnnen uber verschiedene Wege uber kurze Distanzen von Zelle zu
Zelle, aber auch Uber weite Strecken in ganz andere Koérperareale tbertragen werden und
so kann a-Syn-Pathologie zusatzlich zum zentralen Nervensystem auch in der Peripherie
im enterischen Nervensystem nachgewiesen werden (Annerino et al. 2012; Recasens und
Dehay 2014).

1.2.4.1 Interzellulare Ubertragung

Die Frage um eine interzelluldare Ubertragung von a-Syn Oligomeren wurde schon frith
angesto3en. Bei Postmortem-Studien an PD-Patienten, welche 11-16 Jahre zuvor
Transplantate aus fétalem Hirngewebe erhalten hatten, war aufgefallen, dass dieses
transplantierte Gewebe auch a-Syn-Pathologie zeigte. Daraus lie sich schlieRen, dass
bei pathologischem a-Syn eine Zell-zu-Zell Ubertragung stattfindet (Li et al. 2008;
Kordower et al. 2008). Ein weiterer Hinweis auf eine Zell-zu-Zell-Ubertragung ist, dass
wenn in Mausversuchen a-Syn Aggregate intrazerebral injiziert werden, sich auch in
anderen Hirnarealen a-Syn-Pathologie finden lasst (Luk et al. 2012b). Fur diese Zell-zu-
Zell-Ubertragung gibt es verschiedene Mdglichkeiten (Abb.3). Extrazelluldres a-Syn
kénnte entweder durch Endozytose (Abb.3a, 2) (Sung et al. 2001) oder aber auch tber
eine rezeptorvermittelten Aufnahme (Abb.3a, 3) (Lee et al. 2008a; Mao et al. 2016) in eine
benachbarte Zelle tbertragen werden. Eine weitere Moglichkeit der Ubertragung wurde fiir
a-Syn in Zellkulturen bereits Uber eine Calcium-abhangige Exozytose (Abb.3b, 4)
(Emmanouilidou et al. 2010a; Danzer et al. 2012) gezeigt. Als weitere
Ubertragungsmdglichkeit sieht man Nanotunnel (Abb.3, 5) (Abounit et al. 2016), welche
sich von einem Neuron zum nachsten Neuron spannen. Bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen wie bei Polyglutaminerkrankungen wurde gezeigt, dass die geformten
Fibrillen auch durch die direkte Penetration durch die Membran (Abb.3a, 1) in die
Empfangerzelle gelangen kénnen (Ren et al. 2009). Dieser Mechanismus konnte
allerdings bisher nur fir monomerisches a-Syn gezeigt werden (Ahn et al. 2006;

Grozdanov und Danzer 2018).
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Abbildung 3: Ubertragungsweg von a-Syn zwischen Neuronen. In oligomerischer Form kann a-
Syn sich von einem Neuron auf ein anderes Neuron verbreiten und dort als Keimzelle Fibrillen
sahen. Dies geschieht Uber die fiinf moglichen Wege von Diffusion oder Penetration der Membran
(1), Endozytose (2), rezeptorvermittelte Aufnahme (3), Exozytose (4) oder Gber Nanotunnel (5), die
sich von einem Neuron zum nachsten Neuron spannen. Abbildung adaptiert von Guo und Lee
2014.

1.2.4.2 Ubertragung Uber die Darm-Hirn-Achse

Dadurch, dass a-Syn von Zelle zu Zelle Ubertragen werden kann, hat es die Moglichkeit zu
unterschiedlichen Arealen zu gelangen, wenn diese neuronal verbunden sind. So kann
monomerisches und oligomerisches a-Syn durch die Neuronen in dem Bulbus olfactorius
aufgenommen und in verschiedene Hirnregionen transportiert werden (Rey et al. 2013).
Zusatzlich ist es allerdings auch mdglich, dass PD-Pathologie im Darmtrakt entsteht und
aus dem enterischen Nervensystem Uber den DMX in das zentrale Nervensystem
Ubergehen und sich dann in verschiedenen Hirnarealen ausbreiten kann. So findet sich
PD-Pathologie bereits im Frihstadium von PD und auch bei Patienten mit idiopathischer
REM-Schlaf-Verhaltensstérung (engl.: idiopathic rapid eye movement (REM) sleep
behavior disorder, iRBD) im Magen-Darm-Bereich. Ungefahr 80% der iRBD-Patienten
entwickeln spater PD, weshalb es als Vorstufe von PD gesehen werden kann (Braak et al.
2006; Sprenger et al. 2015). Die Ubertragung Uber die Darm-Hirn-Achse wurde auch
durch verschiedene Injektionsversuche von a-Syn Fibrillen in Maus und Ratten gezeigt,
beispielsweise durch die intraperitoneale, intragastrische, intramuskulare und intravendse

Injektion von a-Syn Fibrillen in M&usen (Lohmann et al. 2019; Uemura et al. 2018; Kim et
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al. 2019; Sacino et al. 2014). Diese Ubertragung durch den Vagusnerv funktioniert
allerdings auch in die andere Richtung und Ubertragt a-Syn vom Gehirn zum Magen-

Darm-Trakt (van den Berge et al. 2019).

1.3. Morbus Parkinson in Mausmodellen

Das klinische Bild von PD kann in Mausmodellen entweder durch die Verabreichung von
Neurotoxinen, aber auch durch die genetische Veranderung der Mause hervorgerufen

werden.

1.3.1. PD im Mausmodell durch die Injektion von Neurotoxinen

Die Injektion von 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) flhrt bei Mausen
zum Tod von dopaminergen Neuronen. Nach der systemischen Injektion kann MPTP die
Blut-Hirn-Schranke passieren. Danach wird es durch Astrozyten in 1-methyl-4-
phenylpyridinium umgewandelt, welches dann in dopaminergen Neuronen aufgenommen
wird und den Komplex 1 der Mitochondrien und dadurch die Atmungskette stort. Dies flhrt
zu einem Anstieg von Sauerstoffradikalen und letztendlich zum Zelltod (Di Monte et al.
1992; Javitch et al. 1985; Przedborski und Vila 2003).

Ein weiteres toxin-induziertes Modell ist das 6-hydroxy-dopamin (6-OHDA) Modell. Da 6-
OHDA nicht die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kann, muss es intrazerebral injiziert
werden und fihrt auch zum Tod von dopaminergen Neuronen (Duty und Jenner 2011;
Perese et al. 1989). Es wird allerdings nicht selektiv nur durch Dopamin-Transporter
aufgenommen, sondern auch durch Noradrenalin-Transporter. Um selektiv dopaminerge
Neurone zu zerstdren, missen die Noradrenalin-Transporter inhibiert werden (Luthman et
al. 1989). Ahnlich wie bei dem MPTP-Modell wird hier auch wieder die Atmungskette der
Mitochondrien gestort, was durch oxidativen Stress und Fehlen von ATP zum Zelltod flihrt
(Mazzio et al. 2004).

Zusatzlich fuhrt die Behandlung mit dem Pestizid Rotenon auch zu einer Komplex 1-
Inhibierung in Mitochondrien, was einen ahnlichen Effekt zu den bereits genannten
Modellen hat.

Letztendlich I&sst sich sagen, dass Toxin-induzierte Tiermodelle zwar die motorische
Symptomatik von PD gut modelliert. Die Verbreitung von a-Syn-Aggregaten lasst sich

dadurch allerdings nicht erforschen.
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1.3.2. Genetische Mausmodelle

Durch genetische Mausmodelle lassen sich einige Charakteristika von PD besser
darstellen. Hier kdnnen transgene (Tg) Mause humanes a-Syn als Wildtyp oder auch mit
familiaren Mutationen Uberexprimieren. Diese lassen sich dann unter anderem uber den
Thymuszellantigen 1 (Thy1)-Promotor, den plattchenbasierter Wachstumsfaktor (engl.:
platelet-derived growth factor, PDGF)-Promotor oder den Prion-Promotor exprimieren. So
lassen sich die charakteristische Pathologie und Entzindungsreaktionen wie Mikrogliose
und Astrogliose modellieren (Giasson et al. 2002; Rockenstein et al. 2002). Eine weitere
Méglichkeit, eine Uberexpression von a-Syn in Tiermodellen zu erreichen ist die
Einbringung von a-Syn Uber virale Vektoren. Dies flihrt auch zu einer Zerstérung von
dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra (Peelaerts et al. 2015; Theodore et al.
2008). Letztendlich gibt es noch Modelle, wo die Erkrankung durch die Injektion von
vorgeformten a-Syn-Fibrillen induziert werden. Diese enthalten die Mdaglichkeit die
Ubertragung oder auch die prionartige Verbreitung bei Synucleinopathien zu studieren
(Lohmann et al. 2019; Luk et al. 2012b; Okuda et al. 2022).

1.4. Immunisierung gegen Morbus Parkinson

Da es zurzeit noch keine Mdéglichkeit der Vorbeugung gegen PD gibt, steigt das Interesse
daran, eine Pravention oder Behandlung in Form einer Immunisierung zu finden. Dazu
finden sich bereits praklinische, aber auch klinische Studien fur passive und aktive
Immunisierung (Knecht et al. 2022). Es wurde unter anderem bereits gezeigt, dass gegen
a-Syn gerichtete Antikdrper nicht nur extrazellulares, sondern auch intrazellulares a-Syn
binden koénnen, wodurch die interzellulare Ubertragungen von pathologischem a-Syn
inhibiert wird und die Oligomere zerstort werden kdnnen (Tran et al. 2014; Masliah et al.
2005; Bae et al. 2012).

1.4.1. Passive Immunisierung gegen Morbus Parkinson

Bei der passiven Immunisierung handelt es sich nicht um Pravention, sondern die
Behandlung von PD. Hier werden Antikdrper, welche gegen a-Syn-Oligomere oder
Fibrillen gerichtet sind, injiziert, um aggregiertes a-Syn schnell zu blockieren und zu
entfernen (Bergstrom et al. 2016). Hier gibt es bereits vielversprechende Ergebnisse in
praklinischen Studien, wo die Versuchstiere eine Verbesserung der motorischen
Fahigkeiten und eine verringerte a-Syn-Pathologie zeigten (Masliah et al. 2011; Games et
al. 2014). Ein paar dieser Antikérper konnten auch bereits in klinischen Phase I-Studien

getestet werden und zeigten dort eine gute Vertraglichkeit und eine Verringerung von
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freiem a-Syn im Serum (Jankovic et al. 2018; Brys et al. 2019). Ein grolRer Nachteil an
passiver Immunisierung ist allerdings, dass eine regelmalige Gabe an Antikdrpern
notwendig ist und diese Behandlung dadurch sehr teuer und zeitaufwendig ist
(Schneeberger et al. 2016).

1.4.2. Aktive Immunisierung gegen Morbus Parkinson

Vorteilhafter im Vergleich zu der passiven Immunisierung ist hingegen die aktive
Immunisierung, die nicht regelmaRig durchgeflihrt werden misste. In Mausversuchen
konnte gezeigt werden, dass das Prinzip von aktiver Immunisierung gegen a-Syn
funktionieren kann (Masliah et al. 2005). Dies konnte allerdings nicht auf klinische Studien
Ubertragen werden, da die Gefahr von Autoimmunreaktionen zu grof} ist, wenn direkt
gegen a-Syn geimpft wird. Bei einem experimentellen Impfstoff gegen B-Amyloid ist es bei
klinischen Studien zu Autoimmunreaktionen in Form von Meningoenzephalitis durch T-
Helferzellen gekommen (Orgogozo et al. 2003). Aus dem Grund wurden dann Vakzine nur
mit einzelnen kurzen Epitopen entwickelt. Da diese Epitope nur kurz waren, sollte damit
erreicht werden, dass keine Autoimmunreaktion auftritt. Damit trotzdem AntikOrper gebildet
werden, wurde daher ein fremdes Hilfsepitop an die a-Syn Epitope fusioniert. Dies flhrte
zu einer starken Antikérperproduktion ohne die Gefahr von Autoimmunrektionen durch T-
Helferzellen (Ghochikyan et al. 2014). Impfstoffe, die auf diese kurzen Epitope
zurlckgreifen, konnten in ersten klinischen Studien auch bereits auf eine gute

Vertraglichkeit getestet werden (Poewe et al. 2021; Volc et al. 2020).

1.5. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte ein Kombinationsimpfstoff gegen fibrillares a-Syn in einem PD-
Mausmodell mit TgM83*--Mausen getestet werden. Zu diesem Zweck wurde das HET-s
Protein als Basis verwendet. HET-s ist ein Prionprotein des Pilzes Podospora anserina.
Regular hat das Protein 289 Aminosauren. Allerdings war fiir diese Arbeit nur die Region
HET-s(218-289) relevant, da diese Region amyloide Fibrillen bildet (Coustou et al. 1997,
Balguerie et al. 2003). HET-s(218-289) besitzt acht B-Faltblattstrukturen, welche Fibrillen
bilden, indem sich sechs B-Faltblatter Ubereinanderlegen und so ein B-Solenoid in
Dreiecksform bilden (Wasmer et al. 2008) (Abb. 4A - C). Die vier verschiedenen
Impfstoffkandidaten wurden auf Basis von der Struktur synthetischer a-Syn Fibrillen,
welche mit Kryoelektronenmikroskopie (Guerrero-Ferreira et al. 2018) und Festkorper
Kernspinresonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance, NMR) (Tuttle et al.

2016) detektiert wurden, erstellt. Mit gezielter Mutagenese wurden so die Aminosauren
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ausgetauscht, dass sie Epitopen des fibrillaren a-Syn &hneln. So ergaben sich die
Impfstoffkandidaten a-SC3 (Abb. 4D), a-SC6 (Abb. 4E), a-SC8 (Abb. 4F) und a-SC9 (Abb.
4G). Daraufhin wurde noch sichergestellt, dass alle vier Impfstoffkandidaten Fibrillen
bilden (Abb. 5A-D). Letztendlich wurden alle Impfstoffkandidaten zu einem quadrivalenten

Impfstoff vereint.

Fir die Testung der Impfstoffkandidaten im TgM83*--Mausmodell wurden die Mause
zunachst in drei Kohorten eingeteilt, welche spater tGber unterschiedliche Injektionsrouten
mit a-Syn-Fibrillen injiziert wurden. Diese drei Kohorten waren in jeweils zwei
Untergruppen unterteilt. Eine dieser Untergruppen in jeder Kohorte wurde dann geimpft
und dann im Abstand von jeweils zwei Wochen geboostert. Zwei Wochen nach der letzten
Boostergabe wurde die Erkrankung durch die Injektion von vorgeformten a-Syn Fibrillen
induziert werden (Lohmann et al. 2019). Um ,Brain-first* PD modellieren zu kénnen, wurde
eine Kohorte intrazerebral mit a-Syn-Fibrillen injiziert. Fur ,Body-first* PD wurden zwei
Kohorten verwendet. Davon wurden die Tiere aus einer Kohorte intraperitoneal und aus
der letzten Kohorte intragastrisch injiziert. Danach wurden die Auswirkungen der Impfung
auf das Uberleben, die Gewichtszunahme und der Leistung in Verhaltenstests der Mause
untersucht. Des Weiteren sollte die Pathologie durch histologische Farbungen und
biochemische Untersuchungen verglichen werden und die Immunantwort der Mausseren
durch ELISA Tests eruiert werden.
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Abbildung 4: Die vier Impfstoffkandidaten, welche verschiedene Epitope von a-Syn
enthalten. (A) HET-s(218-289) bildet Fibrillen einer dreieckigen (-Solenoid-Struktur. Die
unterschiedlichen Farben reprasentieren jeweils ein HET-s(218-289) Monomer (Wasmer et al.
2008) (B) Ein HET-s(218-289) Monomer enthalt acht p-Faltblatter, von denen sechs in zwei Lagen
(schwarz und grau) Ubereinander in eine Dreiecksstruktur gelegt ist. Diese Dreiecksstruktur bildet
einen hydrophoben Kern. (C) An der Sequenz von HET-s(218-289) sind die p-Faltblatter, die in
zwei Lagen Uubereinander liegen, mit schwarzen und grauen Pfeilen markiert. In den zwei
Abbildungen darunter sind die Strukturen der Lagen mit Aminosduren mit ihren polaren (grin),
hydrophoben (weif3), negativ geladenen (rot) und positiv geladenen (blau) Resten markiert. (D) Fur
die Erstellung von a-SC3 wurden die Reste K229, D230, R232, E234 und E235 in der ersten
Sprosse und E265, T266, V268, K270 und G271 in der zweiten Sprosse von HET-s durch Q62,
V63, N65, G67 und G68 von a-Syn ersetzt, um ein Epitop der Struktur PDB ID 2NOA (Tuttle et al.
2016) zu modellieren. (E) Fur die Erstellung von a-SC6 wurden dann die Reste R232, E234, (E235)
und R236 der ersten Sprosse und V268, K270, G271, E272 zweiten Sprosse von HET-s durch die
Aminosauren K80, V82, E83 und G84 von a-Syn ersetzt, um ein Epitop der Struktur PDB ID 6H6B
(Guerrero-Ferreira et al. 2018) zu modellieren. (F) Fur die Erstellung von a-SC8 wurden dann die
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Reste R225, S227 und K229 auf der ersten Sprosse und T261, S263 und E265 in der zweiten
Sprosse von HET-s durch K60, Q62 und T64 von a-Syn ersetzt, um ein Epitop der Struktur PDB ID
6H6B (Guerrero-Ferreira et al. 2018) zu modellieren. (G) Fir die Erstellung von a-SC9 wurden die
Aminosauren S227, K229, D230 und R232 in der ersten Sprosse und S263, E265, T266 und V268
in der zweiten Sprosse des HET-s durch K80, V82, E83 und A85 von a-Syn ersetzt, um ein Epitop
der Struktur PDB ID 6H6B (Guerrero-Ferreira et al. 2018) zu modellieren.

Abbildung 5: Die vier Impfstoffkandidaten sind fahig Fibrillen zu bilden. Aufnahmen mit
Transmissionselektronenmikroskopie zeigte, dass alle vier Impfstoffkandidaten, a-SC3 (A), a-SC6
(B), a-SC8 (C) und a-SC9 (D) Fibrillen bilden. Der MaRstab (D) entspricht 200 nm und gilt fur alle
Panele.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

Die verwendeten Chemikalien waren, wenn nicht anders angegeben, von Carl Roth oder

Sigma Aldrich.

2.1.1. Puffer

Tabelle 1: Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

Blocking-Puffer

20 % Normales Ziegenserum (engl.: Normal goat
serum, NGS) + 1 % Bovines Serumalbumin (BSA) in 1x
Phosphatgepufferte  Salzlésung (engl.: phosphate-
buffered saline, PBS) + 0,5 % Triton X-100

Citratpuffer

0,01M Natrium-Citratpuffer , pH 6,0

Homogenisierungspuffer

PBS (pH 7,4), 0,1x HALT-Protease und Phosphatase
Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific) und 20,25
U/uL Benzonase (Merck)

Kupfersulfatlésung

10 mM CuSO4 in 50 mM Ammoniumacetat in ddH-0,
pH 5,0

Lysepuffer

20 mM Tris, pH 8.0; 2 cOmplete EDTA-free Protease
Inhibitor (Roche) flir 50 mL

PBS-T (0,1 %)

0,1 % Tween-20 in 1x PBS

Sekundarantikorperpuffer

1% NGS + 1 % BSA in 1x PBS

TBS-T (0,05 %)

0,05 % Tween-20 in 1x TRIS-gepufferte Salzl6sung
(engl.: TRIS-buffered saline, TBS)

TD4215-Puffer

4 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 2 % B-
Mercaptoethanol, 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 5 %
Sukrose, 0,1x HALT-Protease und Phosphatase
Inhibitor Cocktail und 250 U/mL Benzonase

Waschpuffer

1x PBS + 0,25 % Triton X-100

2.1.2. Primarantikorper

Tabelle 2: Verwendete Primarantikérper mit Hersteller, Spezies und Verdiinnung
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Zielantigen (alternativer | Hersteller und Spezies Verdiinnung | Verdinnung
Name) [Klonnummer] Katalognummer (IF/IHC) (WB)
Alpha-Synuclein AB51253 Kaninchen | 1:200 1:1000
(phospho S129) Abcam

[EP1536Y]

Alpha-Synuclein 015-25191 Maus 1:1200 —
(phospho $129) Wako

[pSyn#64]

Alpha-Synuclein 010-26481 Maus 1:1000 -
(phospho $129) Wako

[pSyn#64], biotin-

konjugiert

Saures Gliafaserprotein | Z0334 Kaninchen | 1:1000 -
(engl.: Glial fibrillary Dako

acidic protein, GFAP)

ionisiertes, 019-19741 Kaninchen | 1:500 -
kalziumbindendes Wako

Adaptormolekiil 1

(Iba-1)

2.1.3. Sekundarantikorper

Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikorper mit Hersteller, Spezies und Verdiinnung

Sekundarantikorper Hersteller und Spezies | Verdiinnung | Verdiinnung
Katalognummer (IF/IHC) (Biochemie)
AlexaFluor 488, Anti- A-11001, Ziege 1:1000 -
Maus IgG Thermo Fisher
Scientific
AlexaFluor 568, Anti- A-11011, Ziege 1:1000 -
Kaninchen IgG Thermo Fisher
Scientific
Anti-Kaninchen IgG, Cay100004301, | Ziege — 1:10.000
Meerrettichperoxidase | Cayman
(engl.:horseradish Chemicals
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peroxidase,
HRP)-konjugiert

Anti-Maus IgG, HRP- 31430, Ziege — 1:5000

konjugiert Invitrogen

2.2. Methoden

Wenn keine Temperaturen angegeben sind, wurden diese Schritte bei Raumtemperatur
durchgeflihrt.

2.2.1. Tiere

Alle Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt. Die Tiere wurden in Gruppenhaltung mit einem
Tag/Nachtzyklus von 12 Stunden gehalten. Futter und Wasser war ad libitum vorhanden.
Fur die Versuche wurden B6;C3-g(Prnp-SNCA*A53T)83Vle/d (TgM83) Mause (The
Jackson Laboratory), welche das humane a-Syn mit der A53T-Mutation exprimieren
(Giasson et al. 2002), mit Wildtyp C57BL/6 J Mausen gekreuzt, um heterozygote
Nachkommen zu erhalten. Diese wurden auf das Vorhandensein des Transgens

genotypisiert.

2.2.2. Genotypisierung
Fur die Genotypisierung wurde mit dem ,Blood and Tissue Kit® (Qiagen) die
Desoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic acid, DNA) extrahiert. Diese wurde dann

auf 2 ng/uL verdunnt. Alle Primer wurden bei BioTez bestellt.

Tabelle 4: Master-Mix fir Real-Time PCR

Sequenz Finale Fiir 1 Probe
Konzentration

2x KAPA Probe Fast 1x KAPA 7,5 L
QPCR (KK4701,
Merck)
ddH20 1uL
40 uM olMR1544 (IC | CAC GTG GGC TCC AGC ATT | 0,40 uM 0,15 pL
forward)
40 uM oIMR3580 (IC | TCA CCA GTC ATT TCT GCC | 0,40 uM 0,15 pL
reverse) TTTG

21




40 pM olMR1770 (Tg  TGA CGG GTG TGA CAG CAG 0,40 uM 0,15 pL
forward) TAG

40 puM oIMR1771 (Tg | CAG TGG CTG CTG CAA TG 0,40 uM 0,15 pL
reverse)

5 yM TmolMR0025 6-FAM CCC TGC TCC CTC 0,15 uM 0,45 pL
(Tg Probe) CAC TGT CTT CTG G - BHQ1

5 pM TmoIMR0105 Cy5- CCA ATG GTC GGG CAC | 0,15 uM 0,45 pL
(IC Probe) TGC TCAA-BBQ

Dieser Master-Mix wurde mit 5 yL DNA (10 ng) gemischt und mit dem Programm in einem
PCR-Cycler (BioRad) amplifiziert.

Tabelle 5: Einstellungen PCR-Cycler

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min) Nummer an Zyklen
1 95 3:00 1

2 95 0:05 40

3 60 0:30

+ Platte lesen

4 72 0:30

+ Platte lesen

5 72 2:00 1

6 10 o0

Danach wurden die Proben mit den Kontrollen verglichen und so genotypisiert.

2.2.3. Vakzinierung und Blutentnahme

Die Vakzine lagen in Tris/Acetat Puffer mit Azid vor und wurden einen Tag vor der
Vakzinierung in PBS-Puffer umgepuffert, sonifiziert, 1:1 mit Aluminiumhydroxid
(InvivoGen) versetzt, zwei Minuten mit einem Reagenzschittler gemischt und dann Utber
Nacht bei 4 °C gelagert. Kurz vor Injektion wurden die Vakzine erneut zehn Minuten mit
einem Reagenzschuttler gemischt. Bei jeder Dosis hat jede Maus 100 ug Antigen erhalten.
Fur die Vakzinierung wurden 6-8 Wochen alte TgM83*-Mause in ausgeglichenem
Geschlechterverhaltnis verwendet. Es wurden pro Kohorte 12 Tiere geimpft. Dazu kamen

noch 20 weitere Tiere pro Kohorte als ungeimpfte Kontrollen, bei denen nur die
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Blutentnahme und spater die Inokulierung mit a-Syn-Fibrillen durchgefuhrt wurde. Die
Mause erhielten eine Primarvakzinierung und im Abstand von jeweils zwei Wochen noch
zusatzlich drei Booster-Impfungen. Vor jeder Vakzinierung und zwei Wochen nach der
dritten Booster-Impfung wurde eine Blutentnahme durchgefuhrt (Abb. 6). Fur die
Vakzinierung wurden die Mause mit Isofluran in Narkose versetzt und intraperitoneal
injiziert. Fur die Blutenthnahme geschah unter Narkose. Die Schwanzvene wurde mit einem
Skalpell angeritzt und 50 yL Blut mit einer Pipette abgenommen. Dies wurde 1:1 mit 5 %
(v/v) Natriumcitrat in ddH-O versetzt. Die Blutproben wurden dann bei 500 x g und 4 °C 10
min zentrifugiert. Der Uberstand (Plasma) wurde dann in ein Schraubréhrchen tbertragen
und bei —-80°C gelagert.
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& & & & &
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Abbildung 6: Vakzinierungsschema. Es wurden insgesamt vier Vakzinierungen im Abstand von
jeweils zwei Wochen durchgefihrt. Vor jeder Vakzinierung und zwei Wochen nach der letzten
wurde eine Blutentnahme durchgefihrt.

2.2.4. Herstellung von a-Syn-Fibrillen

N-terminal acetyliertes humanes wild-typ a-Syn wurde in Escherichia coli (E. coli)
BL21(DE3) exprimiert, welches den pT7-Vektor fur Codon-optimiertes a-Syn und den
pNatB-Vektor  flr den N-terminalen Acetyltransferase B-Komplex aus
Schizosaccharomyces pombe (Johnson et al. 2010) trug. Glycerolstocks dieser Bakterien
wurden auf Agarplatten mit 100 pg/mL Ampicillin and 34 pug/mL Chloramphenicol
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine Vorkultur in
120 mL (500 mL Kolben mit Schikanen) in Lysogeny Broth (LB) Medium angesetzt und
Uber Nacht bei 37 °C und 120 Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute,
rom inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die optische Dichte (OD) der Vorkultur
gemessen und 1 L LB Medium mit Ampicillin/Chloramphenicol wird in Kolben mit

Schikanen angesetzt, mit einer OD von 0,1 inokuliert und wieder bei 37 °C und 120 rpm
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inkubiert. Nach Erreichen einer OD von 1,0-1,2 wurde mit 1 mM Isopropyl-beta-D-1-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Die Inkubation erfolgte dann flir 4,5 h bei 37 °C und
120 rpm. Die Zellernte erfolgte bei 5000 x g bei 4 °C fiir 20 min. Das Pellet wurde dann in
50 mL Falcons uberfuhrt und bei —20 °C gelagert.

Zur Zelllyse wurde das Pellet mit den induzierten Bakterien auf Eis aufgetaut und in ca. 25
mL Lysepuffer pro 1L Expressionsansatz resuspendiert. Die Zellldsungen wurden zum
Zellaufschluss fir 2 x 15 min bei 95-100 °C im Wasserbad aufgekocht und anschlief3end
bei 20.000 x g fur 30 min und 4 °C zentrifugiert. Fir die Ammoniumsulfat-Fallung wurde
der Uberstand bei 4 °C Uber 5 min mit Ammoniumsulfat-Salz versetzt (0,45 g/mL) und
anschliefend 30 min bei 4 °C unter Rihren inkubiert. Danach wurde die Lésung bei
20.000 x g fur 30 min und 4 °C zentrifugiert und das Pellet bei -20 °C gelagert.

Fur die Aufreinigung Uber das AKTA-Pure-Chromatographiesystem (GE Healthcare)
wurde das Pellet in 50 mL 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) resuspendiert. Das a-Syn wurde dann
mit der Anionenaustausch-Chromatographiesaule HiPrep QFF 16/10 und einem linearen
Gradienten von 20 mM Tris-HCI-Bindepuffer (pH 8,0) zu 1 M NaCl in 20 mM Tris-HCI-
Elutionspuffer (pH 8,0) aufgereinigt. Die Ammoniumsulfat Fallung wurde wiederholt, das
Pellet wurde in 50 mM Tris-HCI (pH 7,2) resuspendiert und dann Uber eine HiLoad 16/60
Superdex 75 pg Grélenausschluss-Saule (Cytiva) tUber 1,5 Saulenvolumina nach der
Grolle aufgereinigt. Um 50 mM Tris-HCI und 150 mM NaCl zu erhalten, wurde
entsprechend NaCl hinzugefugt. Das Protein wurde mit einem Vivaspin-Konzentrator
(Sartorius) auf 5 mg/mL konzentriert und durch Inkubation bei 37 °C und 1000 rpm auf
einem Thermomixer (Eppendorf) fur 7 Tage fibrilliert. Die Fibrillen wurden in vier
Beschallungsschritten von je 15 s mit 2 min Pause zwischen den einzelnen Schritten mit
dem Ultraschallstab Sonoplus Mini20 (Bandelin) und der MS 1,5-Mikrosonde beschallt.

2.2.5. Inokulierung der a-Syn Fibrillen

2.2.5.1. Intraperitoneale Injektion
Fur die intraperitoneale Challenge (IP) wurden jeder Maus nach der Blutabnahme unter
Narkose 20 L einer 2,5 ug/uL-Suspension a-Syn-Fibrillen (50 ug) mit 30G-Insulinspritzen

(B.Braun) in den Bauchraum injiziert.

2.2.5.2. Intrazerebrale Injektion
Fir die intrazerebralen Injektionen (1Z) war es notwendig, dass den Mausen 30 min vor
der Operation Carprofen (5 mg/kg) subkutan injiziert wird. Dann wurden die Mause mit

Isofluran in Narkose versetzt. Am Zwischenzehreflex wurde Uberprift, ob die notwendige
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Narkosetiefe erreicht war. Als Nachstes wurde der Kopf der Maus in einen
stereotaktischen Rahmen eingespannt und in den Ohren fixiert. Die Augen wurden mit
Augen- und Nasensalbe (Bepanthen) abgedeckt, damit sie wahrend der Operation nicht
trocken werden. Danach wurde der Kopf rasiert und mit lodldsung (Betaisodona)
desinfiziert. Fur die Operation wurde dann ein ca. 1 cm langer Schnitt gemacht und die
Landmarken Lambda und Bregma ausgemacht. Auf die Schadeldecke wurden 1-2 Tropfen
1% Lidocain gegeben. Die Position fur die Injektion war das rechte Striatum mit den
Koordinaten +0,2 mm relativ zum Bregma und +2,0 mm relativ zur Mittellinie. Dieser Punkt
wurde dann markiert und es wurde ein Loch durch die Schadeldecke gebohrt. Dort wurde
die Nadel einer 10 pL Hamilton-Spritze 2,6 mm unter die Dura mater gestochen. Die
Mause haben eine Dosis von 10 ug a-Syn-Fibrillen erhalten. Dafir wurden in jede Maus 4
ML Fibrillen (2,5 pg/uL) mit einer Flussrate von 1,0 yL/min injiziert. Wahrend der Injektion
wurde die Blutentnahme, wie bereits beschrieben, durchgefihrt. Nach Beendigung der
Injektion, wurde die Nadel noch fir eine Minute an der Stelle gelassen und danach Uber
einen Zeitraum von 5 min entfernt. Danach wurde die Wunde mit Gewebekleber (3M
Animal Care Products) verschlossen und die Maus wurde zum Aufwachen in einen

separaten Kafig verbracht.

2.2.5.3. Intragastrische Injektion

Fur die intragastrische Injektion (IG) von a-Syn-Fibrillen wurde eine aseptische
Laparotomie durchgefiihrt. Zur Analgesie erhielten die Tiere eine subkutane Injektion von
Buprenorphin (0,05 mg/kg, Bayer) und wurden anschliefsend mit Isofluran narkotisiert. Das
Abdomen wurde rasiert, desinfiziert und mit einer Schere wurde eine kleine Inzision
gemacht. Der Magen wurde freigelegt und die a-Syn-Fibrillen wurden an vier Stellen im
Abstand von 0,5 cm mit einer 10 uL Mikroliterspritze (Hamilton) in die Wand des Pylorus
und des Duodenums injiziert. An jeder Injektionsstelle wurden 6,25 ug (2,5 uyL) a-Syn-
Fibrillen injiziert. AnschlieBend wurde die Bauchdecke verndht und die Haut mit
Wundklammern verschlossen, welche zwei Wochen spater entfernt wurden. Nach der
Operation erhielten die Tiere eine einmalige subkutane Injektion von Carprofen (5 mg/kg)
und Uber das Trinkwasser flr 3 Tage eine Mischung aus Metamizol (0,5 mg/mL, WDT)

und 10 % (w/v) Sacharose in ihrem Trinkwasser.

2.2.6. Verhaltensversuche
Die intrazerebral-injizierten M&use wurden nach 2 und 5 Monaten getestet. Die
intragastrisch- und intraperitoneal-injizierten Mause wurden nach 3 und nach 7 Monaten

getestet. Der Prozentsatz der durchschnittlichen Leistung eines Tieres in jedem Test
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wurde im Verhaltnis zu seiner durchschnittlichen Leistung zu einem friheren Zeitpunkt
berechnet. Die Leistungen in den Tests RotaRod und Griffkraft Gber 75% einer friheren
Messung wurden mit 1 bewertet, Gber 81% mit 2, Gber 93% wurden mit 3 und alle anderen
mit 0 bewertet. Die Zeit, die eine Maus fur den Abstieg im Pole-Test bendtigt, nimmt bei
Erkrankung zu. Daher sind spatere Zeitwerte meist groRer als frihere, wenn die Tiere
noch gesund sind. Spater gemessene Zeiten im Pole-Test, die Uber 160% relativ zu einer
friheren Messung lagen, wurden mit 0, solche zwischen 130-160 % mit 1, solche
zwischen 110-130% mit 2, und solche unter 110% mit 3 bewertet. Die abschlielRende
kumulative Leistungsbewertung (0-9) wurde durch die Zusammenfassung der
Leistungswerte in den Tests RotaRod (0-3), Griffkraft (0-3) und Pole-Test (0-3)
zusammengefasst. Die Signifikanz der Leistung von geimpften und ungeimpften Tieren
wurde mit einem ungepaarten t-Test mit Welch-Korrektur fir nichtparametrische Daten

bestimmt.

2.2.6.1. Griffkraft-Test

Fur die Griffkraft-Messung wurde das Griffkraftmessgerat (Ugo Basile) verwendet. Hierbei
wurden eine Maus auf ein Gitter gesetzt, welches mit dem Griffkraftmessgerat verbunden
war. An diesem Gitter hielt sich die Maus mit allen vier Pfoten fest. Dann wurde die Maus
am Schwanz zuruckgezogen, bis sie das Gitter loslieR. Die Griffkraft jeder Maus wurde
insgesamt drei Mal im Abstand von 5 min gemessen. Dann wurde der Durchschnitt der

drei Messungen als Ergebnis flir den jeweiligen Tag fiir diese Maus errechnet.

2.2.6.2. Pole-Test

Um die Motorik und das Gleichgewicht zu testen, wurde der Pole-Test verwendet. Die
Tiere wurden mit dem Gesicht vom Boden weg an eine 75 cm hohe Stange platziert. Die
Stange hatte einen Durchmesser von 9 mm und war mit Klebeband umwickelt. Sobald
sich die Tiere umdrehten und nach unten blickten, wurde die Zeit gemessen, in der sie
sich abwarts bewegten. Jede Maus wurde dreimal getestet. Der Versuch wurde
abgebrochen, wenn ein Tier langer als 60 s brauchte. Zusatzlich wurden auch 60 s
angesetzt, wenn die Maus die Stange heruntergerutscht ist. Der Mittelwert der drei

Versuche zahlte als Leistung eines Tieres an diesem Tag.

2.2.6.3. RotaRod-Test
Die Motorik und Koordination der Mause wurden mit dem RotaRod-Test evaluiert. Hier
wurden die Mause in Gruppen von maximal finf Tieren auf einem RotaRod-Gerat (Ugo

Basile) platziert. Die Gruppen waren nach Geschlechtern getrennt. Das Geréat
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beschleunigte die Rotation des Stabs Uber 300 s von 4 bis auf 40 Umdrehungen pro
Minute. Die Zeit, wie lange ein Tier auf dem RotaRod laufen konnte, wurde notiert. Es gab
pro Tier vier Laufe, wovon der erste immer ein Trainingslauf war und nur die spateren drei
Laufe als Leistung an diesem Tag gezahlt wurden. Zwischen jedem Lauf hatten die Mause

10 min Zeit zur Regeneration.

2.2.7. Gewebepraparation
Ein Teil der Mause wurde durch intrakardiale Perfusion mit PBS und 4% Paraformaldehyd
(PFA)-Losung getotet. Diese Gehirne wurden nach der Perfusion Uber Nacht in 4% PFA-

Loésung fixiert und danach wurde die Losung durch 1% PFA-Lésung ersetzt.

Fir das Einbetten des Gewebes, wurden die Gehirne zunachst fir 30 min (3 x 10 min) mit
PBS gespllt. Danach folgte eine Alkoholreihe mit den Prozentsatzen 70%, 85% und 95%.
In jeder dieser Alkoholldsungen werden die Gehirne unter Rihren eine Stunde bei RT
inkubiert. Danach folgen drei Schritte mit 100% Ethanol fir jeweils eine Stunde. Danach
wurde das Gewebe 2 x 30 min in 100% ROTI-Histol (Carl Roth) inkubiert. Dann folgte ein
weiterer ROTI-Histol Schritt Gber Nacht. Am nachsten Tag wurde das Gewebe und
frisches ROTI-Histol auf 56 °C erwarmt und dann 1:1 mit 56 °C warmem Paraffin versetzt.
Dies wurde unter Ruhren eine Stunde inkubiert. Danach wurde das Gewebe in frisches
Paraffin transferiert und eine weitere Stunde inkubiert. Dieser Schritt wurde dann noch
zweimal wiederholt. Danach wurde jedes Gehirn koronal halbiert und mit einer
Einbettmaschine (Zhejiang Jinhua Kedee Instrumental Equipment Co. Ltd) eingebettet.
Die Gewebeschnitte wurden an einem Mikrotom (Microm) mit 8 ym Dicke geschnitten.
Diese wurden dann dber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und dann bei 4 °C

gelagert.

2.2.8. Histologische Untersuchungen der Gewebe

2.2.8.1. Nachweis der Pathologie durch DAB-Férbung

Um die a-Syn Pathologie zu untersuchen, wurden die Schnitte zuerst 10 min bei 60°C
inkubiert. Danach folgte eine absteigende Alkoholreihe um das Gewebe zu rehydrieren.
Hier gab es 3 x 5 min Bader in ROTHI-Histol. Darauf folgte die Alkoholreihe mit den
Prozentsatzen 100 %, 90 %, 70 % und 50 %. In diesen Losungen wurden die Schnitte
auch jeweils fir 5 min inkubiert. AnschlieRend folgte eine 5-minttige Inkubation in ddH.O.
Danach wurden die Schnitte fir 10 min in Citratpuffer inkubiert und fur 10 min aufgekocht.
Darauf folgte ein Waschschritt mit PBS. Um endogene Peroxidasen zu deaktivieren,

wurden die Schnitte fur 30 min in 5 % H20. in Methanol inkubiert. Darauf folgte ein
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weiterer Waschschritt mit PBS. Die Schnitte wurden dann mit Blocking-Puffer fur 1 h
geblockt. Danach wurde der Erstantikbrper in entsprechender Verdinnung im
Primarantikorperpuffer auf die Schnitte gegeben und (ber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte einmal 5 min mit Waschpuffer und 2 x 5 min mit
PBS gewaschen. Danach wurde das MOM-Kit (Vectalabs) fiir eine Stunde angewandt und
dieselben Waschschritte wie zuvor durchgefiihrt. Danach wurden die Schnitte mit DAB (3-
3'-diaminobenzidin) flir 40 s gefarbt. Diese Reaktion wurde dann mit 3 % H>O, gestoppt.
Danach wurden die Schnitte 3 x 10 min mit ddH>-O gewaschen und mit Hamalaun (Carl
Roth) gefarbt. Zuletzt wurden die Schnitte noch fir 15 min mit Leitungswasser gewaschen
und mit Aqua-Poly/Mount (Polysciences) eingedeckt. Danach wurden Bilder an einem

Leica DM 6000 B und der Leica Application Suite 4.0 (Leica) aufgenommen.

2.2.8.2. Doppelfarbungen durch Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenzfarbung wurde zunachst wie bei der DAB-Farbung
vorgegangen. Die Schnitte wurden auf die gleiche Weise entparaffiniert und rehydriert.
Auch das Vorgehen beim Aufkochen mit Citratpuffer war gleich. Danach wurden die
Schnitte allerdings 1,5 h in Kupfersulfatidsung inkubiert, um die Autofluoreszenz zu
reduzieren. Danach folgte ein Waschschritt mit PBS und das Blocken mit dem Blocking
Puffer flir eine Stunde. Danach wurden die Primarantikbrper wieder im
Primarantikorperpuffer auf die Schnitte gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte 1 x 5 min mit Waschpuffer und 2 x 5 min mit
1x PBS gewaschen und mit den entsprechenden Sekundarantikbrpern im
Sekundarantikorperpuffer flir eine Stunde inkubiert. Danach folgten die vorherigen
Waschschritte erneut. Dann wurden die Zellkerne mit DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol)
in PBS fir 5 min eingefarbt, die Schnitte zuletzt mit ddH,O gewaschen und mit
Fluoromount (Sigma) eingedeckt. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder wurde am

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710 (Carl Zeiss) durchgefuhrt.

2.2.9. Biochemische Untersuchungen der Gewebe
Mause, die nicht zur histologischen Untersuchung verwendet wurden, wurden mit

zervikaler Dislokation getotet und deren Gehirne nach Entnahme schockgefroren.
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2.2.9.1. Homogenisierung

Das Gewebe wurde auf Eis aufgetaut und gewogen. Die Gehirne wurden in Ca?*- und
Mg?*-freiem Homogenisierungspuffer mit zwei 30-s-Zyklen in einem Precellys 24-Dual-
Homogenisator (Peqglab) homogenisiert. Die Proben wurden entsprechend verdinnt, um
eine Endkonzentration von 20 % (w/v) zu erreichen. GrélRere Gewebeteilchen wurden
durch einen Zentrifugationsschritt bei 1000 x g fir 5 min bei 4 °C entfernt und die
Gesamtproteinkonzentration wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific) bestimmt.

2.2.9.2. Sarkosylpréazipitation der a-Syn-Aggregate

Um die a-Syn-Aggregate aus den Homogenaten aufzureinigen, wurden sie mit Sarkosyl
prazipitiert. Hierfir wurden nun 1 mg Gesamtprotein aus den Homogenaten genommen
und mit 5 M NaCl versetzt, sodass die Probe 750 mM NaCl enthielt. Diese Probe wurde
dann mit 20 % Sarkosyllésung versetzt, sodass die Probe am Ende 10 % Sarkosyl enthalt.
Diese Probe wurde dann gemixt und 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Probe
vorsichtig auf eine 30 % Sukroseldsung in einem Zentrifugenrdhrchen gegeben und mit
dem TLA-110 Rotor (Beckman-Coulter) bei 465.000 x g bei 4 °C fir 1 Stunde zentrifugiert
worden. Das Pellet wurde dann spater in TD4215-Puffer resuspendiert und bei —20 °C

gelagert.

2.2.9.3. Western Blot

Fir den Western Blot wurden die Proben aufgetaut, aufgekocht und auf Novex NuPAGE
Bis-Tris Mini Gele (Invitrogen) geladen. Der Lauf wurde mit 80 V fur 30 min gestartet und
spater mit 120 V 1,5 h weitergefiihrt.

Danach wurden die Proben fir 1 h 15 min mit einem Semi-Dry-Blot-Gerat auf eine
Polyvinylidendifluoridmembran transferiert, welche dann 3 x 5 min mit 0,05 %TBS-T
gewaschen, 30 min mit 0,4 % PFA fixiert und erneut mit TBS-T gewaschen wurde. Die
Membran wurde dann mit 5 % Milchpulver in 0,05 % TBS-T fir 1 h geblockt und danach
wurde in 5 % Milchpulver in 0,05 % TBS-T der Primarantikdrper (Ep1536Y) Uber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran 3 x 15 min mit 0,05 % TBS-T gewaschen und mit
dem HRP-Sekundarantikérper (1:10.000) in 5 % Milchpulver in 0,05 % TBS-T fur eine
Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran wie vorher gewaschen und mit dem Super
Signal ECL West Dura (Thermo Scientific) und einem Chemilumineszenz-Lesegerat (Gel
Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad) entwickelt.
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2.2.10. Enzymgekoppelter Immunabsorptionsassay (engl.: Enzyme-linked
Immunosorbent, ELISA)

2.2.10.1. Indirekter ELISA

Die bindende 96-Kavitaten-Platte (Corning, Katalognummer 9018) wurde mit den
verschiedenen Vakzine-Fibrillen oder auch mit a-Syn-Fibrillen (5 pg/mL) Uber Nacht bei
4 °C bei leichter Bewegung beschichtet. Am nachsten Tag wurde die Platte weiterhin unter
leichtem Schitteln fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte
2 x 5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit PBS gewaschen und anschlieend fir 1,5 h
bei leichter Bewegung mit 5 % Milch in 1 x PBS geblockt. Daraufhin wurde die Platte dann
5 x 5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit PBS gewaschen und mit verschiedenen
Verdunnungen der Plasmen uber Nacht bei 4 °C und leichter Bewegung inkubiert. Bei den
Testungen, wo die Plasmen einer Maus von finf verschiedenen Zeitpunkten untersucht
wurden, wurde eine Verdunnung von 1:330.000 in PBS verwendet. Um Praimmunseren
mit Plasmen, die 14 Tage nach dem dritten Booster von neun Mausen entnommen
wurden, zu vergleichen, wurden die Praimmunseren 1:10.000 und die nach dem letzten
Booster entnommenen Seren 1:330.000 in PBS verdinnt. Am folgenden Tag wurde die
Platte erneut flr 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert und wieder 5 x
5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit PBS gewaschen. Danach wurde die Platte mit
dem einem Anti-Maus-Antikorper, welcher Meerrettichperoxidase (HRP) gebunden hatte,
in 1:5000 Verdinnung in PBS fir 2 h bei leichter Bewegung inkubiert. Zuletzt wurden die
vorherigen Waschschritte wiederholt und die Platte mit dem Pierce TMB Substrate Kit
(Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Nach 50 min wurde die Farbreaktion mit 2 M
Schwefelsdure gestoppt und anschlieRend die Absorption bei 450 nm mit einem

CLARIOstar Mikroplattenlesegerat (BMG Labtech) gemessen.

2.2.10.2. Kompetetiver ELISA

Der kompetetive ELISA wurde durchgefihrt, um zu testen, ob die in den Plasmen
enthaltenen Antikorper auch pathologisches a-Syn in Hirnhomogenaten von Patienten mit
Synucleinopathien erkennen. Wenn Plasmen Antikorper enthalten, die pathologisches a-
Syn erkennen und mit Patientenhirnhomogenaten inkubiert werden, binden die Antikorper
an die a-Syn-Fibrillen in den Homogenaten und binden deswegen weniger an die Vakzine-
Fibrillen in den Platten binden (Abb. 7). Zuletzt wird dann das Verhaltnis mit den gesunden

Kontrollhirnhomogenaten verglichen.
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Hierfir wurde eine bindende 96-Kavitaten-Platte (Corning, Katalognummer 9018) mit
jeweils den einzelnen Vakzinkandidaten (5 ug/mL) bei leichter Bewegung erst eine Stunde
bei Raumtemperatur und dann (ber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur selben Zeit wurde in
einer nicht-bindenden 96-Kavitaten-Platte 5 pg Hirnhomogenat von Patienten mit
Mausserum in einer Konzentration 1:330.000 gemischt und erst 1 h bei Raumtemperatur
und dann Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag
wurden beide Platten erst flir 1 h bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln inkubiert.
Dann wurden die Vakzinkandidaten aus den bindenden Platten entfernt und mit 3 % BSA
fir 90 min geblockt. Danach wurde 2 x 5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit PBS
gewaschen. Danach wurde die Mischungen aus Plasma und Homogenat auf die Platten
gegeben und erst 1 h bei Raumtemperatur und danach tber Nacht bei 4 °C und leichter
Bewegung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte wie am Tag zuvor fir 1 h bei
Raumtemperatur und leichter Bewegung inkubiert. Die Mischungen aus Plasmen und
Homogenaten wurde entfernt und die Platte 2 x 5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit
PBS gewaschen. Danach wurden die Platten mit 100 pL/Kavitdt eines an
Meerrettichperoxidase gebundenen Anti-Maus-Sekundarantikorpers in einer Verdinnung
von 1:5000 in 3 % BSA flur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die
Platten 4 x 5 min mit 0,1 % PBS-T und 1 x 5 min mit PBS gewaschen und mit 100 L
TMB-Substrat pro Kavitat inkubiert. Die Farbreaktion wurde nach 30 min mit 2 M
Schwefelsdure gestoppt und die Absorption bei 450 nm mit einem CLARIOstar-

Mikroplattenlesegerat gemessen.
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Abbildung 7: Prinzip kompetitiver ELISA. Die Abbildung zeigt das Prinzip des kompetitiven
ELISAs. Die Plasmen wurden zunachst mit den Hirnhomogenaten inkubiert. Wenn in den
Homogenaten keine pathologischen a Syn-Fibrillen vorhanden waren, wurden die Antikdrper in den
Plasmen nicht blockiert, konnten somit an die Vakzinfibrillen auf der Platte binden und somit konnte
ein hoéheres Signal nachgewiesen werden. Wenn in den Hirnhomogenaten allerdings schon
pathologische Fibrillen vorhanden waren, wurden die Antikdrper in den Seren bereits blockiert,

konnten nicht mehr an die Vakzinfibrillen binden und daher entstand ein geringeres Signal.
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3. Ergebnisse

3.1. Vakzinierte Mause behalten langer ihre kognitiven Fahigkeiten und

verlieren erst spater Gewicht
Um friih zu erkennen, ob die TgM83*--M&use erkranken, wurde dauerhaft das Gewicht der
Versuchstiere kontrolliert. Des Weiteren wurden mit den Tieren zu verschiedenen

Zeitpunkten Verhaltensversuche durchgefihrt.

Sowohl die vakzinierten als auch die nicht-vakzinierten Tiere haben zunachst nach den
Injektionen mit a-Syn Fibrillen stetig bis zu einem Hochstgewicht zugenommen. Danach
haben die Tiere Gewicht verloren und sichtbare neurologische Symptome entwickelt. Es
konnte gezeigt werden, dass fur alle drei Injektionsrouten, die immunisierten Tiere langer
zugenommen haben als die nicht-immunisierten Tiere (Abb. 8A). Bei den intrazerebral
injizierten Tieren haben zwei Monate danach noch alle Injizierten Tiere zugenommen.
Dieser Wert sank nach drei Monaten auf 89,5 % bei den vakzinierten Mausen und auf 81,8
% bei den nicht-vakzinierten Mausen. Vier Monate nach der Injektion sanken diese Werte

auf 45,5 % bei den vakzinierten Tieren und auf 36,8 % bei den nicht-vakzinierten Tieren.

Bei den intraperitoneal und intragastrisch injizieten TgM83*--M&ause nahmen alle
Versuchstiere 5 Monate nach der Injektion noch an Gewicht zu. Bei der IP-injizierten
Gruppe sank dieser Wert nach 7 Monaten bei den vakzinierten Tieren auf 90,9 % und bei
nicht-vakzinierten Tieren auf 57,9 %. Nach 9 Monaten verringerte sich dieser Wert weiter
auf 54,5 % bei den vakzinierten und auf 21,1 % bei den nicht-vakzinierten Tieren. Bei den
IG-injizierten Mausen gab es eine ahnliche Entwicklung. Hier nahmen nach 7 Monaten
noch 100 % der vakzinierten Mause an Gewicht zu und nur 89,5 % der nicht-vakzinierten
Mause. Nach 9 Monaten nahmen hier noch 80,0 % der vakzinierten Tiere und 31,6 % der
nicht-vakzinierten Mause zu. Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die
Vakzinierung vor einem friihen Gewichtsverlust, was ein Zeichen der einsetzenden

Krankheit ist, schutzt.

Zur Untersuchung der motorischen Funktionen aller injizierten TgM83*--M&use, wurden zu
bestimmten Zeitpunkten der RotaRod-Test, Pole-Test und Griffkraft-Test durchgefiihrt und
aus den Ergebnissen eine kumulativer Leistungswert der motorischen Funktion errechnet
(Abb. 8B). Die Leistung der vakzinierten Tiere aus der IZ-Gruppe war héher (2,09 £ 2,12)
als die der nicht-vakzinierten Tieren (1,37 + 1,98). Dieses Ergebnis war allerdings nicht

signifikant, da nach 5 Monaten, dem zweiten Zeitpunkt der Verhaltensversuche, bei den
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intrazerebral injizierten Tieren schon zu viele Mause in beiden Kohorten krank waren. Bei
intraperitoneal injizierten Tieren zeigten die vakzinierten Tiere 7 Monate nach Injektion von
a-Syn-Fibrillen eine signifikant hohere (P < 0,05) kumulative Leistung (6,45 = 2,50) als
nicht-vakzinierte Mause (4,40 = 3,35). Wie auch beim Gewicht zeigen sich bei den
intragastrisch injizierten Mausen ahnliche Tendenzen. In dieser Gruppe war die kumulative
Leistung der vakzinierten Tiere (7,70 + 1,25) 7 Monate nach der Injektion von a-Syn-
Fibrillen ebenfalls signifikant héher (P < 0,001) als die der nicht-vakzinierten Tiere (4,74 *
3,11). Alles in allem lasst sich sagen, dass die vakzinierten Tiere Uber langere Zeitrdume
nach der Injektion von a-Syn Fibrillen eine bessere Leistung zeigen und somit auch

gestunder sind.
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Abbildung 8 Vakzinierte TgM83*"-Miuse nehmen lidnger an Gewicht zu und zeigen lidnger
eine gute Leistung. (A) Alle Mause haben nach Injektion mit a-Syn-Fibrillen zunachst
zugenommen. Die vakzinierten Mause nahmen bei allen Injektionsrouten langer zu als die nicht-
vakzinierten Mause. Flr die Tiere mit intrazerebraler (IZ) Injektion von a-Syn Fibrillen wurden die
Daten flr 2 — 4 Monate nach der Injektion dargestellt. Fir die Tiere mit intragastrischer (IG) und
intraperitonealen (IP) Injektion wurden die Monate 5, 7 und 9 nach Injektion dargestellt. (B) Die
Leistung aller Tiere wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch den RotaRod-Test, Pole-Test
und Griffkraft-Test untersucht. Die kumulative Leistung der vakzinierten Tiere in der 1Z-Gruppe war
5 Monate nach der a-Syn Injektion héher als bei den nicht-vakzinierten Tieren. Allerdings sind diese
Ergebnisse nicht signifikant. Sowohl bei der 1G-Gruppe als auch bei der IP-Gruppe war die
kumulative Leistung nach 7 Monaten bei den vakzinierten Tieren signifikant hdher als bei den nicht-
vakzinierten Tieren. Die Balken stellen den Mittelwert + SEM dar. Welch's t test. *P < 0,05, **P <
0,001.

3.2. Vakzinierte Mause leben langer

Ein weiterer Anhaltspunkt zur Wirksamkeit des Impfstoffs ist die Uberlebensdauer der

TgM83*-Mause nach Injektion der a-Syn Fibrillen. Dies konnte zum einen bei dem Modell
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zur ,Brain-first“-Hypothese durch die intrazerebrale Injektion gezeigt werden. Zusatzlich
konnte es aber auch durch die zwei Wege der intraperitonealen und der intragastrischen

Injektion fir die ,Body-first“-Hypothese gezeigt werden.

Bei den TgM83*-Mause, welche die a-Syn Fibrillen durch eine intrazerebrale Injektion
erhalten haben (Abb. 9A), zeigten die vakzinierten Tiere mit 166 Tagen (n = 11) eine
signifikant (P < 0,05) verlangerte Lebensspanne als die nicht-vakzinierten Tiere mit
durchschnittlich 158 Tagen (n = 20), was einer Verlangerung der Lebensdauer von 5 %
entspricht. Bei den Tieren, die intraperitoneal mit a-Syn Fibrillen injiziert wurden (Abb. 9B),
war die Uberlebensdauer bei den vakzinierten TgM83*--Mausen mit durchschnittlich 271
Tagen (n = 11) signifikant (P < 0,01) l&nger als bei den nicht-vakzinierten Tieren mit
durchschnittlich 223 Tagen (n = 19). Dies ergibt eine Verlangerung der Lebensspanne von
22 % bei den vakzinierten Tieren im Vergleich zu den nicht-vakzinierten Tieren. Mause,
die intragastrisch mit a-Syn Fibrillen injiziert wurden (Abb. 9C), zeigten ein &hnliches
Verhalten wie die intraperitoneal injizierten Tiere. Hier hatten die vakzinierten Tiere (n =
10) mit einer durchschnittlichen Lebenszeit von 280 Tagen eine signifikant (P < 0,05)
langere Lebensspanne als die nicht-vakzinierten Tieren (n = 20) mit durchschnittlich 231

Tagen. Dies entspricht einer Verlangerung der Lebenszeit von 20 % durch die Impfung.

Es ist zu bemerken, dass die intrazerebral injizierten Mause generell friher erkrankten als
die intraperitoneal und die intragastrisch injizierten Tiere, da in diesem Fall die injizierten
a-Syn Fibrillen sich bereits im Gehirn befinden und sich dadurch viel friher neurologische
Stérungen entwickeln, weswegen die Lebensspanne klrzer ist. Alles in allem zeigte die
Impfung bei der Modellierung der ,Body-first* Hypothese eine bessere Wirkung als bei der

Modellierung der ,Brain-first* Hypothese.
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Abbildung 9: Vakzinierte Mause liberleben ldnger als nicht-vakzinierte Mause. (A) Bei den
TgM83*-M&usen mit intrazerebraler a-Syn-Fibrillen-Injektion zur Modellierung der ,Brain-first‘-
Hypothese haben die vakzinierten Tiere mit durchschnittlich 166 Tagen (n = 11) signifikant (P <
0,05) langer Uberlebt als die nicht-vakzinierten Tiere mit durchschnittlich 158 Tagen (n = 20). (B und
C) Es wurde die ,Body-first“-Hypothese modelliert, indem TgM83*-Mause mit a-Syn Fibrillen
intraperitoneal oder intragastrisch injiziert wurden. (B) Die Uberlebensdauer bei den vakzinierten
TgM83*-M4&usen, die intraperitoneal mit a-Syn Fibrillen injiziert wurden, war mit durchschnittlich
271 Tagen (n = 11) signifikant (P < 0,01) l&anger als bei den nicht-vakzinierten Tieren mit
durchschnittlich 223 Tagen (n = 19). (C) Bei den intragastrisch injizierten Mausen hat das Vakzin
die Lebensspanne von durchschnittlich 231 Tagen bei nicht-vakzinierten Tieren (n = 20) signifikant
(P < 0,05) auf durchschnittlich 280 Tage bei vakzinierten Tieren (n = 10) verlangert. Das Uberleben
wurde anhand von Kaplan-Meier-Kurven und dem Log-Rank-Test (Mantel-Cox) analysiert.
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3.4. Die Vakzinierung induziert Antikorper gegen die Vakzine und auch
gegen a-Syn-Fibrillen
Ein weiterer wichtiger Punkt zur Beurteilung der Vakzine ist die Immunitat, die durch den

Impfstoff in Form von Antikdrpern gegen a-Syn-Aggregate erreicht wird. Zu diesem Zweck
wurden indirekte ELISAs und kompetitive ELISAs durchgefiihrt.

Der indirekte ELISA zeigt, dass die Vakzinierungen eine robuste Immunitat in den Mausen
gegen die einzelnen im Impfstoff enthaltenen Impfstoffkandidaten induziert (Abb. 10A).
Dieser Effekt wird besonders deutlich, wenn man die Plasmen vom Zeitpunkt der
Blutentnahmen (vor der Erstimmunisierung, zum Zeitpunkt der Booster und 14 Tage nach
dem 3. Booster) untersucht (Abb. 10B). Nach jeder Impfung bzw. Booster-Impfung stieg
der Antikorpertiter stetig an. Dies lasst erkennen, dass das Vakzin generell eine

Immunantwort auslost.

Zusatzlich war es wichtig herauszufinden, ob die gebildeten Antikérper auch a-Syn-
Aggregate erkennen. Hierfur wurde ein indirekter ELISA durchgefihrt, wo die Plasmen
gegen a-Syn-Fibrillen getestet wurden (Abb. 10C). Hier liel3 sich deutlich erkennen, dass

die Plasmen der vakzinierten Tiere die Fibrillen erkennen.

Letztendlich wurden die Plasmen auch noch mit einem kompetitiven ELISA gegen
Hirnhomogenate von Patienten verschiedener Synucleinopathien getestet und mit
gesunden Kontrollproben verglichen (Abb. 10D). Hier lieR sich erkennen, dass die
getesteten Plasmen die Patientenproben besser als die der gesunden Kontrollen

erkennen.

Aus den ELISA-Ergebnissen lasst sich folgern, dass die TgM83*-Mause eine robuste
Immunantwort gegen die einzelnen Vakzinkandidaten entwickelt haben. Schlussendlich
lasst sich vermuten, dass der Impfstoff eine gewisse Wirksamkeit im Menschen haben

kénnte, da die Plasmen humanes pathologisches a-Syn in den Patientenproben erkennen.
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Abbildung 10: Vakzinierte Tiere bilden Antikorpern gegen pathologisches a-Syn. (A) ELISA-
Messwerte von Antikdrpern gegen die einzelnen Impfstoffkandidaten von Plasmen von neun
verschiedenen Mausen mit Kontrollseren, die vor der Erstimmunisierung genommen wurden
(1:10.000 Verdiinnung) und Plasmen, die 14 Tage nach der 3. Booster-Impfung genommen wurden
(1:330.000 Verdinnung). Die Antikorpertiter 14 Tage nach der 3. Booster-Impfung waren gegen
alle Impfstoffkandidaten sehr hoch im Vergleich zu den Kontrollproben vor der Erstimmunisierung.
(B) Es wird deutlich, dass die Antikérpertiter mit jeder Impfung und Booster-Impfung angestiegen
sind. Die letzte Booster-Impfung steigerte den Titer sehr stark. (C) Die Plasmen enthielten auch
Antikorper, die gegen a-Syn-Fibrillen gerichtet sind. (D) Mit einem kompetitiven ELISA wurden die
Plasmen gegen Hirnhomogenate von Patienten mit Demenz mit Lewy-Kérpern (DLB),
Multisystematrophie (MSA) und Parkinson (PD) getestet. Hierfir wurde die Plasmen von vier
vollstandig vakzinierten Tieren genutzt. Antikérper immunisierter Tiere erkannten Hirnhomogenate
von Patienten besser als solche von nicht-neurologischen Kontrollen.

Zusatzlich sollte getestet werden ob die Plasmen der TgM83*-Mause a-Syn in
Gewebeschnitten von erkrankten Mausen erkennen. Hierfur wurden
Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern gegen phosphoryliertes a-Syn und mit den
entnommenen Plasmen angefertigt. Bei diesen Farbungen lie} sich erkennen, dass es in
Hirnstammschnitten von erkrankten TgM83*"-Mausen eine Kolokalisation des Signals von
phosphoryliertem a-Syn und den Plasmen gab (Abb. 11A). Die gesunden TgM83*--Mause
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zeigte keine Farbung fur phosphoryliertes a-Syn. Es zeigt allerdings trotzdem ein leichtes

Signal durch das Plasma.
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Abbildung 11: Plasmen von vakzinierten Mausen erkennen a-Syn in erkrankten Mausen. (A)
Immunfluoreszenzfarbungen von Hirnstammschnitten erkrankter TgM83*"-Mausen zeigen eine
starke Ablagerung von pathologischem a-Syn (griin). Zusatzlich zeigt sich auf dem vereinten Bild
eine Uberlagerung der Plasmen von vakzinierten Mausen (rot) und dem pathologischen a-Syn
(grin). (B) Das gesunde Kontrolltier zeigt keine pathologische a-Syn-Farbung (griin). Eine leichte
Farbung durch a-Syn-Monomere (rot) lasst sich erkennen. In (A) und (B) wurden die Zellkerne mit
DAPI angefarbt und der Malstabsbalken entspricht 20 um.

3.3. Pathologie, Astrogliose und Mikrogliose sind in vakzinierten und nicht-
vakzinierten Tieren vorhanden

Um die Wirkung des Impfstoffs zu analysieren, stellte sich weiterhin die Frage, ob die
Pathologie  durch die Vakzinierung beeinflusst wurde. Hierfir  wurden
immunhistochemische und Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt. Auf’erdem wurden

Hirnhomogenate der erkrankten TgM83*" mit Western-Blot-Analyse untersucht.

Immunhistochemische Farbungen von histologischen Schnitten im Bereich des
Stammhirns zeigen, dass pathologische a-Syn-Ablagerungen mit phosphoryliertem
Serin129 sowohl in den vakzinierten als auch bei den nicht-vakzinierten Tieren auftreten
(Abb. 12A). Ein Unterschied in der Menge und Auspragung zwischen vakziniert und nicht-
vakziniert ist nicht zu erkennen. Die Pathologie ist auch bei den Injektionsrouten gleich.
Mit zunehmender Erkrankung der Tiere tritt auBerdem auch eine starke Mikrogliose und
Astrogliose auf. Es lasst sich erkennen, dass sich die aktivierten Mikroglia um

pathologische a-Syn-Ablagerungen herumlegen. Die Negativkontrolle von nicht-injizierten
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TgM83*-Mausen zeigt keine a-Syn-Pathologie. Hier sind auch nur ramifizierte, inaktive
Mikroglia vorhanden (Abb. 12B). Zusatzlich ist bei den erkrankten Tieren eine starke
Astrogliose zu erkennen. Hier bilden die Astrozyten ein dichtes Netz um die Neurone,
welche pathologisches a-Syn enthalten. Auch hier zeigte die Negativkontrolle keine a-Syn-
Pathologie und auch keine pathologische Anreicherung von Astrozyten (Abb. 12C). Auch
zeigte die Western-Blot-Analyse keinen Unterschied zwischen nicht-vakzinierten (Abb.
12D) und vakzinierten Tieren (Abb. 12E). In beiden Fallen sind mehrere Spezies von
pathologischem a-Syn mit phosphoryliertem Serin129 zu erkennen. Das sind zum einen
phosphorylierte Monomere, Oligomere und Aggregate mit hdheren Molekulargewichten.
Dies zeigt, dass eine Aggregation und auch die Ausbreitung des pathologischen a-Syn
durch die Impfung nicht komplett verhindert werden konnte, da diese Oligomere und

Aggregate auch bei den vakzinierten Tieren vorhanden sind.

Generell Iasst sich sagen, dass sich die Erkrankung der Mause durch die Impfung zwar
herausschieben lasst und somit eine langere Lebensspanne erreicht wird. Allerdings zeigt
sich auch, dass nach einer gewissen Zeit die Mause trotzdem erkranken und dann das

gleiche pathologische Bild zeigen wie die nicht-vakzinierten Tiere.
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Abbildung 12: Die a-Syn-Pathologie zeigt sich sowohl bei nicht-vakzinierten als auch bei
vakzinierten Tieren. (A) Histologische Schnitte aus dem Stammbhirn erkrankter TgM83*-Mause
zeigen Ablagerungen von patholgoischem a-Syn mit phosphoryliertem Serin129. Dies trifft auf
vakzinierte und nicht-vakzinierte Tiere gleichermallen zu. Die Negativkontrolle (nicht-injizierte
TgM83*-Maus im gleichen Alter) zeigt keine pathologischen Ablagerungen. Der MaRstabsbalken
gilt fur alle sieben Bilder und entspricht 50 pm. (B) Immunfluoreszenzfarbungen von
Stammhirnschnitten mit Antikbrpern gegen phosphoryliertes Serin129 von a-Syn zeigen
Ablagerungen von pathologischem a-Syn (griin) und mit Antikérpern gegen das ionisierte,
kalziumbindenden Adaptormolekul 1 (Iba1, rot) aktivierte Mikroglia bei den erkrankten Tieren. Es
lassen sich pathologische a-Syn-Einschlisse sowohl im neuronalen Zellkdrper (weilser Pfeil) als
auch in den Dendriten (gelber Pfeil) erkennen, welche von aktivierten, améboiden Mikroglia
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eingeschlossen sind (magentafarbener Pfeil). Die Farbungen der Negativkontrolle zeigen dagegen
nur inaktive Mikroglia und kein pathologisches a-Syn. Die Zellkerne wurden mit DAPI in blau
angefarbt. (C) Immunfluoreszenzfarbungen von Stammbhirnschnitten bei erkrankten TgM83* -
Mause von pathologischem a-Syn mit phosphoryliertem Serin129 (grin) und saurem
Gliafaserprotein (GFAP, rot) bei erkrankten Tieren. Es sind auch wieder pathologische a-Syn
Einschlisse sowohl im neuronalen Zellkérper (weil3er Pfeil) als auch in den Dendriten (gelber Pfeil)
zu erkennen. Die Kontrollfarbung zeigt keine Pathologie und nur vereinzelte Astrozyten. Die
Zellkerne wurden mit DAPI in blau angefarbt. (D und E) In einer Western-Blot-Analyse zeigen sich
verschiedene pathologische a-Syn-Spezies, die von Monomeren bis hin zu Oligomeren grofieren
Aggregaten mit verschiedenem Molekulargewicht reicht. Bei allen ist das Serin129 phosphoryliert.
Dies zeigt sich sowohl bei den nicht-vakzinierten Tieren (D) als auch bei den vakzinierten Tieren
(E). Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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4. Diskussion

Die kombinierten Impfstoffkandidaten zeigten in dem TgM83*-Mausmodell eine gute
Wirkung. Anders als die ersten entwickelten Impfstoffkandidaten (Masliah et al. 2005)
wurde nicht das a-Syn in voller Lange als Impfstoff eingesetzt, sondern nur kleine Epitope,
ahnlich wie bei anderen spateren Impfstoffen (Ghochikyan et al. 2014), wodurch die
Gefahr von Autoimmunreaktionen, die sich bereits bei anderen Impfstofftests gegen
neurodegenerative Erkrankungen gezeigt haben, reduziert werden soll (Orgogozo et al.
2003). Aus diesem Grund ware der hier entwickelte Impfstoff voraussichtlich auch fiir den
Einsatz am Menschen sicher, was in zuklnftigen klinischen Studien untersucht werden
muss. Ein wichtiges Merkmal der hier verwendeten Impfstoffkandidaten ist, dass sie
Epitope enthalten, die sich in der NAC-Region des a-Syns befinden. Diese Region ist an
der Aggregation von a-Syn beteiligt. Dadurch kénnten die Antikérper die NAC-Region

blockieren und so auch eine Aggregation verhindern (Chatterjee et al. 2018).

4.1. Vakzinierte Tiere verlieren erst spater Gewicht, zeigen spater

motorische Defizite und leben langer als nicht-vakzinierte Tiere

Diese Studie zeigt klar, dass der hier entwickelte Impfstoff einen signifikanten Einfluss auf
die Uberlebensdauer der Versuchstiere hatte. Mit 158 Tagen bei den ungeimpften
intraperitoneal injizierten Tieren und 223 Tagen bei den ungeimpften intraperitoneal mit a-
Syn-Fibrillen injizierten Tieren (Abb. 9A und B) ahnelt deren Lebensdauer dem von
Kontrolltieren, die zuvor von der Arbeitsgruppe uber die gleichen Wege mit a-Syn-Fibrillen
injizierten injziert wurden (Lohmann et al. 2019). Im Verhaltnis dazu zeigten die geimpften
Tiere, welche ,Brain-first-PD modellieren eine signifikante Verldangerung der
Lebensspanne von 5 %. Bei den Tieren, die ,Body-first-PD modellieren war die
Lebensspanne sogar um 20-21% verlangert. Der Unterschied in der Prozentzahl ist
vermutlich damit zu erklaren, dass die Antikorper gegen a-Syn im Korper gebildet werden,
aber nur wenige durch die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn Ubergehen konnen. Far
Antikérper gegen B-Amyloid konnte bereits gezeigt werden, dass die Antikbrper aus dem
Blut in das Hirn gelangen kénnen. Dies passiert aber nur zu einem geringen Anteil von
circa 0,1 % (Banks et al. 2002; Pardridge 2007). Geimpfte Tiere, denen a-Syn-Fibrillen
intraperitoneal und intragastrisch injiziert wurden, lebten deutlich langer, was darauf
zuruckzufihren ist, dass die gebildeten Antikdrper die a-Syn-Aggregate vermutlich besser
erreichen konnen. Das gleiche lasst sich auch an den Ergebnissen zu der

Gewichtszunahme und den Verhaltenstests (Abb. 8) erkennen. Aus diesen Ergebnissen
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Iasst sich mutmalen, dass der Impfstoff eine héhere Wirksamkeit bei Patienten mit ,,Body-
first* PD zeigen konnte, indem es die Aggregation stoppen und auch die prionartige
Vermehrung der a-Syn-Oligomere schon in der Peripherie unterbinden wiirde (Bae et al.
2012).

4.2. Pathologie zeigt sich bei nicht-vakzinierten und vakzinierten Tieren

Die histologischen Farbungen und die Western-Blot-Untersuchungen zeigen starke a-Syn-
Pathologie, Mikrogliose und Astrogliose gleichermalen. Daraus lasst sich schlieRen, dass
die Vakzinierungen zwar die Erkrankung der Tiere herauszdgern kann, aber nicht komplett
verhindert (Abb. 12). Andere Impfstoffstudien zeigen hingegen eine Verringerung sowohl
der Pathologie als auch der Neuroinflammation (Nimmo et al. 2022; Mandler et al. 2014).
Dies lasst sich aber auf den Umstand zurickfuhren, dass die Studie in dieser Arbeit eine
Uberlebensstudie war, um festzustellen wie viel langer die geimpften Tiere im Vergleich zu
den ungeimpften Tieren Uberleben (Abb. 9). In den anderen Impfstoffstudien wurden
allerdings die geimpften und die ungeimpften Tiere gleichzeitig nach einer bestimmten
Versuchszeit getétet. Ein direkter Vergleich zwischen dieser Studie und friiheren gestaltet
sich schwierig, da oftmals andere Tiermodelle verwendet wurden und es sich bei diesen
nicht um Uberlebensstudien gehandelt hat (Mandler et al. 2015; Sanchez-Guajardo et al.
2013; Ghochikyan et al. 2014).

4.3. Der Impfstoff induziert eine robuste Immunitat gegen a-Syn-Fibrillen

Die ELISAs zeigten, dass die geimpften Tiere Antikérper sowohl gegen die
Vakzinkandidaten als auch gegen synthetische a-Syn-Fibrillen gebildet hatten (Abb. 10 A-
C). Daraus lasst sich schlielen, dass die ausgewahlten Epitope der a-Syn-Fibrillen gut
geeignet waren, um einen wirksamen Impfstoff zu entwickeln, obwohl sie auf
synthetischen a-Syn-Fibrillen basieren (Guerrero-Ferreira et al. 2018; Tuttle et al. 2016).
Diese Vermutung wird dadurch verstarkt, dass die Antikdrper in den Plasmen der Mause
nicht nur synthetische a-Syn-Fibrillen erkannten, sondern auch Hirnhomogenate von
Patienten mit verschiedenen Synucleinopathien (Abb. 10D). Ahnliche Beobachtungen
konnten auch mit anderen Vakzinkandidaten gemacht werden, deren Epitope allerdings
dem C-terminalen Bereich von a-Syn entsprachen (Mandler et al. 2015). Zusatzlich
konnten auch Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass die Antikdrper in den Plasmen
der vakzinierten Mause in erkrankten Tieren eine Kolokalisation mit pathologischem a-Syn
zeigen (Abb. 11A). Daraus lasst sich schlieRen, dass die generierten Antikérper auch a-

Syn im Gewebe erkennt. Es hat sich aber zusatzlich auch gezeigt, dass die Plasmen in
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gesunden Tieren auch a-Syn binden (Abb. 11B), wodurch sich vermuten lasst, dass die
gebildeten Antikdrper auch monomerisches a-Syn erkennen kénnen. Eine Limitierung bei
den hier entwickelten Impfstoffkandidaten zeigt sich allerdings darin, dass fir die Auswahl
der Epitope nur synthetische a-Syn-Fibrillen genutzt wurden, da bis vor kurzem die
Struktur von ex-vivo a-Syn-Fibrillen aus Patienten mit Synucleinopathien noch nicht
bekannt waren. Impfstoffe, die der ex-vivo Struktur nachempfunden ist, kdnnten

maoglicherweise eine héhere Wirksamkeit zeigen.

5. Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussendlich lasst sich sagen, dass der Vakzinierungsversuch mit dem quadrivalenten
Impfstoff bestehend aus a-SC3, a-SC6, a-SC8 und a-SC9 eine gute Wirksamkeit in den
TgM83*-Méause zeigen. Die geimpften Tiere haben erst spater an Gewicht verloren. Die
geimpften Tiere, welche ,Body-first“PD modellieren, zeigten bei den Verhaltenstests
signifikant verbesserte Leistungen im Vergleich zu den ungeimpften Tieren. Bei den
,Brain-first*-Tieren war ein positiver Trend zu erkennen. Die Lebensdauer von geimpften
Tieren konnte sogar in allen drei Modellen signifikant verlangert werden. Des Weiteren liel3
sich erkennen, dass sowohl die geimpften als auch die ungeimpften Tiere a-Syn-
Pathologie in histologischen Schnitten und auch in der biochemischen Analyse aufwiesen.
Zusatzlich zeigten sie auch gleichermalRen Astrogliose und Mikrogliose. Dies lasst sich
allerdings darauf zurlckfuhren, dass die Krankheit bei den geimpften Tieren erst spater
einsetzt. Aber letztendlich erkranken auch die geimpften Tiere. Hinzuzuflgen ist, dass die
Tiere Antikdrper gegen die Vakzine, rekombinante a-Syn-Fibrillen und auch gegen
Hirnhomogenate verschiedener PD-, MSA- und DLB-Patienten entwickeln konnten. Dass
Patientenhirnhomogenate von den Antikérpern erkannt wurden, gibt einen Hinweis darauf,

dass diese Vakzine auch in klinischen Studien eine Wirksamkeit zeigen konnte.

Als nachstes sollten die vier Impfstoffkandidaten einzeln in dem gleichen Mausmodell
getestet werden. Mdglicherweise ist die Wirksamkeit der einzelnen Epitope unterschiedlich
und so ware es dann moglich die wirksameren Kandidaten in einem Impfstoff zu vereinen,
um einen wirkungsvolleren Impfstoff zu erhalten. Schlussendlich muss auch bedacht
werden, dass diese Epitope von synthetischen a-Syn-Fibrillen stammen. Diese kénnten
auch eine andere Struktur besitzen als a-Syn-Aggregate, die sich in Patienten bilden. Zum
Zeitpunkt der Entwicklung der Impfstoffe war allerdings noch keine ex-vivo Struktur
bekannt. Ein Impfstoff, der auf ex-vivo Fibrillenstrukturen, basiert, kbnnte mdglicherweise

die Patientenhirnhomogenate noch besser erkennen.
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Alles in allem lasst sich sagen, dass dieser quadrivalente Impfstoff eine gute
Immunantwort in den Mausen induziert hat und sie schutzen konnte. Dadurch, dass die
Plasmen auch Patientenproben erkennen, besteht Potential fiir eine gute Wirksamkeit in

klinischen Studien.
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