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1 Einleitung 

1.1 Morbus Parkinson 

1.1.1 Epidemiologie 

Morbus Parkinson (idiopathisches Parkinson-Syndrom, engl.: Parkinson's disease, PD) 

gilt mit einer globalen Prävalenz von 0,1 % als zweithäufigste neurodegenerative Erkran-

kung nach der Alzheimer-Demenz. Während die Erkrankung vor dem fünfzigsten Le-

bensjahr kaum diagnostiziert wird, steigt die Prävalenz ab einem Alter von 65 Jahren auf 

etwa 1 % an. Im ältesten untersuchten Patientenkollektiv beträgt dieser Wert bis zu 4 % 

(de Lau & Breteler, 2006).  

Die Inzidenz des Morbus Parkinson wird je nach Studiendesign zwischen 10 und mehr 

als 20 neudiagnostizierten Fällen pro 100.000 Personen in den Industrieländern bezif-

fert. Innerhalb der Bevölkerungsgruppe mit einem Alter über 65 Jahren steigen diese 

Werte auf bis zu 160 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen an. Der in diesem Kontext 

untersuchte Altersgipfel liegt bei einem Alter von 80 Jahren, wobei eine weitere Alters-

progression wahrscheinlich durch eine erhöhte Dunkelziffer in älteren Patientenkol-

lektiven bedingt ist (de Lau & Breteler, 2006; Epidemiology of Parkinson’s Disease, 

2017).  

Das Lebenszeitrisiko ist dabei insgesamt für Männer mit 2 % etwas höher als für Frauen. 

Bezüglich ethnischer Schwankungen ist die Datenlage bisher insgesamt inkonsistent 

und lässt keine zuverlässigen Schlüsse zu (Ascherio & Schwarzschild, 2016; Pringsheim 

et al., 2014).  

Diese Daten verdeutlichen, dass die Parkinson-Krankheit eine Erkrankung des höheren 

Alters darstellt. Die Entwicklung der demographischen Struktur in den Industrienationen 

prognostiziert einen tendenziell wachsenden Anteil älterer Bevölkerungsschichten in den 

kommenden Jahrzehnten (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019). Es lässt sich also 

annehmen, dass die Prävalenz neurodegenerativer Erkrankungen in den kommenden 

Jahren zunehmen wird. Folgerichtig wird die Etablierung geeigneter Strategien zu Prä-

vention und verbesserter Therapie der Parkinson-Erkrankung weiterhin an Bedeutung 

gewinnen. 
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1.1.2 Ätiologie 

Die motorischen Symptome der PD werden vor allem durch die Degeneration dopami-

nerger Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc) bestimmt. Die SNpc ist auf 

komplexe Weise in die Modulation und Regulation promotorischer Signale eingebunden, 

die von primär motorischem Kortex und kortikalen Assoziationsfeldern stammen können.  

Diese Signale werden physiologisch auf komplexe Weise durch die Bestandteile des 

extrapyramidalmotorischen Systems moduliert und integriert. Wesentlicher Moderator 

des extrapyramidalmotorischen Systems ist die Basalganglienschleife 

(siehe Abbildung 1). 

 

 Pathologische Veränderungen des Basalgangliensystems im Rahmen der Parkinson-
Erkrankung 

Die oberhalb abgebildete Darstellung verdeutlicht, wie sich die exzitatorische und inhibitorische Akti-

vität der Komponenten des motorischen Systems im Rahmen der PD verändern. In der Summe kommt 

es so zu einer verstärkten Inhibition thalamokortikaler Bahnen und den typischen Kardinalsymptomen 

der PD (modifiziert nach Poewe et al., 2017). 
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Die Verschaltung der Basalganglien ist zentraler Bestandteil des extrapyramidalmotori-

schen Systems und dient der Modulation von Bewegungsimpulsen. Die Projektionen der 

SNpc zum Striatum modulieren dort über einen direkten und einen indirekten Verschal-

tungspfad die Feinabstimmung der promotorischen Signale. Der direkte Pfad wird durch 

eine monosynaptische Projektion striataler GABAerger Neurone zu Globus pallidus in-

ternus und Substantia nigra pars reticulata ermöglicht. Die bewegungshemmende Wir-

kung dieser Zielstrukturen wird dadurch inhibiert. Der indirekte Pfad zeichnet sich hinge-

gen durch ein polysynaptisches Verschaltungsmuster aus. Projektionen striataler GA-

BAerger Neurone erreichen zunächst das Globus pallidus externus, das seinerseits mit-

tels GABAerger Projektionen den Ncl. subthalamicus erreicht. Die Wirkung der SNpc 

führt zur Disinhibition des Ncl. subthalamicus, der seinerseits durch glutamaterge Pro-

jektionen die motorikhemmende Wirkung des Globus pallidus internus fördert. Mithilfe 

dieser zwei Verschaltungswege wird unter physiologischen Bedingungen die GABA-ver-

mittelte Wirkung des Pallidums reguliert. Durch den Verlust der dopaminergen Neurone 

der SNpc, entsteht eine Dysbalance in dem komplexen System der Basalganglien-

schleife (Poewe et al., 2017). 

Die Pathogenese der Parkinson-Erkrankung stellt sich nach aktuellem Kenntnisstand als 

multifaktorieller Prozess dar. Betroffene Neurone zeigen im Rahmen der Parkinson-Er-

krankung eine auf vielfältige Weise gestörte zelluläre Homöostase. Beeinträchtigungen 

der zellulären Proteostase bedingen die Akkumulation fehlgefalteten alpha-Synucleins, 

das zunächst zu Oligomerverbänden und schließlich zusammen mit Ubiquitin zu den 

charakteristisch auftretenden Lewy-Bodies aggregiert. Zwischenprodukte dieses Fehl-

faltungsprozesses bedingen eine Funktionseinschränkung der Mitochondrien, die zu 

sukzessivem Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies im Cytosol führt und zelleigene Ab-

bauprozesse durch den gestörten Energiehaushalt zunehmend einschränkt. Der dabei 

auftretende oxidative Stress wird durch eine dysregulierte zelluläre Calciumhomöostase 

aggraviert. Erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentrationen regen eine Aktivierung des 

proapoptotischen Enzymsystems der Caspasen an. Proinflammatorisch wirksame Glia-

zellen tragen durch Cytokine vermutlich zusätzlich zum Zusammenspiel der zellulären 

Dysregulation im Rahmen der Parkinson-Erkrankung bei (vgl. Abbildung 2) 

(Poewe et al., 2017). 
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 Zelluläre Pathomechanismen der Parkinson-Erkrankung nach bisherigem Kenntnis-
stand (Abbildung modifiziert nach Poewe et al., 2017). 

 

Das Dopaminsystem ist das pathognomonisch dysregulierte Neurotransmittersystem im 

Rahmen der PD. Allerdings sind im Krankheitsverlauf auch weitere zentralnervöse 

Transmittersysteme beeinträchtigt, wodurch sich insbesondere die nichtmotorischen 

Symptome der PD erklären lassen. Zu diesen dysregulierten Transmittersystemen zäh-

len beispielsweise Serotonin, Acetylcholin und das für den LC charakteristische Norad-

renalin (Factor et al., 2017; Maillet et al., 2016; Morris et al., 2019; Schapira et al., 2017). 

1.1.3 Symptomatik 

Die motorischen Kardinalsymptome des Morbus Parkinson sind ein gesteigerter Muskel-

tonus der Willkürmuskulatur (Rigor), eine allgemeine Bewegungsarmut (Bradykinese), 
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dieser klassischen motorischen Symptome bereits circa 80 % der dopaminergen Neu-

rone des nigrostriatalen Systems untergegangen sind (Chung et al., 2001). Das Auftre-
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Subgruppen zu. Diese werden nach der jeweils klinisch vordergründigen Komponente 

als Tremor-dominant, bradykinetisch-dominant sowie Stellreflex-und-Gang-dominant 

bezeichnet (Armstrong & Okun, 2020; Kalia & Lang, 2015). Verschiedene Studien haben 

gezeigt, dass diese Ausprägungstypen mit unterschiedlicher Progression einhergehen 

können. Eine klare Prognose ist klinisch dennoch oft nicht möglich, da die beschriebenen 

Symptomkonstellationen fließend ineinander übergehen können (Kalia & Lang, 2015; 

Thenganatt & Jankovic, 2014). Daher ist die Einteilung der PD nach Subtypen bisher 

von eher theoretischer als klinisch praktischer Bedeutung.  

Neben den genannten motorischen Leitsymptomen werden weitere motorische und 

nicht-motorische Symptome beobachtet. Zu den motorischen Symptomen gehören unter 

anderem Hypomimie, Mikrographie, Dysphagie und Dysarthrie sowie Störungen des 

Gangbildes mit Kleinschrittigkeit und Koordinationsstörungen. Das Spektrum nicht-mo-

torischer Dysfunktionen ist divers und umfasst beispielsweise Hyposmie und Anosmie, 

kognitive Störungen wie demenzielle Syndrome und Psychosen, Störungen der autono-

men Regulation, Verdauungsstörungen und Obstipation sowie REM-Schlafverhaltens-

störungen und das Restless-Legs-Syndrom (Sveinbjornsdottir, 2016). Die Ausprägung 

und Konstellation dieser beschriebenen motorischen und nicht-motorischen Symptome 

ist individuell sehr variabel, sodass eine eindeutige Diagnosestellung vor Auftreten der 

Leitsymptome oft nur schwer möglich ist. Der Zeitraum bis zur korrekten Diagnose ver-

längert sich dadurch mitunter erheblich (Armstrong & Okun, 2020; J. W. Langston, 2006; 

Poewe et al., 2017). Die Etablierung diagnostischer Methoden zur Früherkennung ist 

daher eine weitere Säule neben der Erforschung neuer therapeutischer Ansätze. 

Als histopathologisches Korrelat der PD gelten die sogenannten Lewy-Bodies (LB), cy-

tosolische Proteinaggregate, die im Wesentlichen aus fehlgefaltetem alpha-Synuclein 

und Ubiquitin bestehen (Airavaara et al., 2020). Das Auftreten von LB in den verschie-

denen Regionen des zentralen Nervensystems folgt dabei einer bestimmten Abfolge, 

welche durch das Stufenmodell nach Braak et al. beschrieben werden kann (Braak et 

al., 2003) (siehe auch Abbildung 3).  
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 Progressionsstadien der Parkinson-Erkrankung 

Im Rahmen der Parkinson-Erkrankung (PD) treten charakteristische eosinophile Proteinaggregate, die 

sogenannten Lewy-Bodies (LB), im Cytosol der Neurone verschiedener Regionen des zentralen Ner-

vensystems auf. Die Ausbreitung dieser LB erfolgt dabei nach einem Schema, das von Braak et al. 

erstmals beschrieben wurde (Braak et al., 2003, 2004). Dieses Schema postuliert eine Sequenz von 

sechs Stadien, anhand derer sich die histopathologische Progression der PD festhalten lässt. In Sta-

dium 1 treten zunächst LB im Bereich des dorsalen motorischen Nucleus des Nervus vagus (DMV) 

auf. Mit Beginn des zweiten Stadiums ist auch der Locus coeruleus (LC) von LB betroffen. Ab Stadium 

3 beginnt die Ausbreitung der Aggregate in der Substantia nigra pars compacta (SNpc). Mit zuneh-

mender Ausprägung des dritten Stadiums nach Braak et al. treten die ersten klinischen Symptome auf. 

Stadium 4, charakterisiert durch die Ausbreitung der LB auf Strukturen des Mesencephalons, markiert 

den definitiven Übergang in die symptomatische Phase der PD. In den Stadien 5 und 6 sind schließlich 

auch neokortikale Bereiche betroffen, wie zunächst die Assoziationsfelder und später auch der prä-

motorische Kortex sowie die neokortikalen Primärgebiete (Abbildung modifiziert nach Goedert, 

Spillantini, Del Tredici, & Braak, 2013).  

1.1.4 Therapie 

Die therapeutischen Möglichkeiten im Rahmen der PD sind so divers wie die ihr zugrun-

deliegenden Mechanismen und sollten möglichst an Progression, Symptomschwere und 

individuelle Bedürfnisse des Patienten angepasst werden. Zur Behandlung der primär 

motorischen Symptome der PD werden in den Off-Phasen insbesondere direkt oder in-

direkt dopaminerge Pharmaka verwendet, um die Dysbalance dieses Systems auszu-

gleichen. Im Initialstadium sind direkte Dopaminagonisten, Monoaminoxidase-Inhibito-

ren oder auch die Anwendung der Dopaminvorstufe L-DOPA sinnvoll (Connolly & Lang, 

2014; Fox et al., 2018). Entgegen der früheren Annahme, dass auf die Applikation von 

L-DOPA möglichst erst in späteren Erkrankungsstadien zurückgegriffen werden sollte, 

hat die frühe Gabe dieser Dopaminvorstufe in kürzlich veröffentlichten Studien einen 

deutlichen Benefit für das untersuchte Patientenkollektiv gezeigt (Espay & Lang, 2017; 

PD MED Collaborative Group, 2014). Die Nutzung von L-DOPA wird jeweils mit Inhibi-

toren peripher weiterverarbeitender Enzyme dieser Dopaminvorstufe kombiniert. Dazu 
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zählen Hemmstoffe der DOPA-Decarboxylase (DDC) und der Catechol-O-Methyltrans-

ferase (COMT). Während L-DOPA in der Regel eine insgesamt bessere motorische 

Symptomkontrolle bietet, werden als unerwünschte Wirkung häufiger Dyskinesien be-

schrieben als bei den direkten Dopaminagonisten oder den Monoaminoxidase-Inhibito-

ren. Letztere bieten allerdings eine insgesamt schlechtere Symptomkontrolle. Als wich-

tigste unerwünschte Wirkung der direkten Dopaminagonisten beschreiben je nach Stu-

die bis zu 40 % der Patienten Impulskontrollstörungen (Garcia-Ruiz et al., 2014). Ein 

multimodales Behandlungskonzept unter Applikation mehrerer, niedriger dosierter Me-

dikamentenklassen kann dementsprechend vorteilhaft sein. Eine Steigerung insbeson-

dere der L-DOPA-Dosis lässt sich bei zunehmender Degeneration dopaminerger Zen-

tren und unzureichender Speicherkapazität für Dopamin im Krankheitsverlauf meist nicht 

verhindern (Chou et al., 2018). Abbildung 4 zeigt eine zusammenfassende Übersicht 

dopaminerger Pharmaka, die im Rahmen der PD Anwendung finden.  

 

 Synaptische Wirkung verschiedener dopaminerger Pharmaka in der Therapie der 
Parkinson-Erkrankung 

Die medikamentöse Therapie der Parkinson-Erkrankung nutzt die Mechanismen verschiedener zent-

ralnervöser Transmittersysteme aus. Dopamin, als Transmittersystem der SNpc, stellt dabei eines der 

wichtigsten Zielsysteme dar. Die periphere Applikation der Dopaminvorstufe L-DOPA muss mit Inhibi-

toren peripherer Spaltenzyme, wie der DOPA-Decarboxylase (DDC) oder Catechol-O-Methyltrans-

ferase (COMT) kombiniert werden, um wirksame Plasmaspiegel zu erreichen. L-DOPA wird bei aus-

reichender Plasmakonzentration mittels molekularer Transportsysteme über die Blut-Hirn-Schranke 

(BHS) in das Cytosol der Neurone verbracht, sodass die zellulär synthetisierte Dopaminmenge an-

steigt. Der Abbau des freigesetzten Dopamins im synaptischen Spalt, kann durch zentral wirksame 

Hemmer der Monoaminoxidase-B (MAO-B) oder COMT gehemmt werden. Zur direkten Stimulation 

der postsynaptischen Dopaminrezeptoren stehen diverse zentral wirksame direkte Dopaminagonisten 

zur Verfügung (modifiziert nach Poewe et al., 2017). 
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In späteren Erkrankungsstadien hat sich bei geeigneten Patientenkollektiven auch die 

tiefe Hirnstimulation, also die direkte Stimulation dysregulierter Bereiche des zentralen 

Nervensystems durch implantierte Schrittmachersonden, etabliert. Am häufigsten wer-

den als Zielstrukturen der tiefen Hirnstimulation der Nucleus subthalamicus (STN) und 

der Globus pallidus internus verwendet. Die Stimulationsfrequenz des Schrittmachers 

wird postoperativ so angepasst, dass es zu einer Inhibition der bewegungshemmenden 

Einflüsse dieser Strukturen kommt. In Kombination mit einer multimodalen Pharmako-

therapie, lässt sich so bei geeigneten Patienten auch in späteren Stadien der PD noch 

eine gute motorische Symptomkontrolle erzielen (Bratsos et al., 2018; Fox et al., 2018). 

In jedem Fall profitieren Patienten von einer frühzeitigen physiotherapeutischen Anbin-

dung und regelmäßiger Bewegungstherapie (Armstrong & Okun, 2020). 

Um die nichtmotorischen Symptome der PD zu behandeln werden größtenteils andere 

Transmittersysteme als Dopamin verwendet. Beispielsweise wird Rivastigmin als indi-

rektes Cholinergikum zur Minderung der Effekte einer Parkinson-Demenz verwendet. 

Eine im Rahmen der PD assoziiert aufgetretene Depression kann durch selektive Sero-

tonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren oder selektive Serotonin-Noradrenalin-Wiederauf-

nahme-Inhibitoren behandelt werden. Störungen des Schlafverhaltens in den sogenann-

ten »Rapid-Eye-Movement«-Phasen (REM-Phasen) des Schlafes kann durch die Gabe 

von Melatonin beigekommen werden (Armstrong & Okun, 2020). 

1.1.5 Experimentalmodelle der Parkinson-Erkrankung 

In den vergangenen Jahren konnten verschiedene Modelle etabliert werden, die maß-

geblich zum theoretischen Verständnis der Pathogenese der PD beigetragen haben.  

Das älteste in-vitro-Modell der Parkinson Erkrankung basiert auf der Exposition des Mo-

dellsystems mit der Substanz 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP). Me-

tabolite des MPTP hemmen die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien dopa-

minerger Neurone und erzeugen somit eine metabolische und oxidative Stresssituation, 

die physiologisch den Effekten der PD ähnelt. Die dabei resultierenden klinischen Symp-

tome zeigen in den getesteten Modellorganismen ausgeprägte Ähnlichkeit zu den klini-

schen Stadien der PD und sind ebenfalls L-DOPA-reagibel (J. Langston et al., 1983; 

Oertel & Kupsch, 1993). Ähnliche Effekte wie MPTP zeigt auch die Substanz Rotenon, 

die schon seit dem neunzehnten Jahrhundert als Pestizid Verwendung findet. Analog 

zum Wirkmechanismus von MPTP interferiert auch Rotenon mit Komplex I der Atmungs-

kette und unterbindet damit die oxidative Phosphorylierung, was zu einer zunehmend 
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dysregulierten zellulären Homöostase und konsequenter Apoptose führt (Mounsey & 

Teismann, 2010; Sherer et al., 2003).  

Um die Effekte der charakteristisch auftretenden Synucleinopathien im Rahmen der PD 

zu testen, sind verschiedene in-vivo-Modelle zur Überexpression bestimmter Varianten 

dieses Proteins etabliert worden. Eine gängige Anwendung dieses Prinzips wird mithilfe 

eines rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektors (rAAV) umgesetzt, mit dessen 

Hilfe das kodierende Gen einer α-Synuclein-Variante in das Erbgut des Modellorganis-

mus per Transfektion eingebracht wird (Henrich et al., 2018; Volpicelli-Daley et al., 

2016). Nach einer Latenzzeit von acht Wochen zur Überexpression des transfizierten 

Genabschnittes, werden anschließend die gewünschten Messungen am Modellorganis-

mus durchgeführt. 

1.2 Locus coeruleus 

1.2.1 Anatomie und Lageverhältnisse 

Der Locus coeruleus (LC) ist der größte Bestandteil des Systems noradrenerger Neu-

rone im zentralen Nervensystem. Er ist bilateral im kraniolateralen Anteil des pontinen 

Tegmentums angelegt und weist eine durchschnittliche kraniokaudale Längenausdeh-

nung von 14,5 mm auf (Dahlström & Fuxe, 1964; Fernandes et al., 2012).  Die geschätzte 

Gesamtanzahl der LC-Neurone differiert je nach Quelle stark.  Während Sharma et al. 

circa 45.000 bis 50.000 Neuronen des LC im gesamten zentralen Nervensystem be-

schreiben, wird diese Menge von anderen Studien auf lediglich bis zu 15.000 Neurone 

geschätzt (Espay et al., 2014). Je nach Lage innerhalb des Kerns, weisen die Neurone 

des LC sowohl verschiedene Innervationsgebiete als auch eine teilweise andere Mor-

phologie und Rezeptorenbeschaffenheit auf (Schwarz & Luo, 2015). 

Der LC weist eine ausgeprägte Verzweigung afferenter und efferenter Bahnen entlang 

der gesamten Neuraxis auf, die von der Medulla spinalis bis in Anteile des Neokortex 

reichen. Die Efferenzen des LC erreichen Amygdala, Hippocampus, Thalamus, Hypo-

thalamus, Cerebellum, Medulla spinalis aber auch höhere kortikale Zentren gleicherma-

ßen (Eduardo E. Benarroch, 2018). Ebenso bestehen Verbindungen zu SNpc und STN, 

die auf elementare Weise in die Pathogenese der PD eingeschlossen sind (Carpenter et 

al., 1981; Collingridge et al., 1979).  
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 Afferente und efferente Projektionen des Locus coeruleus-Noradrenalin Systems 

Der LC befindet sich anatomisch im Bereich des kraniolateralen pontinen Tegmentums. Als größtes 

Kompartiment des noradrenergen Systems im zentralen Nervensystem weist der LC ein ausgeprägtes 

Netz an Projektionsbahnen auf. Die Abbildung stellt einen topographischen Bezug seiner wichtigsten 

Projektionsbahnen dar (modifiziert nach Benarroch, 2018). 

Die efferenten Projektionen des LC lassen sich darüber hinaus in drei Trakte differenzie-

ren: einen aufsteigenden Trakt (VTA, SNpc, Amygdala, Hippocampus, Hypothalamus, 

Thalamus, basales Vorderhirn, präfrontaler und sensorischer Kortex), einen cerebellären 

Trakt und einen spinalen Trakt (Bari et al., 2020). Afferenzen erreichen den LC beispiels-

weise aus Amygdala, Hypothalamus, periaquäduktalem Grau, Formatio reticularis, pe-

dunculopontinen Kernregionen aber auch aus Bereichen der Medulla spinalis (Eduardo 

E. Benarroch, 2018). Diese afferenten Projektionen wirken durch verschiedene Trans-

mittersysteme exzitatorisch oder inhibitorisch auf die Neurone des LC ein und regulieren 

so seine Aktivität. Exzitatorische Einflüsse erreichen den LC glutamaterg aus Bereichen 

des Vorderhirns und des präfrontalen Kortex, durch Orexin aus dem posterolateralen 

Hypothalamus, dopaminerg aus periaquäduktalem Grau und ventral tegmentaler Zone 
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sowie cholinerg aus Kernbereichen des Tegmentums. Inhibitorische Einflüsse stammen 

vor allem GABAerg aus Kerngebieten der Medulla oblongata und des Hypothalamus 

(Aston-Jones et al., 1991; Schwarz & Luo, 2015). Abbildung 5 zeigt eine schematische 

Darstellung der afferenten und efferenten Bahnen des LC-Systems. 

1.2.2 Physiologische Funktion 

Analog zu seinen ausgeprägten Projektionen im zentralen Nervensystem ist der LC auf 

vielfältige Weise in neurophysiologische Prozesse eingebunden.  

Zentrales Element dieser Wirkungen ist das Katecholamin Noradrenalin, das als Neuro-

transmitter der coerulären Neurone dient. Die Synthese des Noradrenalins basiert auf 

der nicht-essentiellen Aminosäure Tyrosin und erfolgt in einem dreistufigen Prozess. Da-

bei wird Tyrosin zunächst durch die Tyrosinhydroxylase (TH), das Schlüsselenzym der 

Dopaminsynthese, in die Dopaminvorstufe L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) über-

führt. L-DOPA wird im zweiten Reaktionsschritt durch die DOPA-Decarboxylase (DDC) 

zum biogenen Amin Dopamin überführt. Durch das Schlüsselenzym der Noradrenalin-

synthese, die Dopamin-β-Hydroxylase, wird dann der letzte Reaktionsschritt zum Norad-

renalin innerhalb synaptischer Vesikel katalysiert (E. E. Benarroch, 2009). Abbildung 6 

fasst den Reaktionsablauf der Noradrenalinsynthese graphisch zusammen. 

 

 Syntheseschritte des Neurotransmitters Noradrenalin 

Die Biosynthese des Noradrenalins erfolgt in drei Reaktionsschritten auf Grundlage der Aminosäure 

Tyrosin. Der erste Syntheseschritt wird durch die Tyrosinhydroxylase (TH), dem Schlüsselenzym der 

Dopaminsynthese, katalysiert und umfasst die Hydroxylierung des Tyrosins zum (L-DOPA). Dieser 

erste Reaktionsschritt stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Noradrenalinsynthese dar. 

Levodopa wird im nächsten Reaktionsschritt durch das Enzym DOPA-Decarboxylase (DDC) zum bio-

genen Amin Dopamin decarboxyliert. Mithilfe des Schlüsselenzyms der Noradrenalinsynthese, der 

Dopamin-β-Hydroxylase, wird das so entstandene Dopamin durch eine Hydroxylierung der Seitenkette 

schließlich zum Noradrenalin überführt. 
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Besonders hervorzuheben ist die Rolle des LC als Bestandteil des aufsteigenden retiku-

lären Aktivierungssystems (ARAS), in der er eine integrative Rolle bei der Vermittlung 

von Aufmerksamkeit und Erregung spielt. Der LC dient hier vor allem als eine vigilanz-

fördernde Instanz. Coeruläre Neurone zeigen je nach Aufmerksamkeitsniveau ein unter-

schiedliches elektrophysiologisches Entladungsmuster. Die Entladungsmuster des LC 

lassen sich dabei allgemein als tonisch und phasisch beschreiben. Phasische Entla-

dungsperioden sind durch hohe Frequenzen spontaner Depolarisationen charakterisiert, 

so vor allem im Wachzustand bei hoher Vigilanz vorkommend. Tonische Entladungs-

phasen sind demgegenüber durch geringere Entladungsfrequenzen gekennzeichnet 

(Takahashi et al., 2010). 

1.2.3 Bedeutung im Rahmen der Parkinson-Erkrankung 

Das breite Spektrum physiologischer Mechanismen des LC lässt auf ein ebenso vielfäl-

tiges Spektrum möglicher Symptome bei Funktionsverlust dieser Region schließen. So 

hat sich in Studien der letzten Zeit bei diversen neurologischen Erkrankungen eine deut-

liche Beteiligung des LC-Systems dargestellt.  

Im Rahmen der PD werden insbesondere die frühen nicht-motorischen Erkrankungs-

symptome unter anderem auf die Depletion und Degeneration noradrenerger Neurone 

des LC zurückgeführt. So hat sich beispielsweise eine Korrelation aus fortgeschrittener 

Degeneration noradrenerger Neurone in limbischem System und LC und der Progres-

sion der Parkinson-assoziierten Depression gezeigt (Remy et al., 2005). Für die bereits 

in frühen Stadien der PD auftretenden Angststörungen gibt es Hinweise auf eine Betei-

ligung des dysregulierten Noradrenalinsystems (Kalk et al., 2011; Zhu et al., 2017). 

REM-Schlafverhaltensstörungen im Rahmen der PD lassen sich auf Dysbalancen des 

Zusammenspiels noradrenerger, serotoninerger und dopaminerger Effekte zurückführen 

(Abbott et al., 2005).  

Auch bei genetisch bedingten Fällen der PD zeigen sich deutliche Assoziationen zu früh-

zeitiger Beteiligung des coerulären Noradrenalinsystems. Von Coelln et al. zeigten mit-

hilfe eines Knockout-Modells eine Korrelation zwischen dem PARK2-assoziierten juve-

nilen Parkinsonismus und einem hochgradigen Verlust der Neurone des LC (Von Coelln 

et al., 2004).  

Es hat sich außerdem gezeigt, dass demenzielle Syndrome im Rahmen neurodegene-

rativer Erkrankungen allgemein mit einem ausgiebigen Verlust noradrenerger Neurone 

einhergehen. Dazu zählt neben der Parkinson-Demenz als Progressionsform der PD 
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auch die Alzheimer-Demenz (Marien et al., 2004). Im Mausmodell hat sich die noradr-

energe Aktivität des LC darüber hinaus neuroprotektiv auf Neurone der SNpc ausgewirkt 

(Marien et al., 2004; Srinivasan & Schmidt, 2003). Ähnliche Ergebnisse zeigen sich in 

jüngeren Studienergebnissen, welche die protektiven Eigenschaften des LC insbeson-

dere auf eine modulierende Position neuroinflammatorischer Prozesse bei PD und Alz-

heimer-Demenz zurückführen (Giorgi et al., 2020). Die frühe Beteiligung  

coerulärer Neurone in den Stadien nach Braak et al. lässt also die Vermutung zu, dass 

unter anderem dieser fehlende neuroprotektive Einfluss zur zunehmenden Degeneration 

der SNpc beiträgt und die Krankheitsprogression maßgeblich beeinflusst (Braak et al., 

2004; Rommelfanger & Weinshenker, 2007). Dementsprechend erstrebenswert sind 

therapeutische Methoden zur frühzeitigen Stabilisierung des zentralnervösen Noradre-

nalinsystems. 
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1.3 Spannungsabhängige Calciumkanäle 

Spannungsabhängige Calciumkanäle (Cav-Kanäle) sind an einer Vielzahl physiologi-

scher Prozesse beteiligt und kommen in verschiedenen Subformen fast ubiquitär im 

menschlichen Körper vor. Es sind zehn verschiedene humane Varianten der Cav-Kanäle 

kloniert worden, die sich anhand verschiedener Kriterien einteilen lassen. Das heute 

etablierte Einteilungssystem ordnet die Subtypen nach genetischen Kriterien (Überein-

stimmungsgrad der für die α1-Untereinheit kodierenden Genabschnitte) sowie anhand 

ihrer Aktivierungs- und Öffnungskinetik (siehe Abbildung 7). Der Fokus dieser Arbeit liegt 

dabei auf der Subgruppe der Cav1-Kanalfamilie bzw. der L-Typ-Cav-Kanäle (»L« von 

Engl. »long-lasting« für die Dauer der einwärtsgerichteten Ströme nach Depolarisation). 

Die vier Isoformen dieser Subgruppe werden beispielsweise in der Skelettmuskulatur 

(Cav1.1), retinalen Photorezeptorzellen (Cav1.4) und im zentralen Nervensystem (Cav1.2 

und Cav1.3) exprimiert (Hofmann et al., 2014; Regus-Leidig et al., 2009; Striessnig & 

Koschak, 2008; Tanabe et al., 1988). Letztere sind dabei die Kanaltypen, die in dieser 

Arbeit explizit untersucht wurden.  

 

 Einteilungssystem der spannungsabhängigen Cav-Kanäle 

Die hier abgebildete Darstellung zeigt den Übereinstimmungsgrad der Gensequenzen, die für die 

transmembranäre und porenbildende α1-Untereinheit der Cav-Kanäle kodieren. Die dabei aufgeschlüs-

selten Subgruppen werden anhand ihrer Öffnungsdauer in weitere Subgruppen eingeteilt. Für diese 

Arbeit steht die Subgruppe der L-Typ-Cav-Kanäle (L von Engl.: »long-lasting«) im Fokus. Weiterhin 

lassen sich spannungsabhängige Calciumkanäle anhand ihres Aktivierungsverhaltens bei höheren 

Spannungswerten (»high-voltage activated«, HVA) oder niedrigeren Spannungswerten Spannungs-

werten (»low-voltage activated«, LVA) unterscheiden (modifiziert nach Catterall, Striessnig, Snutch, & 

Perez-Reyes, 2003). 
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Strukturell sind Cav-Kanäle komplexe transmembranäre Proteingebilde, die aus mehre-

ren Untereinheiten verschiedener Bezeichnung zusammengesetzt sind. Die porenbil-

dende α1-Untereinheit setzt sich aus einem Tetramer von Domänen zusammen (nume-

risch als I-IV bezeichnet), die ihrerseits aus je sechs α-Helices bestehen. Die Konfigura-

tion dieser α-helikalen Bestandteile ist maßgeblich an der Kinetik und den Eigenschaften 

des Kanals als Spannungssensor beteiligt. Die α2δ-Untereinheit interagiert vor allem mit 

den Domänen I-III der α1-Untereinheit und ist als pharmakologische Zielstruktur der als 

Antikonvulsiva und Koanalgetika verwendeten Substanzen Gabapentin und Pregabalin 

von Bedeutung (Catterall et al., 2019; Davies et al., 2007; Simms & Zamponi, 2014).  

 

 Strukturmodell eines spannungsabhängigen Calciumkanals 

Exemplarisch ist hier das Modell eines spannungsabhängigen Calciumkanals der L-Typ-Familie ab-

gebildet (genauer Cav1.1), wie er üblicherweise als Bestandteil der humanen Skelettmuskelzelle vor-

kommt (Tanabe et al., 1988). (Abbildung modifiziert nach Nanou & Catterall, 2018) 

Im Rahmen der PD sind insbesondere neuronale Kerngebiete wie SNpc und LC betrof-

fen, die in regelmäßigen Intervallen autonom depolarisieren. Diese Schrittmacherfunk-

tion der betroffenen Neurone wird maßgeblich durch Cav-1.3-Kanäle ermöglicht. Vergan-

gene Studien haben neuroprotektive Effekte des Cav-1.3-Kanal-Antagonisten Isradipin 

für den Progress der PD gezeigt. Entsprechend gelten Cav-Kanäle als wichtige Zielstruk-

turen für künftige Pharmaka zur Modulation des Krankheitsverlaufs der PD (Guzman et 

al., 2018; Ilijic et al., 2011; Matschke et al., 2015).  
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist es, zur Aufklärung der zugrundeliegenden Pathomechanismen der 

PD beizutragen. Insbesondere in den Prodromalstadien, noch vor klinischem Auftreten 

der PD, ist ein genaues Verständnis der zellulären Abläufe unerlässlich um eine effektive 

Prävention zu ermöglichen. Der LC ist für eine Vielzahl zentralnervöser Funktionen von 

Wichtigkeit, seine Rolle im Rahmen der PD ist jedoch noch nicht vollständig erschlossen. 

Diese Arbeit soll zu einem besseren Verständnis der Veränderungen des LC-Systems 

bei PD beitragen.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Nervenzellen des LC hinsichtlich ihres elektrophysio-

logischen Verhaltens untersucht. Im Fokus lag dabei vor allem die Untersuchung span-

nungsabhängiger Calciumkanäle, die eine zentrale Rolle bei der periodischen autono-

men Entladung der Nervenzellen des LC spielen (Matschke et al., 2015). Zwei verschie-

dene Modellsysteme zur Erzeugung einer im Sinne der PD veränderten zellulären Situ-

ation wurden dabei angewendet.  

Um die Effekte einer oxidativ-metabolischen Stresssituation zu simulieren, wurden von 

Mäusen angefertigte Hirnschnitte dem Komplex-I-Inhibitor Rotenon zugeführt. Unter 

dem Einfluss von Rotenon zeigen die exponierten Nervenzellen Veränderungen, ähnlich 

wie sie im Rahmen der PD beobachtet werden (Greenamyre et al., 2003; Mounsey & 

Teismann, 2010). Zur Kontrolle wurden die angefertigten Hirnschnitte jeweils auch im 

nativen Zustand den elektrophysiologischen Messungen unterzogen. 

Die Rolle der cytosolischen α-Synuclein-Oligomere, wie sie in den LB der Nervenzellen 

bei PD aufzufinden sind, ist noch weitestgehend unverstanden. Um zu prüfen, inwieweit 

diese Oligomere das elektrophysiologische Verhalten der betroffenen Neurone beein-

flussen, fand im Rahmen dieser Arbeit das von Henrich et al. etablierte prämotorische 

Mausmodell Anwendung. Dabei wurden Mäusen mithilfe stereotaktisch eingebrachter 

Adenovirus-assoziierter Vektoren die kodierenden Genabschnitte für Wildtyp-α-Synu-

clein und A53T-α-Synuclein eingebracht (Henrich et al., 2018). A53T-α-Synuclein ist eine 

Variante des α-Synucleins, die besonders zur Aggregation in Oligomeren neigt. Um ei-

nen Effekt durch die dabei notwendigen stereotaktischen Punktionen zu prüfen, wurde 

einem als Kontrolle verwendeten Kollektiv von Mäusen der kodierende Genabschnitt des 

Proteins Luciferase eingebracht. Nach einer vorab festgelegten Latenz, wurden von den 

Versuchstieren der Kollektive Hirnschnitte angefertigt und den elektrophysiologischen 

Messungen zugeführt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Zur Durchführung der Versuche wurden verschiedene Chemikalien verwendet, die im 

Folgenden nach ihren Herstellern sortiert aufgelistet sind.  

Chemikalie Hersteller 

CaCl2, CoCl2, CsCH3SO3, CsCl, 

CsOH, KCl, MgATP, MgCl2, NaCl, 

Na2GTP, NaHCO3, NaH2PO4  

D-(+)-Glucose, Saccharose 

HEPES 

TEA, TTX, 4-AP, Rotenon 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Carbogengas (95 % O2  / 5 % CO2) Air Liquide S.A., Paris, Frankreich 

EGTA 

Ketamin 

Tocris, Bristol, UK 

Isofluran Baxter International Inc., Deerfield, IL, USA 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien und ihrer Hersteller 
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2.1.2 Geräte 

Im Rahmen dieser Arbeit kamen diverse Geräte zum Einsatz, die im Folgenden nach 

ihren Herstellern gelistet aufgeführt sind. Standardgerätschaften und laborübliche Ein-

malprodukte sind nicht separat aufgeführt. 

Gerät Hersteller 

7000smz-2 Vibratom Campden Instruments Ltd., Loughborough, UK 

Axopatch 200B Verstärker 

 

CV203BU Headstage Pipettenarre-

tierung und Vorverstärker 

Digidata 1440A Analog/Digital-Wand-

ler 

Molecular Devices LLC, San Jose, CA, USA 

DMZ-Universal-Puller Pipettenzieh-

gerät 

Zeitz-Instruments GmbH, Martinsried, Deutschland 

PatchMan NP2 Mikromanipulator Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zeiss Axio Examiner.D1 Mikroskop 

Zeiss AxioCam MRm Kamera 

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Geräte und ihrer Hersteller 
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2.1.3 Lösungen 

Für die Experimente dieser Arbeit wurden verschiedene Lösungen hergestellt, deren Zu-

sammensetzung im Folgenden dargestellt ist. 

Lösungsbezeichnung Zusammensetzung 

Artifizielle Cerebrospinale Flüssigkeit 

(ACSF) 

125 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 

1,25 mM NaH2PO4; 2 mM CaCl2; 1 mM MgCl2; 

25 mM D-(+)-Glucose; pH 7,4 mittels 95%O2/5%CO2 

Artifizielle Cerebrospinale Flüssigkeit 

modifiziert für Calciumstrommessun-

gen (ACSFmod) 

125 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 

1,25 mM NaH2PO4; 1 mM CaCl2; 1 mM MgCl2; 

25 mM D-(+)-Glucose; 10 mM TEA-Cl; 5 mM 4-AP; 

0,7 µM TTX; pH 7,4 mittels 95%O2/5%CO2 

Perfusionslösung für CoCl2 Akutmes-

sungen 

125 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 

1,25 mM NaH2PO4; 2 mM CaCl2; 1 mM MgCl2; 

25 mM D-(+)-Glucose; 1 mM CoCl2; pH 7,4 (Stabili-

sierung durch kontinuierliche Begasung mit 

95%O2/5%CO2) 

Perfusionslösung für Rotenon Akut-

messungen 

125 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 

1,25 mM NaH2PO4; 2 mM CaCl2; 1 mM MgCl2; 

25 mM D-(+)-Glucose; 1 µM Rotenon; pH 7,4 (Stabi-

lisierung durch kontinuierliche Begasung mit 

95%O2/5%CO2) 

Pipettenlösung 111 mM CsCH3SO3; 12,5 mM CsCl; 1 mM MgCl2; 

1 mM CaCl2; 10 mM HEPES; 1 mM EGTA; 

2 mM MgATP; 0,21 mM Na2GTP; pH 7,3 mittels 

CsOH 

Präparationslösung 2,5 mM KCl; 1,25 mM NaH2PO4; 10 mM MgSO4; 

20 mM PIPES; 10 mM D-(+)-Glucose; 200 mM Sac-

charose; 0,5 mM CaCl2; pH 7,35 mittels NaOH 

Rotenon-Stock 1 mM Rotenon in DMSO 

TTX-Stock 0,7 µM TTX in Aqua dest. 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Lösungen und ihrer Zusammensetzung 
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2.1.4 Software 

Zur digitalen Erfassung der Messdaten wurde die Software »Clampex 10.3« verwendet. 

Anschließend wurden die Datensätze mit der Software »Clampfit 10.0« analysiert und 

mittels der Softwarepakete »Office Excel 2016« sowie »Origin Pro 2016« statistisch aus-

gewertet. Das Schreiben dieser Arbeit erfolgte schließlich mithilfe des Literaturverwal-

tungspakets »Mendeley Reference Management 1.19«, dem Textverarbeitungspro-

gramm »Office Word 2016« sowie dem webbasierten LaTeX-Editor »Overleaf«. Die fol-

gende Tabelle fasst sämtliche verwendeten Softwarepakete sowie deren Hersteller zu-

sammen: 

Softwareprodukt Hersteller 

Clampex 10.3 

Clampfit 10.0 

Molecular Devices LLC, San Jose, CA, USA 

Mendeley Reference Management 

1.19 

Mendeley Ltd., Elsevier Inc., New York, NY, USA 

Office 2016 Microsoft Corp., Redmond, WA, USA 

Origin Pro 2016 OriginLab Corp., Northhampton, MA, USA 

Overleaf Online LaTeX-Editor Overleaf c/o Digital Science, London, UK 

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Softwareprodukte und ihrer Entwickler 
 

2.1.5 Versuchstiere 

Für die elektrophysiologischen Versuche wurden Mäuse des Typs Mus musculus aus 

der Züchtungsreihe C57/Bl6 verwendet. Die Tiere wurden ausschließlich über die Firma 

»Charles River Laboratories« bezogen. Das Alter der Tiere unterschied sich zwischen 

den zwei experimentell untersuchten Modellen der PD.  

Zur Messung der Daten im Rahmen des Rotenon-Toxizitätsmodells betrug das Alter der 

Mäuse zwischen 15 und 28 Tage postnatal. Die Durchführung der Experimente unter 

dem α-Synuclein-Überexpressionsmodell setzte aus zwei Gründen ein höheres Alter der 

Versuchstiere voraus: einerseits war zur Durchführung der stereotaktischen Injektion 

des Vektors in den Hirnstamm der Mäuse ein bestimmtes Grundalter nötig. Weiterhin 

wurde danach eine Inkubationszeit von acht Wochen abgewartet um eine ausreichende 

Expression des eingebrachten Gens zu gewährleisten. Aus diesen Gründen betrug das 
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Alter der Versuchstiere im Rahmen des zweiten Teilprojektes zwischen 118 und 121 

Tagen postnatal. Die Injektionen des rAAV-Systems mit der gewünschten Variante des 

α-Synucleins wurden hierfür durch eine Kooperation mit der AG Oertel der Klinik für Neu-

rologie des Universitätsklinikums Marburg realisiert, da diese Methode dort bereits etab-

liert ist (Henrich et al., 2018). 

Die Versuchstiere wurden unter Einhaltung der Richtlinien des deutschen Tierschutzge-

setzes bei einem Tag-Nachtrhythmus von 12 Stunden zu 12 Stunden in Gruppen von 

bis zu fünf Mäusen gehalten. Futter und Wasser standen dabei zu jeder Zeit zur Verfü-

gung. Die Pflege der Tiere sowie sämtliche durchgeführten Experimente unterlagen da-

bei der Genehmigung des Regierungspräsidiums Gießen.  

2.2 Methoden 

Alle Geräte, Substanzen und Softwareprodukte, die in den kommenden Abschnitten ge-

nannt werden, sind im Detail in den Tabellen 1 bis 4 unter Kapitel 2.1 aufgelistet.  

2.2.1 Präparation und Schnittanfertigung 

Zu Beginn der Präparation wurden die verwendeten Versuchstiere zunächst durch die 

Applikation des volatilen Anästhetikums Isofluran in einer geschlossenen Kammer nar-

kotisiert. Anschließend wurde mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin eine tiefere 

Sedierung erreicht. Nachdem die ausreichende Narkosetiefe durch Reflextestung über-

prüft wurde, erfolgte eine Perfusion des gesamten Kreislaufes mit eisgekühlter Präpara-

tionslösung. Dafür wurde das Herz des narkotisierten Versuchstieres freipräpariert, der 

linke Ventrikel kanüliert und anschließend mittels einer Intervallpumpe perfundiert. Um 

überschüssiges Blut aus dem Kreislauf zu entlassen wurde im Bereich des rechten Atri-

ums eine Inzision gesetzt und eine ausreichende farbliche Klärung des dort austreten-

den Blutes abgewartet. Nach vollständiger Perfusion wurde das Versuchstier mit einer 

Schere dekapitiert. Entlang der Sutura sagittalis wurde der Schädel des Tieres eröffnet 

und das Gehirn behutsam freigelegt. Das nun präparierte Gehirn wurde auf einen 

Schnittblock in eiskalter Präparationslösung überführt und mithilfe eines Vibratoms 

(7000smz-2) in 200 µm bis 180 µm starke Schnitte in axialer Ausrichtung zerteilt. Die 

Identifikation der für den Locus couruleus relevanten Region erfolgte anhand anatomi-

scher Landmarken während des Schnittprozesses. Anschließend wurden die relevanten 

Schnitte in ein gesondertes, beheizbares Bad aus mit Carbogen begaster ACSF über-

führt. In diesem Bad wurden die Schnitte anschließend bei 34 °C für mindestens 30 
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Minuten inkubiert bevor mit den elektrophysiologischen Messungen begonnen wurde. 

Dieser Inkubationsschritt soll dem Gewebe eine Regenerationsphase von der Ischämie-

zeit sowie dem physikalischen Trauma ermöglichen und ein ausreichendes Auswaschen 

der applizierten Narkotika gewährleisten.  

2.2.2 Der Messaufbau 

Nach Abschluss der Präparationsschritte wurden die angefertigten Hirnschnitte zügig 

den elektrophysiologischen Messungen unterzogen. Als Methode zur Ableitung der zel-

lulären Ströme kam im Rahmen dieser Arbeit die Patch-Clamp-Technik zum Einsatz 

(Sakmann & Neher, 2009).  

Der dafür verwendete Messaufbau war auf einem schwingungsgedämpften Tisch 

gelagert, der als Teil eines Faradaykäfigs konstruiert wurde. Alle elektrischen Geräte des 

Messaufbaus wurden separat geerdet. Auf diese Weise konnte Messfehlern durch 

Erschütterungen oder mangelnde elektrische Abschirmung entgegengewirkt werden. 

Zur Bildgebung wurde ein Aufbau aus einem aufrechten Mikroskop (Zeiss Axio 

Examiner.D1) mit zusätzlich montierter digitaler Kameraoptik (Zeiss AxioCam MRm) 

verwendet, sodass die visuelle Einstellung der Zielzelle sowohl über das integrierte 

Doppelokular als auch einen angeschlossenen Monitor vorgenommen werden konnte. 

In den Objekttisch des Mikroskops wurde ein Perfusionssystem mit Zu- und Ablauf 

integriert, welches von der hauseigenen Werkstatt für Feinmechanik angefertigt wurde. 

Der Zulauf dieses Systems erlaubte über einen Drehschalter ein schnelles Wechseln der 

Perfusionsflüssigkeit aus begasbaren Behältern und war als Schwerkraftsystem 

angelegt, während der Ablauf über eine elektrische Umwälzpumpe aktiv in einen 

Abfallbehälter geleitet wurde. Durch dieses System wurde ein einfaches Einwaschen 

diverser Perfusionslösungen und Pharmaka ermöglicht.  

Die verwendeten Messpipetten wurden aus Borosilikatkapillaren eigens mithilfe eines 

Pipettenziehgerätes (DMZ-Universal-Puller) so gefertigt, dass ihr Öffnungswiderstand im 

Bereich zwischen 2 bis 5 MΩ lag. Zur Ableitung der Ströme wurde innerhalb der Pipette 

eine chlorierte Silberelektrode verwendet, die zum Erhalt der Chlorierung regelmäßig in 

einer 3 M KCl-Lösung gelagert wurde. Die Messpipette wurde auf eine 

Pipettenarettierung mit integriertem Vorverstärker montiert (CV203BU Headstage). Um 

eine genaue Positionierung der Messpipette zu gewährleisten und eine Adjustierung 

möglich zu machen, wurde die Pipettenarettierung mit einem Mikromanipulator 

(PatchMan NP2) verbunden. Die Referenzelektrode wurde in einen schmalen 150 mM 
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K+-Agarosegelzylinder eingebettet und direkt in die Badlösung des Mikroskoptisches 

eingelegt. Die im Rahmen der Messungen aufgezeichneten Signale wurden über einen 

Verstärker (Axopatch 200B) an einen Analog/Digital-Wandler (Digidata 1440A) 

übergeben, der diese bei einer Digitalisierungsfrequenz von 10kHz an einen PC-

Arbeitsplatz übermittelte. Mithilfe eines Softwarepaketes (Clampex 10.3) konnten an 

diesem Arbeitsplatz sowohl die Messparameter eingestellt, als auch die gemessenen 

Daten aufgezeichnet werden.  

2.2.3 Elektrophysiologische Messungen 

Zur Messung der Ionenströme einzelner Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit die so-

genannte Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik verwendet. Um diese 

Konfiguration zu erreichen wird zunächst die Messpipette über ein steriles Filtersystem 

mit der internen Pipettenlösung befüllt, anschließend an der Pipettenarettierung befestigt 

und mithilfe des Mikromanipulators (PatchMan NP2) in die Badlösung des Mikroskopti-

sches eingebracht. Innerhalb der Messpipette wurde zuvor ein geringer Überdruck her-

gestellt, um Kontaminationen durch die Badlösung oder Bestandteile des Präparates zu 

verhindern. Die Badlösung des Mikroskoptisches bestand aus der bereits beschriebenen 

ACSF, welcher zur Isolation der zellulären Calciumströme ein Gemisch verschiedener 

Kanalantagonisten zugesetzt wurde (siehe Tab 3. »ACSFmod«). Dieser modifizierten 

ACSF (ACSFmod) wurde zur Blockade der spannungsabhängigen Kaliumströme Tetra-

ethylammonium (TEA) und 4-Aminopyridin (4-AP), sowie Tetrodotoxin (TTX) zur Blo-

ckade der spannungsabhängigen Natriumkanäle zugesetzt. Für eines der Teilexperi-

mente wurde darüber hinaus Cobalt-(II)-Chlorid zur Blockade spannungsabhängiger 

Calciumkanäle verwendet.  

Anhand anatomischer Landmarken des Präparates wurde zunächst der Locus coeruleus 

aufgesucht und dessen Zellpopulation anhand morphologischer Parameter überprüft. In 

vergangenen Experimenten mit selbem Messprinzip wurde die korrekte Zellpopulation 

zusätzlich durch immunhistochemische Methoden verifiziert, sodass die Identifikation 

der LC-Region in Landmarkentechnik innerhalb der Arbeitsgruppe auf hinreichender Er-

fahrung basierte. Nach Identifikation eines möglichst oberflächlich liegenden Neurons, 

wurde die Messpipette unter Sicht an dessen Zellmembran herangeführt bis sich eine 

leichte Eindellung erkennen ließ (siehe Abbildung 9). Durch die vorsichtige Anlage eines 

Unterdrucks innerhalb der Messpipette wurde anschließend ein nahezu dichter Verbund 

zwischen Glaspipette und Zellmembran erreicht. Dieser Zustand wird als On-Cell-Konfi-

guration bezeichnet. Da der Abdichtwiderstand zwischen Messpipette und Zellmembran 



Material und Methoden 

24 

hierbei mehrere GΩ betragen muss, spricht man auch von der Etablierung des soge-

nannten »Gigaseals« beziehungsweise des Tight-Seal-Zustands.  

 

 Etablierung des On-Cell-Zustands während einer Patch-Clamp-Messung 

Als notwendiger Schritt zur Etablierung eines ausreichend dichten Kontaktes zwischen Messpipette 

und Zellmembran des untersuchten Neurons, muss zunächst die On-Cell-Konfiguration erreicht wer-

den. Ist die Zielzelle identifiziert, wird diese mithilfe des Mikromanipulators mit der Glaspipette ange-

fahren bis eine leichte Eindellung der Zellmembran erkennbar ist. Diese charakteristische Eindellung 

ist auf der gezeigten Abbildung am rechten Rand der Zellmembran eines Neurons erkennbar. An-

schließend wird durch behutsame Anlage eines Unterdrucks in der Messpipette die suffiziente Abdich-

tung zwischen Zellmembran und Pipettenöffnung erreicht. Da der entstehende elektrische Widerstand 

dieses abgedichteten Systems im Bereich mehrerer GΩ liegt, wird diese Abdichtung auch als Gigaseal 

bezeichnet. Die hier dargestellte Abbildung entstand als Bildschirmfoto während einer der Messungen, 

die im Rahmen dieser Arbeit aufgezeichnet wurden. 

Die korrekte Anlage dieser Konfiguration konnte durch Anlage eines Testpulses 

überprüft werden. Anschließend wurde durch behutsames Ansaugen der Abschnitt der 

Zellmembran unter der Öffnung der Messpipette eröffnet, sodass das Innere der 

Messpipette nun direkten Kontakt zum Cytosol der untersuchten Zelle hatte. In diesem 

Zustand spricht man nun von der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik, 

dessen korrekte Anlage sich ebenfalls durch einen Testpuls prüfen lässt. Kapazitative 

Effekte der Zellmembran wurden durch Kompensationsmechanismen des Verstärkers 

(Axopatch 200B) ausgeglichen. Die Qualität der Konfiguration wurde über den gesamten 

Messzeitraum anhand des Serienwiderstandes sowie des Membranwiderstandes 

überprüft. Ein hoher Serienwiderstand deutet darauf hin, dass Bestandteile der 

eröffneten Zellmembran in das Innere der Messpipette gelangt sind. Da diese 

Membranfragmente ebenfalls kapazitative Eigenschaften besitzen, erzeugen sie bereits 
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einen Spannungsabfall noch bevor das Kommandopotenzial das Cytosol des 

untersuchten Neurons erreicht hat. Aus diesem Grund wurden Messungen mit einem 

Serienwiderstand von mehr als 15 MΩ nicht in die Auswertung der Ergebnisse 

einbezogen. Der Membranwiderstand der Messung zeigt eine ausreichende 

Versiegelung zwischen Messpipette und Zellmembran an und betrug bei allen 

ausgewerteten Messungen mindestens 1 GΩ (»Gigaseal«).  

Die Messungen erfolgten im Rahmen dieser Arbeit im Voltage-Clamp Modus. Dabei wird 

dem untersuchten System über die beiden Elektroden jeweils eine bestimmte Spannung 

angelegt und die Stromantwort der Zelle gemessen. Der Verlauf der angelegten 

Spannung lässt sich in Form frei konfigurierbarer Protokolle beliebig einstellen. Zwei 

verschiedene Protokolle für den Spannungsverlauf wurden im Rahmen dieser Arbeit 

verwendet: ein Protokoll mit rampenförmigem Anstieg der Spannungskurve sowie ein 

Protokoll mit inkrementellem Anstieg konstanter Spannungsverläufe 

(siehe Abbildung 10).  

 

 Schematische Darstellung der verwendeten Spannungsprotokolle für die angelegte 
Klemmspannung im Voltage-Clamp-Modus 

(A) Darstellung der Klemmspannung im zeitlichen Verlauf für das rampenförmige Spannungsprotokoll, 

Teilschritte: -80 mV konstant für 200 ms, -90 mV konstant für 100 ms, linearer Anstieg bis 20 mV über 

200 ms, -80 mV konstant für 1 s (hier verkürzt dargestellt) (B) Darstellung der Klemmspannung im 

zeitlichen Verlauf für das schrittförmig steigende Spannungsprotokoll, Teilschritte: -80 mV konstant für 

100 ms, pro Messschritt jeweils +10 mV konstant für 500 ms, -40 mV konstant für 100 ms 

Die so durchgeführten Messungen lassen sich in Bezug auf die gemessenen Zellen 

gekoppelt oder ungekoppelt durchführen. Eine gekoppelte Messung bezeichnet in 

diesem Zusammenhang, dass dieselbe Zelle nach Ablauf des ersten Messzyklus unter 

Erhalt des Gigaseals einem zweiten Messzyklus unterzogen wird. Ein Messzyklus 

besteht dabei aus einer definierten Anzahl von Voltage-Clamp-Messungen mittels der 

beschriebenen Spannungsprotokolle. Zwischen erstem und zweitem Messzyklus 

können die Messbedingungen angepasst und deren elektrophysiologischer Einfluss 
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untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde den untersuchten Gewebeschnitten 

bei gekoppelten Messungen mittels der Badlösung für einen definierten Zeitraum ein 

weiteres Pharmakon, wie beispielsweise Rotenon oder CoCl2, zugesetzt. Der Begriff 

„ungekoppelte Messung“ bezieht sich auf Messreihen verschiedener coerulärer Neurone 

desselben oder eines anderen Gewebeschnittes. 

2.2.4 Mathematische und statistische Analyse 

Die aufgezeichneten Daten wurden zunächst mithilfe des Tabellenkalkulationsprogram-

mes »Office Excel 2016« kategorisiert. Die Auswertung der einzelnen Messungen er-

folgte mithilfe des Softwarepaketes »Clampfit 10.0«. Um die Daten schließlich statistisch 

auszuwerten und graphisch darzustellen kamen die Analysesoftware »Origin Pro 2016« 

sowie erneut »Office Excel 2016« zum Einsatz. Zur Signifikanzanalyse wurden je nach 

Datensatz verschiedene statistische Methoden angewendet. Für normalverteilte Datens-

ätze wurden den Einstichproben-t-Test für nicht-gekoppelte Messungen, sowie der Paar-

differenz-t-Test für gekoppelte Messungen verwendet. Wurde ein normalverteilter mit 

einem nicht-normalverteilten Datensatz verglichen, fand der Mann-Whitney-U-Test An-

wendung. Für den Vergleich zweier nicht-normalverteilter Datensätze wurde der Median-

Test nach Moods verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Rotenon-Toxizitätsmodell (in vitro) 

Ob und inwieweit oxidativ-metabolischer Stress zelluläre Calciumströme beeinflusst, 

wurde im Rahmen dieser Arbeit mithilfe des neurotoxischen Agens Rotenon überprüft. 

Dazu wurden die angefertigten Hirnschnitte gekoppelten und nicht-gekoppelten Voltage-

Clamp-Messungen unterzogen, für die zwei verschiedene Spannungsprotokolle verwen-

det wurden. Zwei verschiedene Expositionszeiträume zu Rotenon, wurden in den beiden 

Teilexperimenten untersucht. Der Inkubations- und Badlösung, in der sich die Hirn-

schnitte während der Messungen und Inkubationszeit befanden, wurden zur Antagoni-

sierung der Nav- und Kv-Kanäle TEA, 4-AP und TTX zugesetzt, sodass die calciumab-

hängigen Zellströme weitestgehend isoliert aufgezeichnet werden konnten. Der Pipet-

tenlösung zur Füllung der Borosilikatpipette wurden zur weiteren Antagonisierung der 

Kv-Kanäle Caesiumionen beigemengt. Im Folgenden werden die Ergebnisse unter Kon-

trollbedingungen und nach Rotenonexposition miteinander verglichen. 

3.1.1 Veränderungen der spannungsabhängigen Calciumströme nach direkter 
Rotenonexposition 

Im Rahmen des ersten Teilexperimentes wurde ein geeignetes coeruläres Neuron zu-

nächst unter Kontrollbedingungen und anschließend nach einer fünfminütigen Perfusion 

mit 1 µM Rotenonlösung in ACSF untersucht. Mithilfe eines rampenförmigen Span-

nungsprotokolls wurde der maximale zelluläre Einwärtsstrom erfasst und zur besseren 

Vergleichbarkeit auf die gemessene Gesamtkapazität der Zelle gemittelt (entspricht dem 

Begriff »normalisierter Strom«, siehe Abbildung 10B). Es zeigte sich, dass bereits diese 

kurzfristige Rotenonexposition zu einer messbaren, jedoch nicht signifikanten Abnahme 

des zellulären Maximalstroms geführt hat (arithmetisches Mittel des Maximalstroms ± 

SEM zu Messbeginn: -16,18 ± 3,88 pA/pF; arithmetisches Mittel des Maximalstroms ± 

SEM nach fünfminütiger Rotenonperfusion: -12,12 ± 1,04 pA/pF, n = 4).  
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 Unter Einfluss von Rotenon zeigt sich nach fünfminütiger Latenz ein verringerter 
maximaler Calcium-Influx 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten 

Klemmspannung unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) und nach fünfminütiger Perfusion mit 

1 µM Rotenon (dunkelrote Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in Rampenform (siehe 

Darstellung links der gemittelten Stromabbildungen, gekoppelte Messungen). (B) Die Analyse des 

Maximalstroms bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls zeigt eine statistisch nicht 

signifikante Abnahme des Calcium-Einwärtsstroms nach fünfminütiger Perfusion mit 1 µM Rotenon 

(dunkelroter Balken) im Vergleich zur Kontrollmessung (schwarzer Balken) (n = 4). (C) Darstellung der 

arithmetisch gemittelten Einwärtsströme im Zeitverlauf unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) 

und nach fünfminütiger Perfusion mit 1 µM Rotenon (dunkelrote Kurve) bei Anwendung eines 

Spannungsprotokolls in Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als repräsentativer 

Teilschritt eines mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der gemittelten 

Stromabbildungen). (D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine signifikante Abnahme 

der Calcium-Einwärtsströme nach fünfminütiger Perfusion mit 1 µM Rotenon für die Potenzialsprünge 

von -80 mV zu jeweils -30 mV, -10 mV, 0 mV, 10 mV und 20 mV (n = 4).  

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01 

 

Das zweite verwendete Spannungsprotokoll nutzte inkrementelle Anstiege um jeweils 

10 mV um die zellulären Calciumströme bei einem bestimmten vergleichbaren 

Membranpotential darzustellen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden auch hier die 

aufgezeichneten Ströme jeweils auf die Kapazität der gemessenen Zelle normiert und 

die Ergebnisse anschließend arithmetisch gemittelt (siehe Abbildung 10D). Signifikante 

Reduktionen der Ioneneinströme zeigten sich bei dem Potentialschritt von -80 mV 

zu -30 mV, sowie in Folge ab einer Klemmspannung von -10 mV über jeden weiteren 

Potentialschritt bis 20mV. Besonders deutliche Differenzen stellten sich ab dem 

Potentialschritt zu -10 mV dar, was in etwa der Aktivierungsschwelle der L-Typ-

Calciumkanäle entspricht (Koschak et al., 2001). Der Teilschritt von 

Ruhemembranpotential zu der erwähnten Aktivierungsschwelle von -10 mV wurde zur 

besseren Anschaulichkeit separat aufgeführt (siehe Abbildung 10C). Messreihen mit 

signifikant divergierenden Ergebnissen sind separat in Tabelle 5 aufgeführt.  
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Schritt  

[-80 mV zu] 

-30 mV -10 mV 0 mV 10 mV 20 mV 

Signifikanz-

niveau  

[p-Wert] 

0,013 0,004 0,013 0,008 0,007 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle 

[pA/pF] 

-2,01 ± 0,24  -21,67 ± 3,24  -14,72 ± 3,16 -4,49 ± 1,37 1,46 ± 0,83 

Inorm. ± SEM  

Rotenon 

5min 

[pA/pF] 

-5,22 ± 1,56 -10,09 ± 2,39 -3,69 ± 1,68 -2,02 ± 0,70 6,19 ± 0,25 

Tabelle 5: Signifikant reduzierte Ionenströme nach fünfminütiger Exposition mit 1 µM-Rotenonlö-
sung, Voltage-Clamp-Messung im schrittförmigen Spannungsprotokoll 

 

3.1.2 Veränderung der spannungsabhängigen Calciumströme nach Rotenon-
Inkubation 

Da das zweite Teilexperiment mit einer Rotenonexpositionsdauer von zwei Stunden 

durchgeführt wurde, erfolgten die anschließenden Voltage-Clamp-Messungen 

ungekoppelt. Der angefertigte Hirnschnitt wurde hierfür in der Sagittalebene zerteilt und 

seitenzugehörig markiert. Anschließend wurde die LC-Region einer Schnitthälfte in 

1 µM Rotenon-ACSF-Lösung für zwei Stunden inkubiert. Die jeweils kontralaterale 

Schnitthälfte wurde während der Inkubationszeit den elektrophysiologischen Messungen 

zugeführt und diente als Kontrolluntersuchung. Bei Anlage des rampenförmigen 

Spannungsprotokolls zeigte sich eine deutliche, statistisch signifikante Abnahme des 

kapazitativ gemittelten Maximalstroms (arithmetisches Mittel des Maximalstroms ± SEM 

zu Messbeginn: -11,16 ± 0,97 pA/pF, n = 17; arithmetisches Mittel des Maximalstroms ± 

SEM nach zweistündiger Rotenonperfusion: -7,31 ± 1,03 pA/pF, n = 14).  
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 Nach zweistündiger Inkubation mit Rotenon zeigt sich ein signifikant verringerter 
maximaler Calcium-Influx 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten 

Klemmspannung unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) und nach zweistündiger Inkubation mit 

1 µM-Rotenon (dunkelrote Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in Rampenform (siehe 

Darstellung links der gemittelten Stromabbildungen). (B) Die Analyse des Maximalstroms bei 

Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls zeigt eine statistisch signifikante Abnahme des 

Calcium-Einwärtsstromes nach zweistündiger Inkubation mit 1 µM-Rotenon (dunkelroter Balken) im 

Vergleich zur Kontrollmessung (schwarzer Balken) (n(Kontrolle) = 17; n(Rotenon 2h) = 14).  

(C) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme im Zeitverlauf unter Kontrollbedingungen 

(schwarze Kurve) und nach zweistündiger Inkubation mit 1 µM-Rotenon (dunkelrote Kurve) bei 

Anwendung eines Spannungsprotokolls in Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als 

repräsentativer Teilschritt eines mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der 

gemittelten Stromabbildungen). (D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine 

signifikante Abnahme der Calcium-Einwärtsströme nach zweistündiger Inkubation mit 1 µM-Rotenon 

für die Potenzialsprünge von -80 mV zu jeweils -40 mV, -10 mV, 0 mV, 10 mV und 20 mV 

(n(Kontrolle) = 17; n(Rotenon 2h) = 14).  

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 

 

Das zweite Teilexperiment zeigte auch bei Anwendung des inkrementellen Spannungs-

protokolls eine deutliche Reduktion der einwärtsgerichteten Ionenströme. Mit Ausnahme 

der Klemmspannung bei -40 mV, zeigen sich die Messergebnisse analog zu den Ergeb-

nissen nach direkter Rotenonperfusion mit einer signifikanten Reduktion ab einer 

Klemmspannung von -10 mV. Signifikant divergierende Ionenströme vor und nach Ro-

tenoninkubation sind in Tabelle 6 aufgeführt. 
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Schritt  

[-80 mV zu] 

-40 mV -10 mV 0 mV 10 mV 20 mV 

Signifikanz-

niveau  

[p-Wert] 

0,045 0,020 0,002 0,00008 0,00003 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle 

[pA/pF] 

-0,44 ± 0,12 -15,22 ± 1,21 

 

-14,21 ± 1,24 -8,37 ± 0,97 -2,62 ± 0,75 

Inorm. ± SEM  

Rotenon 2h 

[pA/pF] 

-0,48 ± 0,06 -10,15 ± 1,20 -7,74 ± 0,94 -2,80 ± 0,65 2,02 ± 0,47 

Tabelle 6: Signifikant reduzierte Ionenströme nach zweistündiger Inkubation mit 1 µM-Rotenonlö-
sung, Voltage-Clamp-Messung im schrittförmigen Spannungsprotokoll  
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3.1.3 Effekte nach CoCl2-vermittelter Blockade der spannungsabhängigen 
Calciumkanäle 

Um die Restströme nach Blockade der spannungsabhängigen Natrium- und Kaliumka-

näle mittels TTX, 4-AP und TEA weiter zu differenzieren, wurden zusätzlich gekoppelte 

Messungen unter akuter fünfminütiger Perfusion mit CoCl2 durchgeführt. Spannungsab-

hängige Calciumkanäle lassen sich mittels CoCl2 kompetitiv antagonisieren (Stewart et 

al., 2017). Unter Kontrollbedingungen zeigte sich bei Anwendung des rampenförmigen 

Spannungsprotokolls eine Reduktion des einwärtsgerichteten Maximalstroms um im Mit-

tel 44,8 ± 9,1 %. 

 

 CoCl2-vermittelte Antagonisierung der spannungsabhängigen Calciumkanäle unter 
Kontrollbedingungen 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten 

Klemmspannung unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) und nach fünfminütiger Perfusion mit 

einer 1 mM CoCl2-Lösung (graue Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in Rampenform 

(siehe Darstellung links der gemittelten Stromabbildungen). (B) Die statistische Analyse zeigt eine 

signifikante Abnahme des Maximalstroms bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls 

um im Mittel 4,06 ± 0,83 pA/pF nach fünfminütiger Perfusion mit 1 mM CoCl2-Lösung (grauer Balken) 

im Vergleich zur Messung unter Kontrollbedingungen (schwarzer Balken) (n = 5). Dies entspricht einer 

relativen Reduktion der Stromdichte um 44,8 ± 9,1 %. (C) Darstellung der arithmetisch gemittelten 

Einwärtsströme im Zeitverlauf unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) und nach fünfminütiger 

Perfusion mit einer 1 mM CoCl2-Lösung (graue Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in 

Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als repräsentativer Teilschritt eines 

mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der gemittelten Stromabbildungen). 

(D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine signifikante Abnahme der Calcium-

Einwärtsströme nach fünfminütiger Perfusion mit einer 1 mM CoCl2-Lösung für die Potenzialsprünge 

von -80 mV zu jeweils -70 mV, -40 mV, -30 mV, -10 mV, 0 mV und 10 mV (n = 5).   

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
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Bei Anwendung des inkrementellen Spannungsprotokolles zeigten sich nach Applikation 

von 1 mM CoCl2 ebenfalls deutliche Reduktionen der verbliebenen Einwärtsströme unter 

Kontrollbedingungen. Im Gegensatz zu den oben aufgeführten Teilexperimenten wurden 

dabei über nahezu den gesamten Verlauf der Klemmspannungsinkremente signifikante 

Minderungen der Einwärtsströme beobachtet. Im Einzelnen sind die dabei aufgezeich-

neten Werte unterhalb in Tabelle 7 abgebildet.   

 

Teilschritt  

[-80 mV zu] 

-70 mV -40 mV -30 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,022 0,005 0,019 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle [pA/pF] 

-0,54 ± 0,05 -0,44 ± 0,12 -1,62 ± 0,23 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle + CoCl2 [pA/pF] 

-0,23 ± 0,02 -0,18 ± 0,27 -0,75 ± 0,31 

Teilschritt  

[-80 mV zu] 

-10 mV 0 mV 10 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,002 0,001 0,002 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle [pA/pF] 

-15,21 ± 1,21 -14,21 ± 1,24 -8,37± 0,97 

Inorm. ± SEM  

Kontrolle + CoCl2 [pA/pF] 

-5,55 ± 1,40 -4,04 ± 1,02 -1,72 ± 0,41 

Tabelle 7: Signifikant reduzierte Ionenströme nach fünfminütiger Perfusion mit 1 mM-CoCl2-Lösung, 
Voltage-Clamp-Messung im schrittförmigen Spannungsprotokoll 
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Um die calciumsensitiven Restströme unter oxidativ-metabolischem Stress darzustellen, 

wurde dasselbe Experiment an insgesamt fünf Hirnschnitten durchgeführt, die zuvor für 

zwei Stunden in 1 µM-Rotenonlösung inkubiert wurden. Auch hier konnte eine deutliche 

Reduktion der calciumsensitiven Restströme festgestellt werden. Im Mittel wurde bei 

Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls durch 1mM CoCl2 eine 

statistisch signifikante Reduktion des restlichen einwärtsgerichteten Maximalstroms um 

20,8 ± 6,1 % erreicht.

 

 CoCl2-vermittelte Antagonisierung der spannungsabhängigen Calciumkanäle nach 
zweistündiger Inkubation mit Rotenon 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten 

Klemmspannung nach zweistündiger Inkubation mit 1 µM-Rotenonlösung (dunkelrote Kurve) und nach 

zusätzlich fünfminütiger Perfusion mit einer 1 mM CoCl2-Lösung (graue Kurve) bei Anwendung eines 

Spannungsprotokolls in Rampenform (siehe Darstellung links der gemittelten Stromabbildungen).  

(B) Die statistische Analyse zeigt eine signifikante Abnahme des Maximalstroms um im Mittel 

1,39 ± 0,41 pA/pF nach fünfminütiger Perfusion mit 1 mM CoCl2-Lösung (dunkelroter Balken) im 

Vergleich zur Messung unter Kontrollbedingungen (grauer Balken) (n = 5). Dies entspricht einer 

relativen Reduktion des maximalen Stroms um 20,8 ± 6,1 %. (C) Darstellung der arithmetisch 

gemittelten Einwärtsströme im Zeitverlauf unter Kontrollbedingungen (dunkelrote Kurve) und nach 

fünfminütiger Perfusion mit einer 1 mM CoCl2-Lösung (graue Kurve) bei Anwendung eines 

Spannungsprotokolls in Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als repräsentativer 

Teilschritt eines mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der gemittelten 

Stromabbildungen). (D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine signifikante Abnahme 

der Calcium-Einwärtsströme nach fünfminütiger Perfusion mit einer 1 mM CoCl2-Lösung für die 

Potenzialsprünge von -80 mV zu jeweils -40 mV, -30 mV, -20 mV, -10 mV, 0 mV und 10 mV (n = 5). 

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 

Ähnliche Ergebnisse konnten auch unter Anwendung des inkrementellen Spannungs-

protokolles aufgezeichnet werden. Analog zu den Messungen nach CoCl2-vermittelter 

Antagonisierung unter Kontrollbedingungen, wurden auch hier signifikant niedrigere Ein-

wärtsströme festgestellt. 

  

2
 p

A
/p

F

50 mV 
0

-2

-4

-6

-8A B

*

C

2
 p

A
/p

F

50 ms
-80 -60 -40 -20 0 20

-12

-8

-4

0

4  

 

* *

*
***

**

*

D
Rotenon

Rotenon + CoCl20 mV

0 pA/pF

n
o
rm

a
lis

ie
rt

e
r 

S
tr

o
m

 (
p
A

/p
F

)

n
o
rm

a
lis

ie
rt

e
r 

S
tr

o
m

 (
p
A

/p
F

)

Klemmspannung (mV)

-80 mV-80 mV

20 mV

-40 mV-80 mV

-90 mV

-80 mV

20 mV

0 pA/pF

**



Ergebnisse 

35 

Dabei wurden auch in diesem Teilexperiment über den nahezu gesamten Verlauf der 

angewendeten Klemmspannungen signifikante Minderungen der einwärtsgerichteten Io-

nenströme abgeleitet. Die einzelnen Ergebnisse der für statistisch signifikant reduzierte 

Ionenströme sind in Tabelle 8 zusammengefasst. 

 

Teilschritt  

[-80 mV zu] 

-70 mV -60 mV -40 mV -30 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,029 0,014 0,047 0,021 

Inorm. ± SEM  

Rotenon 2h [pA/pF] 

-0,59 ± 0,05 -0,43 ± 0,04 -0,48 ± 0,06 

 

-1,66 ± 0,39 

Inorm. ± SEM  

Rotenon 2h + CoCl2 

[pA/pF] 

-0,49 ± 0,07 -0,24 ± 0,03 -0,30 ± 0,14 -0,92 ± 0,34 

Teilschritt  

[-80 mV zu] 

-20 mV -10 mV 0 mV 10 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,017 0,001 0,004 0,043  

Inorm. ± SEM  

Rotenon 2h [pA/pF] 

-7,15 ± 1,17 -10,15 ± 1,20 -7,74 ± 0,94 -2,77 ± 0,65 

Inorm. ± SEM  

Rotenon 2h + CoCl2 

[pA/pF] 

-4,86 ± 0,99 -5,17 ± 0,80 -3,37 ± 0,55 -0,52 ± 0,52 

Tabelle 8: Signifikant reduzierte Ionenströme nach zweistündiger Exposition mit 1 µM-Rotenonlö-
sung und anschließender fünfminütiger Perfusion mit einer 1 mM-CoCl2-Lösung, Voltage-
Clamp-Messungen im schrittförmigen Spannungsprotokoll 
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Die Reduktion des maximalen Einwärtsstroms zeigte zunächst eine deutliche Differenz 

zwischen Kontrollbedingungen und nach zweistündiger Rotenoninkubation. Die Auswer-

tung der aufgezeichneten Datensätze ergab jedoch keine statistisch signifikante Diffe-

renz der aufgezeichneten Messungen. Eine graphische Abbildung der CoCl2-sensitiven 

Maximalströme bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls ist in Abbil-

dung 15 dargestellt.  

  

 Darstellung des CoCl2-sensitiven Differenzstroms unter Kontrollbedingungen und 
nach zweistündiger Inkubation mit Rotenon 

(A) Darstellung des cobaltsensitiven Maximalstroms unter Kontrollbedingungen und nach zweistündi-

ger Inkubation mit 1 µM Rotenon sowie anschließend jeweils fünfminütiger Perfusion mit einer 

1 mM CoCl2-Lösung. Abgebildet ist jeweils die Differenz des maximalen Einwärtsstroms vor und nach 

CoCl2-Perfusion für das jeweils getestete Kollektiv bei Anwendung des rampenförmigen Spannungs-

protokolls. Die Differenz des Maximalstroms im Kontrollmodell (schwarz schraffierter Balken) und die 

Differenz des Maximalstroms im Rotenonmodell (dunkelrot schraffierter Balken) sind nebeneinander 

abgebildet. Der cobaltsensitive Maximalstrom variiert nicht signifikant zwischen den untersuchten Mo-

dellen.  

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
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3.2 α-Synuclein-Überexpressionsmodell (in vivo) 

Der Einfluss cytosolischer α-Syn-Oligomere auf das elektrophysiologische Verhalten der 

LC-Neurone wurde im Rahmen dieser Arbeit mithilfe des von Henrich et al. etablierten 

prämotorischen Parkinsonmodells untersucht. Mithilfe stereotaktisch gesteuerter Injek-

tion wurde hierbei einem Kollektiv von Mäusen mittels rAAV ein gewünschtes Gen in den 

Bereich des dorsalen Hirnstammes nahe der LC-Region injiziert. Die elektrophysiologi-

schen Effekte der α-Syn-Oligomere wurden durch die Injektion von zwei Varianten des 

α-Syn-Gens geprüft. Auf diese Weise wurden eine Wildtyp-Variante des α-Syn (WT-α-

Syn) und die stärker zur Aggregation neigende A53T-Variante des α-Syn transduziert. 

Als Kontrollgruppe wurde ein Kollektiv von Mäusen verwendet, dem das Gen des Pro-

teins Luciferase (Luc) eingebracht wurde. Nach einer Latenz von acht Wochen wurden 

die Versuchstiere präpariert und die dabei angefertigten Hirnschnitte den elektrophysio-

logischen Messungen unterzogen. Dabei wurden wie im Rotenon-Modell unter Kapitel 

3.1 beschrieben auch hier die Nav- und Kv-Kanäle der gemessenen Zellen mittels TEA, 

4-AP, TTX und Caesiumionen antagonisiert um die calciumabhängigen Ströme weitest-

gehend isoliert zu untersuchen. In diesem Kapitel werden die dabei aufgezeichneten 

Ergebnisse dargestellt und miteinander verglichen. 

3.2.1 Veränderungen der spannungsabhängigen Calciumströme bei 
Überexpression von Wildtyp-α-Synuclein 

Für das erste Teilexperiment des hier untersuchten Modells, wurden zunächst die elekt-

rophysiologischen Effekte nach Expression von WT-α-Syn mit denen nach Expression 

von Luc miteinander verglichen. Es hat sich dabei gezeigt, dass unter Expression von 

WT-α-Syn eine deutliche Reduktion der einwärtsgerichteten Ionenströme ableitbar ist. 

Analog zu den Messungen im Rotenon-Modell, wurde auch in diesem Experiment zu-

nächst der maximale Einwärtsstrom der Zelle mittels eines rampenförmigen Klemm-

spannungsprotokolls erfasst und auf die Kapazität der Zelle normiert. Hier zeigte sich, 

dass der Maximalstrom der Neurone, die WT-α-Syn exprimiert hatten im Vergleich zu 

solchen mit Luc um im Mittel 3,57 ± 0,45 pA/pF abnahm. Dies entspricht einer relativen 

Reduktion des einwärtsgerichteten Maximalstroms um 23,12 ± 2,92 %. 
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 Bei Transduktion des WT-α-Syn-Gens zeigt sich nach achtwöchiger Latenz ein sig-
nifikant verminderter maximaler Calcium-Influx im Vergleich zur Luc-Kontrollgruppe 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten Klemm-
spannung nach Expression von Luc als Kontrolle (schwarze Kurve) und nach Expression von 
WT-α-Syn (blaue Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in Rampenform (siehe Darstel-
lung links der gemittelten Stromabbildungen). (B) Die statistische Analyse zeigt eine signifikante Ab-
nahme des einwärtsgerichteten Maximalstroms bei Anwendung des rampenförmigen Spannungspro-
tokolls um im Mittel 3,57 ± 0,45 pA/pF nach Expression von WT-α-Syn (blauer Balken) im Vergleich 
zur Messung nach Expression von Luciferase (schwarzer Balken) als Kontrolle (n(Luc) = 14, 
n(WT-α-Syn) = 28). Die relative Reduktion des Maximalstroms beträgt 23,12 ± 2,92 %. 
(C) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme im Zeitverlauf nach Expression von Luc 
als Kontrolle (schwarze Kurve) und nach Expression von WT-α-Syn (blaue Kurve) bei Anwendung 
eines Spannungsprotokolls in Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als repräsentativer 
Teilschritt eines mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der gemittelten Strom-
abbildungen). (D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine signifikante Abnahme der 
Calcium-Einwärtsströme nach Expression von WT-α-Syn für die Potenzialsprünge von -80 mV zu je-
weils -20 mV und -10 mV (n(Luc) = 14, n(WT-α-Syn) = 28) im Vergleich zu vergleichbaren Messungen 
nach Expression von Luc als Kontrolle. 
Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  
n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 

 

Anschließend wurde das ebenfalls bereits im Rotenonmodell angewendete inkremen-

telle Klemmspannungsprotokoll verwendet. Auch hier zeigte sich im direkten Vergleich 

erneut eine deutliche Reduktion der einwärts gerichteten Ionenströme nach Expression 

von WT-α-Syn. Diese Ionenstromreduktionen waren ausschließlich in den Spannungs-

schritten zu jeweils -20 mV und -10 mV statistisch signifikant. Die im Einzelnen gemes-

senen Teilschritte sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 
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Teilschritt [-80 mV zu] -20 mV -10 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,009 0,041 

Inorm. ± SEM  

Luc [pA/pF] 

-14,51 ± 1,52 -17,77 ± 0,96 

Inorm. ± SEM  

WT-α-Syn [pA/pF] 

-10,69 ± 0,62 -15,03 ± 0,78 

Tabelle 9: Signifikant reduzierte Ionenströme bei achtwöchiger Latenz nach Transduktion des WT-
α-Synuclein-Gens im Vergleich zur Luc-Kontrollgruppe, Voltage-Clamp-Messungen im 
schrittförmigen Spannungsprotokoll 

 

3.2.2 Veränderungen der spannungsabhängigen Calciumströme bei 
Überexpression von A53T-α-Synuclein 

Im zweiten Teilexperiment wurden nun die gemessenen neuronalen Ionenströme nach 

Expression von A53T-α-Syn mit denen der Luc-Kontrollgruppe verglichen. A53T-α-Syn 

ist eine besonders zur Aggregation und Oligomerisierung neigende Mutante des zuvor 

verwendeten WT-α-Syn, die unter anderem ihren eigenen proteasomalen Abbau verhin-

dert (Cuervo et al., 2004). Bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls 

zeigten LC-Neurone, denen A53T-α-Syn transduziert wurde, eine deutliche Reduktion 

ihrer einwärtsgerichteten Maximalströme im Vergleich zur Kontrollgruppe, der Luc trans-

duziert wurde. Im Mittel wurde der abgeleitete Maximalstrom dabei um 3,77 ± 0,52 pA/pF 

reduziert, was einer relativen Reduktion um 24,39 ± 3,38 % entspricht. 
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 Bei Transduktion des A53T-α-Syn-Gens zeigt sich nach achtwöchiger Latenz ein 
signifikant verminderter maximaler Calcium-Influx im Vergleich zur Luc-Kontroll-
gruppe 

(A) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme in Abhängigkeit der angelegten Klemm-

spannung nach Expression von Luc als Kontrolle (schwarze Kurve) und nach Expression von 

A53T-α-Syn (grüne Kurve) bei Anwendung eines Spannungsprotokolls in Rampenform (siehe Darstel-

lung links der gemittelten Stromabbildungen). (B) Die statistische Analyse zeigt eine signifikante Ab-

nahme der maximalen Einwärtsströme bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls um 

im Mittel 3,77 ± 0,52 pA/pF nach Expression von A53T-α-Syn (grüner Balken) im Vergleich zur Mes-

sung nach Expression von Luc als Kontrolle (schwarzer Balken) (n(Luc) = 14, n(A53T-α-Syn) = 13). 

Dies entspricht einer relativen Reduktion der maximalen Einwärtsströme um 24,39 ± 3,38 %. 

(C) Darstellung der arithmetisch gemittelten Einwärtsströme im Zeitverlauf nach Expression von Luc 

als Kontrolle (schwarze Kurve) und nach Expression von A53T-α-Syn (grüne Kurve) bei Anwendung 

eines Spannungsprotokolls in Form eines Potenzialschrittes von -80 mV zu -10 mV als repräsentativer 

Teilschritt eines mehrschrittigen Spannungsprotokolls (siehe Darstellung rechts der gemittelten Strom-

abbildungen). (D) Die Analyse der Strom/Spannungsbeziehung zeigt eine signifikante Abnahme der 

Calcium-Einwärtsströme nach Expression von A53T-α-Syn für die Potenzialsprünge von -80 mV zu 

jeweils -60 mV, -20 mV, -10 mV und 10 mV (n(Luc) = 14, n(A53T-α-Syn) = 13) im Vergleich zu Mes-

sungen nach Expression von Luc als Kontrolle. 

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001  

 

Bei Anwendung des inkrementellen Klemmspannungsprotokolls zeigten sich nach 

Transduktion von A53T-α-Syn erneut Reduktionen der einwärtsgerichteten Ionenströme. 

Analog zu den vorbeschriebenen Teilexperimenten, waren auch hier die deutlichsten 

und statistisch signifikanten Einbrüche in etwa ab der Aktivierungsschwelle der Cav-Ka-

näle erkennbar. Die im Einzelnen ermittelten Werte mit den zugehörigen Klemmspan-

nungen sind in Tabelle 11 aufgeführt. 
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Teilschritt  

[-80 mV zu] 

-60 mV -20 mV -10 mV 10 mV 

Signifikanzniveau 

[p-Wert] 

0,023 0,001 0,004 0,048 

Inorm. ± SEM  

Luc [pA/pF] 

-0,42 ± 0.06 -14,51 ± 1,52 -17,77 ± 0,96 -5,05 ± 0,79 

Inorm. ± SEM  

A53T-α-Syn [pA/pF] 

-0.26 ± 0.03 -7,18 ± 1,13 -12,86 ± 1,20 -2,63 ± 0,85 

Tabelle 10: Signifikant reduzierte Ionenströme bei achtwöchiger Latenz nach Transduktion des 
A53T-α-Syn-Gens im Vergleich Luc-Kontrollgruppe, Voltage-Clamp-Messungen im 
schrittförmigen Spannungsprotokoll 

  

3.2.3 Vergleich der Effekte bei Überexpression der verschiedenen α-Synuclein-
Varianten 

Wie zuvor beschrieben konnte nach Transduktion beider α-Syn-Varianten eine deutliche 

Minderung der einwärtsgerichteten Ionenströme erfasst werden. Im direkten Vergleich 

konnte dabei ein zwar messbarer aber überwiegend statistisch insignifikanter Unter-

schied der Ionenstromreduktion durch die verschiedenen α-Syn-Varianten ermittelt wer-

den. Dabei ist auffällig, dass sowohl bei Anwendung des rampenförmigen als auch des 

inkrementellen Klemmspannungsprotokolls eine etwas größere Stromreduktion nach 

Expression von A53T-α-Syn messbar war als bei WT-α-Syn. Bei Anwendung des inkre-

mentellen Klemmspannungsprotokolls zeigten sich signifikant divergierende Differenz-

ströme jeweils für die Spannungsschritte zu -60 mV und -20 mV. Abbildung 17 fasst die 

ermittelten Daten graphisch zusammen. 
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 Vergleich der einwärtsgerichteten Ionenströme und Ionen-Differenzströme bei Über-
expression der verschiedenen α-Syn-Varianten 

(A) Die Ergebnisse aus den Abbildungen 15B und 16B sind hier zur Übersicht gemeinsam dargestellt. 

Abgebildet sind die arithmetisch gemittelten Einwärtsströme bei jeweils achtwöchiger Latenz nach 

Transduktion von Luc (schwarzer Balken, n = 14), WT-α-Syn (blauer Balken, n= 28) und A53T-α-Syn 

(grüner Balken, n = 12). Beide α-Syn-Varianten erzeugten eine signifikante Reduktion der maximalen 

einwärtsgerichteten Ströme bei Anwendung des rampenförmigen Spannungsprotokolls. 

(B) Zur besseren Vergleichbarkeit der jeweils gemessenen Ionenstromdifferenzen im rampenförmigen 

Spannungsprotokoll, sind hier die Differenzen der arithmetisch gemittelten maximalen Einwärtsströme 

zwischen der Luc-Kontrollgruppe und der jeweiligen α-Syn-Variante dargestellt. Im Mittel betrug der 

Differenzstrom zwischen Luc und WT-α-Syn -3,57 ± 0,45 pA/pF (dunkelgrau schraffierter Balken, links 

abgebildet), während der mittlere Differenzstrom zwischen Luc und A53T-α-Syn bei -3,77 ± 0,52 pA/pF 

lag (hellgrau schraffierter Balken, rechts abgebildet). Im direkten Vergleich zeigt sich, dass die errech-

neten Differenzströme statistisch nicht signifikant voneinander abweichen. (C) Analog zu Teilabbildung 

(A) sind hier die einzelnen arithmetisch gemittelten Messergebnisse für das inkrementelle Spannungs-

protokoll noch einmal zusammen aufgeführt, so wie sie bereits in den Abbildung 15D und 16D darge-

stellt sind. Das jeweils abgebildete Signifikanzniveau bezieht sich dabei jeweils auf den statistischen 

Vergleich zwischen Luc-Kontrollgruppe (schwarze Kurve) mit WT-α-Syn (blaue Kurve) und A53T-α-

Syn (grüne Kurve). (D) Um die ermittelten Ionenstromdifferenzen zwischen Luc-Kontrollgruppe und 

den α-Syn-Varianten vergleichbar zu machen, sind diese hier separat aufgeführt. Abgebildet ist die 

Strom-/Spannungsbeziehung für den jeweils gemessenen Klemmspannungsabschnitt für die Ionen-

stromdifferenz zwischen Luc-Kontrollgruppe und WT-α-Syn (dunkelgraue Kurve) sowie zwischen Luc-

Kontrollgruppe und A53T-α-Syn (hellgraue Kurve). Statistisch signifikant divergieren dabei die Diffe-

renzströme für die Spannungsschritte zu -60 mV und -20 mV. 

Die dargestellten Daten repräsentieren arithmetische Mittelwerte ± SEM.  

n.s.: nicht signifikant; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
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4 Diskussion 

Der LC ist auf komplexe Art und Weise in das Zusammenspiel des zentralen Nervensys-

tems eingebunden. Als Teil des ARAS trägt er eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung 

von Vigilanz, der Zirkadianik des Tag-Nacht-Rhythmus und der Modulation des REM-

Schlafes. Auch bei höheren kortikalen Funktionen wie gezielter Aufmerksamkeit und der 

Aktivierung und Konsolidierung des Erinnerungsvermögens nimmt der LC eine zentrale 

Rolle ein (E. E. Benarroch, 2009; Espay et al., 2014). Zahlreiche Studien der vergange-

nen Jahre beleuchten die Rolle des LC als eines der Kerngebiete, das im Rahmen der 

PD bereits in frühen Stadien ausgeprägten neurodegenerativen Prozessen unterworfen 

ist, häufig sogar noch vor Beteiligung der dopaminergen SNpc (Vermeiren & De Deyn, 

2017). So zeigen sich die charakteristischen α-Synuclein-Oligomere, wie sie typischer-

weise in den cytosolisch auftretenden LB im Rahmen der PD auftreten, im LC ebenfalls 

bereits bevor dopaminerge Zentren beteiligt sind (Braak et al., 2004).   

Dementsprechend liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die frühe Beteiligung des LC 

für die vielfältigen und häufig unspezifischen Symptome der prodromalen PD eine wich-

tige Rolle spielt. Die vielfältigen Funktionen des LC werden vermutlich durch die von 

Matschke et al. beschriebene Schrittmacherfunktion der spannungsgesteuerten L- und 

T-Typ-Calciumkanäle in Zusammenspiel mit SK-Kanälen beeinflusst (Matschke et al., 

2015). Die neuronale Calciumhomöostase spielt jedoch nicht nur für die korrekte Funk-

tionsweise dieser autonomen Schrittmacherzellen eine zentrale Rolle, sondern ist auch 

an vielen weiteren Prozessen wie der Signaltransduktion und Vermittlung der Apoptose 

beteiligt (Leandrou et al., 2019).  

Zwei zentrale Mechanismen, die für die Pathophysiologie der PD eine Rolle spielen kön-

nen, wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht: die Dysregulation der neuronalen 

Calciumhomöostase durch oxidativ-metabolischen Stress einerseits sowie durch die 

charakteristisch auftretenden α-Syn-Oligomere andererseits. Die Effekte dieser Modelle 

auf das Verhalten der Cav-Kanäle wurden durch vorhergehende Arbeiten vor allem an 

dopaminergen Neuronen der SNpc untersucht. Diese Arbeit widmete sich den Auswir-

kungen an LC-Neuronen. 
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4.1 Selektive neuronale Vulnerabilität und regionsspezifische 
Krankheitsprogression der Parkinson-Erkrankung 

Seit das Stadienmodell der PD nach Braak et al. anhand der von LB betroffenen Hirnre-

gionen postuliert wurde ist klar, dass das Verteilungsmuster von α-Syn nicht homogen 

ist. Man nahm zunächst an, dass die α-Syn-Aggregation nach Exposition zu einem be-

stimmten Antigen in den distalen Fasergebieten von N.olfactorius und N. vagus beginnt 

und sich von dort retrograd entlang axonaler Bahnen im zentralen Nervensystem aus-

breitet (Braak et al., 2003). Sobald die α-Syn-Oligomere die SNpc erreichen und dort 

infolge ca. 70 % der dopaminergen Neurone untergegangen sind, manifestiert sich die 

PD klinisch (Braak et al., 2004; Del Tredici et al., 2002).  

Daten der nachfolgenden Jahre zeigten jedoch, dass es keine klare Korrelation zwischen 

a-Syn-Last und Ausprägungsgrad der klinischen PD gibt. Neuropathologische Auswer-

tungen zeigten, dass es sowohl Patienten mit klinisch manifester PD ohne jedwede LB-

Belastung des ZNS gibt, als auch Patienten die trotz hoher cytosolischer LB-Last bis zu 

ihrem Todeszeitpunkt keine Symptome entwickelt haben (Berg et al., 2014). Das von 

Braak et al. vorhergesagte Verteilungsmuster konnte in diversen Studien histologisch 

bei nur etwa 50 % der Patienten mit klinischer PD nachgewiesen werden (Halliday et al., 

2012; Kalaitzakis et al., 2008).  

Neben der α-Synucleinopathie scheint es einen bestimmten zellulären Phänotyp zu ge-

ben, der besonders anfällig für degenerative Veränderungen ist. Zwei wesentliche Cha-

rakteristika treten dabei als besonders prädestinierend hervor:  

i) ein anspruchsvoller zellulärer Energiestoffwechsel und damit ein größeres Potential 

mitochondrieller Stresssituationen mit dem Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

und 

ii) eine hohe cytosolische Calciumlast, wie sie besonders bei solchen Zellpopulationen 

vorkommt, die einer autonomen tonischen Entladung durch Cav-Kanäle unterliegen. 

Die Schnittmenge der neuronalen Kerngebiete, die diese zwei Kriterien erfüllen und de-

rer, die im Rahmen der PD von degenerativen Veränderungen betroffen sind, ist beacht-

lich. Dazu zählen beispielsweise der DMV, die pedunculupontinen Kerne und auch der 

in dieser Arbeit untersuchte LC (Goldberg et al., 2012; Kang & Kitai, 1990; Sanchez-

Padilla et al., 2014). 
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4.2 Calcium, mitochondriale Dysfunktion und α-Synuclein als 
Mediatoren der Parkinson-Erkrankung 

Der zelluläre Calciumhaushalt, die Funktionsweise der Mitochondrien und die im Rah-

men der PD auftretenden α-Syn-Oligomere sind auf vielfältige Weise miteinander ver-

zahnt. Dieses Kapitel gibt einen Überblick zum derzeitigen Kenntnisstand über die Inter-

aktionen dieser drei für die Pathophysiologie der PD wichtigen Instanzen und ordnet die 

Ergebnisse dieser Arbeit in deren Kontext ein. 

4.2.1 Dysfunktionaler Calciumhaushalt und eingeschränkte 
Mitochondrienfunktion  

Eine physiologische Calciumhomöostase ist essenziell für das korrekte Zusammenspiel 

intra- und extrazellulärer Signaltransduktion, neuronaler Plastizität und mitochondrialer 

Funktionsfähigkeit. Das korrekte Verhältnis von cytosolischer und mitochondrialer Calci-

umkonzentration spielt darüber hinaus eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der 

Apoptose durch das Caspasensystem (Smaili et al., 2000).  

Neurone, die eine intrinsische Schrittmacheraktivität zeigen, sind dafür oftmals auf die 

tonische Generation von Aktionspotenzialen durch Cav-Kanäle angewiesen. Die Regel-

mäßigkeit der dabei auftretenden transmembranären Calciumströme bedeutet für den 

Ionenhaushalt der Zelle ein erhöhtes Risiko der cytosolischen Calciumüberladung. Neu-

eren Studien zufolge haben diese Calciumüberladung und der energetische Mehrauf-

wand der davon betroffenen Neurone potenziell mehrere Prozesse zur Folge, die für die 

Entstehung der PD eine Rolle spielen können. Durch die erhöhten Calciumspiegel auto-

nomer Schrittmacherneurone kommt es Cav1-vermittelt zu einer ausgeprägten feed-for-

ward Aktivierung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien. Dieser Prozess 

ist grundsätzlich physiologisch und passt die mitochondriale ATP-Generation an den ak-

tuellen Energiebedarf der Zelle an. Mit steigendem Energieumsatz der Mitochondrien 

steigt jedoch das Risiko retrograder Elektronenflüsse über die Elektronentransporter der 

Atmungskette, sodass vermehrt reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS und 

RNS) im Cytosol entstehen, die ihrerseits wichtige zelluläre Moleküle schädigen können. 

Insbesondere neuronale Zentren mit ausgeprägten und langen axonalen Verzweigun-

gen, wie beispielsweise SNpc und LC, scheinen davon betroffen zu sein (Berridge et al., 

2000; Pacelli et al., 2015; Surmeier et al., 2017). Eine so entstehende mitochondriale 

Dysfunktion kann die bestehende Calciumdysbalance noch aggravieren, da neben dem 
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endoplasmatischen Retikulum (ER) auch Mitochondrien eine wesentliche Rolle als zel-

luläre Calciumspeicher und Puffer einnehmen (Xu et al., 2016).  

Eine solche oxidativ-metabolische Stresssituation erzeugt das im Rahmen dieser Arbeit 

angewendete Insektizid Rotenon, indem es Komplex I der mitochondrialen Atmungs-

kette antagonisiert (Freestone et al., 2009; Sherer et al., 2003). Xiong et al. hatten im 

vergangenen Jahrzehnt deutliche parkinsonoide Zellpathologien und einen progredien-

ten Zellverlust nach Rotenonexposition zunächst an dopaminergen SNpc-Neuronen 

nachweisen können. Ähnliche Veränderungen konnten in einer weiteren Studie auch an 

den noradrenergen Neuronen des LC aufgezeigt werden (Chaves et al., 2010). Interes-

santerweise erzeugt Rotenon dabei offenbar nicht bloß Effekte auf Ebene der Atmungs-

kette, sondern induziert über noch unbekannte Wege auch die Aggregation von α-Syn-

Oligomeren in LB (Xiong et al., 2012).  

Unbeantwortet blieb bisher die Frage nach den Veränderungen der Ionenströme über 

Cav-Kanäle des LC nach Rotenonexposition. Diese Arbeit konnte bestätigen, dass auch 

Neurone des LC nach Rotenonexposition einer ausgeprägten Reduktion der einwärts-

gerichteten Calciumströme unterliegen. Dieser Effekt war sowohl nach zweistündiger In-

kubation als auch nach fünfminütiger Perfusion mit jeweils 1 µM-Rotenonlösung deutlich 

messbar. Dass eine signifikante Reduktion spannungsabhängiger Calciumströme be-

reits nach so kurzfristiger Exposition ableitbar ist, legt die Vermutung einer schnellen 

Wirkungskinetik von Rotenon im in-vitro-Modell nahe. Dies lässt sich am ehesten durch 

ein Zusammenspiel aus Freisetzung von Calciumionen aus intrazellulären Speichersys-

temen wie ER und Mitochondrien und einem verstärkten Influx extrazellulärer Calciumi-

onen erklären. Mehrere Gesichtspunkte scheinen hierbei plausibel zu sein:  

i) Eine erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration könnte für eine signifikante Verringe-

rung des transmembranären elektrochemischen Gradienten verantwortlich gemacht 

werden (Yuan et al., 2015). 

ii) Das durch Rotenon erhöhte Membranpotential hat zur Folge, dass sich eine signifi-

kante Menge von Cav-Kanälen für längere Zeit in spannungsabhängig inaktiviertem Zu-

stand befindet und somit die Amplitude der einwärtsgerichteten Calciumströme verrin-

gert wird. Da α-Syn ebenfalls Substrat des für die Aktivität der Cav-Kanäle wichtigen 

regulatorischen Proteins Calmodulin ist, ist eine verlängerte Inaktivierungszeit zusätzlich 

durch den Einfluss von α-Syn denkbar (Lee et al., 2004; Martinez et al., 2003; Simms & 

Zamponi, 2014). 
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iii) Letztlich sind auch die durch Rotenon eingeschränkte zelluläre Homöostase und der 

zelluläre Energiestoffwechsel als mögliche Einflussfaktoren der beobachteten veränder-

ten Calciumstromkinetik relevant. 

Nach Blockade der nach Rotenonexposition ableitbaren Restströme mit CoCl2 verblieb 

eine restliche einwärtsgerichtete Stromkomponente. Dies legt die Vermutung nahe, dass 

neben den Kanälen der Cav-1-Familie noch weitere Ionenkanäle an der Restleitfähigkeit 

nach Rotenonexposition beteiligt sind. 

4.2.2 Beziehung zwischen Calciumdysbalance und α-Synuclein-Aggregation 

Dysbalancen der zellulären Calciumhomöostase und α-Syn-Aggregation beeinflussen 

sich ebenfalls wechselseitig (Budd & Nicholls, 1998; Gupta et al., 2009). α-Syn, ein 140 

Aminosäuren umfassendes, alpha-helikal strukturiertes Protein, ist soweit bisher ver-

standen an der synaptischen Freisetzung von Vesikeln mittels des SNARE-Komplex be-

teiligt (Bendor et al., 2013). In Studien der vergangenen Jahre hat sich gezeigt, dass der 

erhöhte intrazelluläre Calciumspiegel auch eine messbar erhöhte Anzahl cytosolischer 

α-Syn-Aggregate zur Folge hat. Der genaue Mechanismus hinter diesem Zusammen-

hang ist bisher noch unbekannt (Follett et al., 2013; Nath et al., 2011).  

Neben den oben beschriebenen Zellorganellen dienen auch diverse zelluläre Proteine 

als Puffersysteme der cytosolischen Calciumkonzentration. Eines dieser Proteine ist 

Calmodulin, das wesentlich an der calciumabhängigen Signaltransduktion beteiligt ist 

und unter anderem die Inaktivierung der Cav-Kanäle vermittelt. Schon seit längerem ist 

bekannt, dass Calmodulin bei Calciumbindung eine verstärkte α-Syn-Aggregation indu-

ziert (Lee et al., 2004; Martinez et al., 2003). Calbindin, ein weiteres neuronal vorkom-

mendes Protein mit cytosolischer Pufferfunktion für den Calciumhaushalt, hat ebenfalls 

einen nachweisbaren Einfluss auf die α-Syn-Aggregation. Rcom-H’cheo-Gauthier et al. 

stellten mithilfe des Rotenonmodells fest, dass es ausschließlich in solchen Zellpopula-

tionen zu LB-Formation kam, die Calbindin-negativ waren (Rcom-H’cheo-Gauthier et al., 

2016). Auch eine direkte Interaktion zwischen cytosolischen Calciumionen und α-Syn ist 

beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass eine Bindung von Calciumionen an α-Syn 

den Sekundärstrukturwechsel des Proteins von alpha-Helix zu beta-Faltblatt wesentlich 

beschleunigt und damit eine Propagation der α-Syn-Aggregation ausgelöst werden kann 

(Han et al., 2018). Die Datenlage legt nahe, dass auch hier die eingeschränkte Calcium-

homöostase wesentlich zur Krankheitsprogression beiträgt.  
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Umgekehrt scheint auch das Vorkommen von α-Syn einen Einfluss auf den zellulären 

Calciumhaushalt zu haben. Es gibt beispielsweise Hinweise auf einen direkten Einfluss 

von α-Syn auf die Membranpermeabilität betroffener Neurone, die wiederum eine er-

höhte intrazelluläre Calciumlast zur Folge hätte (Angelova et al., 2016). Ebenso haben 

jüngere Studien eine direkte Interaktion zwischen α-Syn und der an der ER-Membran 

lokalisierten SERCA-Pumpe als zugrundeliegenden Mechanismus nahegelegt (Betzer 

et al., 2018).  

Der Einfluss von α-Syn auf spannungsabhängige Calciumströme wurde im Rahmen die-

ser Arbeit mithilfe des von Henrich et al. etablierten prämotorischen in-vivo-Modells der 

Maus erfasst. Die Ergebnisse der Voltage-Clamp-Messungen zeigen eine deutliche, sta-

tistisch signifikante Abnahme der einwärtsgerichteten Ionenströme unter Einfluss von α-

Syn. Diese Messergebnisse korrelieren gut mit den eben dargestellten Forschungsdaten 

und deuten auf eine erhöhte cytosolische Calciumlast unter Einfluss von α-Syn hin, wel-

che sich wie dargestellt am ehesten durch die eingeschränkte zelluläre Homöostase er-

klären lässt und somit zusätzlich den elektrochemischen Gradienten für Calciumströme 

nach intrazellulär wesentlich einschränkt. Weiterhin ist nicht außer Acht zu lassen, dass 

im Rahmen der Experimente dieser Arbeit nicht alle ionotropen Rezeptoren mit einwärts-

gerichteter Stromkomponente antagonisiert werden konnten. Darüber hinaus sind Ionen-

kanäle der TRP-Familie von Interesse und möglicherweise wesentlich für die gemesse-

nen Differenzströme verantwortlich.  

Um nachzuweisen, ob die Kinetik der Aggregation einen Einfluss auf die Calciumhomö-

ostase hat, wurden eine WT-Variante des α-Syn und eine stärker zur Oligomerisierung 

neigende Mutante des α-Syn (A53T) zur Expression gebracht. Es zeigte sich, dass 

A53T-α-Syn tatsächlich eine etwas ausgeprägtere Reduktion der einwärtsgerichteten Io-

nenströme auslösen konnte. Diese Differenz war zwar messbar statistisch jedoch nicht 

signifikant.  

4.2.3 Beziehung zwischen α-Synuclein-Aggregation und mitochondrieller 
Dysfunktion  

Der Einfluss von ROS und RNS – die wie oben beschrieben durch mitochondrielle Dys-

funktion auftreten können – wird neben neuroinflammatorischen Prozessen als wesent-

licher Faktor zur Entstehung cytosolischer α-Syn-Oligomere beschrieben. Jüngeren Stu-

dien zufolge gibt es außerdem Hinweise, dass α-Syn regulatorisch in die Aktivität der 

mitochondrialen ATP-Synthase eingebunden ist (Ludtmann et al., 2016). Im Rahmen der 

PD fallen in betroffenen Regionen, wie der SNpc und dem LC, fehlgefaltete α-Syn-
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Oligomere an, die im Verlauf zu beta-Faltblattstrukturen aggregieren und zellulär nicht 

eliminiert werden können. Der lysosomale Abbau dieser Oligomere ist durch bisher nicht 

gänzlich verstandene Prozesse eingeschränkt und auch die Proteolyse durch das 

Ubiquitin-Proteasom-System ist – am ehesten im Rahmen der eingeschränkten mito-

chondrialen Funktion – deutlich reduziert (Nagley et al., 2010).  

Die auch im Rahmen dieser Arbeit untersuchte α-Syn-Mutante A53T zeigte in einer Stu-

die von Xie et al. in mehrerlei Hinsicht Einfluss auf Funktion und Integrität der neuronalen 

Mitochondrien. Dabei ist besonders interessant, dass neben Einschränkungen des 

Elektronentransportes in der Atmungskette auch die mitochondrialen Fusions- und Tei-

lungsprozesse der untersuchten Neurone erheblich eingeschränkt waren. Untersucht 

wurden dabei dopaminerge Neurone von SNpc und VTA, zwei neuronale Kerngebiete 

mit verschiedenen Mechanismen der autonomen Entladung. Das ist deshalb relevant, 

weil sich die nach A53T-Expression eingeschränkte Mitochondrienfunktion in SNpc-Neu-

ronen durch Isradipin umkehren ließ, nicht aber in VTA-Neuronen (Xie & Chung, 2012). 

In Neuronen der SNpc werden autonome Schrittmacherpotenziale durch Cav1.3-Kanäle 

generiert während VTA-Neurone dafür vor allem auf Nav-Kanäle angewiesen sind 

(Guzman et al., 2009; Khaliq & Bean, 2010).  

In einer jüngeren Studie von Lieberman et al. konnten diese Effekte reproduziert und 

erneut mit Cav-Kanälen der L-Typ-Familie assoziiert werden. Eine Dysregulation der mi-

tochondrialen Calciumhomöostase und damit nachgeschaltete Pathologien der 

Atmungskette werden von den Autoren als Erklärung genannt. Interessanterweise 

konnte mittels Isradipin ein Stabilisierungseffekt erreicht werden, der etwa dem protekti-

ven Effekt in einem α-Syn-Knockout-Modell der Maus entsprach. Wurden Neurone der 

α-Syn-defizienten Mäuse noch zusätzlich Isradipin ausgesetzt, ließ sich allerdings keine 

weitere Verbesserung darstellen (Lieberman et al., 2017). 

Wie bereits dargestellt legen auch die im Rahmen dieser Arbeit aufgezeichneten Daten 

eine deutlich erhöhte intrazelluläre Calciumlast unter Einfluss von α-Syn nahe. Unklar 

bleibt jedoch noch immer ob bei der Pathogenese der PD dysfunktionale Calciumhomö-

ostase, mitochondriale Dysfunktion oder α-Syn-Aggregate den jeweils ersten Schritt dar-

stellen.  
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4.3 Pharmakologische Modulation neuronaler Ionenkanäle als 
möglicher Therapieansatz der PD 

Matschke et al. haben gezeigt, dass sich in Folge der zunehmenden Calciumdysbalance 

die Frequenz der autonomen Schrittmacherpotenziale betroffener LC-Neurone maßgeb-

lich senkt. Dieser Effekt ist interessanterweise umkehrbar durch die gezielte Aktivierung 

calciumaktivierter Kaliumkanäle der SK-Familie, die wesentlich zur Regulation der 

Schrittmacheraktivität des LC sowie zur Repolarisation der Zelle beitragen (Matschke et 

al., 2018). Es ist also eine berechtigte Annahme, dass auch durch eine Modulation sei-

tens der Cav-Kanäle eine Stabilisierung des Zellstoffwechsels erreicht werden könnte. 

Entsprechende Studien zum Effekt von Calciumkanalantagonisten vom Nifedipin-Typ 

sind bereits seit einiger Zeit publiziert und zeigen tatsächlich solche stabilisierenden Ef-

fekte an SNpc-Neuronen (Guzman et al., 2018; Sanchez-Padilla et al., 2014). Matschke 

et al. konnten ähnliche Effekte auch mittels Isradipin an LC-Neuronen nachweisen, wo-

bei eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung früherer Studien belegt werden konnte.  

In den vergangenen Jahren wurden diverse Pharmaka mit antagonistischer Wirkung an 

Cav-Kanälen verschiedener Subfamilien hinsichtlich ihrer Wirkung in Modellen der PD 

getestet. Als Beispiel seien die Dihydropiyridine Nifedipin, Nimodipin und Isradipin ge-

nannt (L-Typ Cav-Kanäle), aber auch Mifebradil (L- und T-Typ Cav-Kanäle) und die na-

türlich vorkommenden Gifte ω-Conotoxin (N-Typ Cav-Kanäle) und ω-Agatoxin (P/Q-Typ 

Cav-Kanäle) (Leandrou et al., 2019). In unterschiedlichen Ausprägungen konnte für die 

meisten dieser Pharmaka eine neuroprotektive Funktion in den getesteten Modellen 

nachgewiesen werden.  

4.4 Methodische Gesichtspunkte der Arbeit 

Das Mesencephalon ist ein komplexes Konstrukt verschiedener auf- und absteigender 

Leitungsbahnen und distinkter Kerngebiete auf anatomisch kleinem Raum. Der LC ist 

als Teil des pontinen Tegmentums von entsprechend vielen dieser Strukturen umgeben, 

sodass eine wesentliche Herausforderung dieser Arbeit war, die korrekte Region in den 

angefertigten Hirnschitten ausfindig zu machen. Die Identifikation der Hirnregion erfolgte 

zunächst makroskopisch anhand der typischen Lokalisation in den lateralen Winkelbe-

reichen des vierten Ventrikels. Matschke et al. konnten in aufgezeichneten Messungen 

hinreichend Erfahrung mit der mikroskopischen Identifikation der LC-Neurone sammeln. 

Die dabei mittels Patch-Clamp aufgezeichneten Daten zeigten ein charakteristisches 

elektrophysiologisches Verhalten, dass sich deutlich vom Entladungsmuster 
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umgebender Kerngebiete, wie etwa den cholinergen dorsolateralen Kernen oder dem 

glutamatergen Ncl. mesencephalicus nervi trigemini, unterscheidet (Sharma et al., 

2010). Zur Lageverifikation wurden im Rahmen vorhergehender Arbeiten immunhisto-

chemische Färbungen der gemessenen Neurone mittels Neurobiotin und Antikörpern 

gegen α-Syn und TH, einem Schlüsselenzym der Dopamin- und Noradrenalinsynthese, 

durchgeführt. Die korrekte Identifikation des LC kann zum Zeitpunkt des Beginns dieser 

Arbeit daher als innerhalb der Arbeitsgruppe etabliert gelten.  

4.4.1 Das Patch-Clamp-Verfahren und seine Limitationen 

Das von Neher und Sakmann entwickelte Patch-Clamp-Messverfahren wurde, als wich-

tigste Methode zur Aufzeichnung der zellulären Ionenströme, für diese Arbeit verwendet. 

Durch technische Innovationen wie automatische Kapazitätskorrekturen in nachgeschal-

teten Verstärkern wurde die Genauigkeit des Messverfahrens über die Jahre deutlich 

optimiert (Kornreich, 2007). 

Ein wesentlicher Nachteil des Patch-Clamp-Verfahrens ist, dass damit lediglich einzelne 

Zellen hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften untersucht werden kön-

nen. Innerhalb der Kerngebiete des Zentralnervensystems gibt es oftmals diverse Sub-

populationen von Neuronen, die untereinander mittels Tight-Junctions oder Synapsen 

kommunizieren. Auch für den LC sind Subpopulationen verschiedener Neurone be-

schrieben worden (Schwarz & Luo, 2015). Die elektrophysiologischen Interaktionen von 

ganzen Zellverbänden können mittels Patch-Clamp-Technik nicht abgeleitet werden. 

Im Rahmen der Messvorbereitungen werden die zur Messung benötigten Glaspipetten 

mithilfe eines Pipettenziehgerätes selbst aus Borosilikatkapillaren gefertigt. Der Herstel-

lungsprozess der dabei gefertigten Messpipetten wird vor Messbeginn anhand des Öff-

nungswiderstands der Kapillare und nach optischen Richtlinien unter dem Mikroskop 

begutachtet. Eine gleichbleibend hohe Qualität der dabei erstellten Messpipetten zu er-

zielen ist dabei nicht immer trivial und als potenzielle systematische Fehlerquelle anzu-

sehen. 

Die zweidimensionale Projektion des zur Darstellung der Zellen verwendeten Mikro-

skops lässt oftmals nur schwer einschätzen, wie tief im angefertigten Schnitt sich das 

gemessene Neuron befindet. Dadurch könnte es grundsätzlich zu Schwankungen der 

Exposition der Neurone zu den verwendeten Pharmaka kommen, da tiefer im Schnitt 

gelegene Zellen eine entsprechend längere Diffusionsstrecke zum Lösungsmedium 

umgibt.  
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4.4.2 Das α-Syn-Überexpressionsmodell 

Um die Effekte von α-Syn auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der LC-Neurone 

zu untersuchen, war ein gezieltes Einbringen der dafür benötigten Gene in das Mesen-

cephalon der Versuchstiere nötig. Zu diesem Zweck kam das von Henrich et al. etablierte 

prämotorische Mausmodell zum Einsatz. Durch einen stereotaktisch gesteuerten Injek-

tor wurde den Versuchstieren dafür mittels rAAV das jeweils gewünschte Gensegment 

eingebracht. Neben dem bereits getesteten A53T-α-Syn wurde einer weiteren Kohorte 

WT-α-Syn verabreicht, um den Einfluss unterschiedlich stark zur Aggregation neigender 

Varianten des α-Syn auf das elektrophysiologische Verhalten der LC-Neurone zu unter-

suchen. Um auszuschließen, dass durch den Injektionsprozess oder die Expression ei-

nes kodierenden Genabschnittes an sich schon elektrophysiologische Veränderungen 

ausgelöst werden, wurde einer Kontrollkohorte das Gen für das Protein Luc verabreicht. 

In einer vergangenen Veröffentlichung konnte mithilfe dieses Modells eine ausgeprägte 

Expression von A53T-α-Syn erzeugt werden (Henrich et al., 2018). 

Die Kollegen der Klinik für Neurologie der Philipps-Universität Marburg um Henrich et al. 

führten die nötigen Injektionen auch für diese Arbeit durch. 
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4.5 Ausblick 

Neurodegenerative Erkrankungen wie die PD verlaufen oftmals über lange Zeiträume 

ohne klinische Symptome, während molekularpathologisch unlängst der Krankheitspro-

zess im Gange ist. Zum Zeitpunkt der Erstmanifestation typischer klinischer Symptome 

der PD sind bereits mehr als 40-60 % dopaminerger SNpc-Neurone untergegangen, ein 

noch größerer Anteil weist zu diesem Zeitpunkt bereits dysfunktionale Axone auf (Burke 

& O’Malley, 2013; Cheng et al., 2010).  

Eine rechtzeitige krankheitsmodulierende Therapie ist also nur dann möglich, wenn Ri-

sikopatienten rechtzeitig als solche identifiziert werden können. Dazu bedarf es der Ent-

wicklung geeigneter Screeningmethoden, sowohl klinischer als auch labordiagnostischer 

und potenziell radiologischer Natur. Klinische Diagnostik- und Handlungsempfehlungen 

werden dazu in regelmäßigen Abständen revidiert und an den derzeitigen Kenntnisstand 

angepasst (Postuma et al., 2015). Unlängst wird beispielsweise auch an einer Vielzahl 

möglicher Biomarker geforscht, die zukünftig zur rechtzeitigen Erkennung einer prodro-

malen PD beitragen können (Lotankar et al., 2017). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen, dass unabhängig vom verwendeten Modellsys-

tem wesentliche Veränderungen des elektrophysiologischen Verhaltens betroffener 

Neurone bei der PD auftreten. Dabei wurde der Fokus dieser Arbeit auf die Cav-Kanäle 

gelegt, die für die gestörte zelluläre Calciumhomöostase der LC-Neurone eine wesentli-

che Rolle spielen. Ionenkanäle sind bereits seit langem gut etablierte Zielstrukturen für 

die Pharmakotherapie einer Erkrankung und zahlreiche Daten belegen krankheitsmodu-

lierende Eigenschaften durch Cav-Kanalspezifische Pharmaka (Leandrou et al., 2019). 

Es liegt nahe weiter nach Substanzen zu forschen, die über gezielte Modulation des 

Oszillationsverhaltens der LC-Neurone zu einer Stabilisierung des zellulären Calcium-

haushalts und damit zu einer Verringerung calciuminduzierter Zytotoxizität beitragen. Im 

Rahmen der Experimente dieser Arbeit ist in beiden Modellsystemen eine nicht-calcium-

spezifische Reststromkomponente messbar gewesen. Von besonderem Interesse könn-

ten zukünftig neben den hier fokussierten Cav-vermittelten Ionenströmen auch weitere 

Ionenkanaltypen, wie beispielsweise die TRP-Ionenkanäle, sein.  
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Die drei wesentlichen pathophysiologischen Prozesse auf neuronaler Ebene stellen sich 

nach aktuellem Kenntnisstand als dysregulierte Calciumhomöostase, oxidativ-metaboli-

scher Stress durch mitochondrielle Dysfunktion und zunehmende Aggregation von α-

Syn-Oligomeren dar. Bisher bleibt unklar welcher dieser drei Faktoren die fortschrei-

tende Pathologie initial anstößt (Andersen, 2004). Zukünftige Arbeiten könnten beispiels-

weise mithilfe von Knockout-Modellen bekannter neuroprotektiver Genabschnitte prüfen, 

ob sich eine deutliche Tendenz zur Initiation eines dieser drei Risikofaktoren darstellen 

lässt.  
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5 Zusammenfassung und Summary 

5.1 Zusammenfassung 

Der Locus coeruleus (LC) ist ein noradrenerger Kern des dorsolateralen Hirnstammes, 

der auf vielfältige Weise in die physiologischen Prozesse des zentralen Nervensystems 

eingebunden ist. Eine funktionelle Beeinträchtigung dieses Kerngebietes lässt sich bei 

vielen neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen oftmals bereits in frühen Sta-

dien beobachten, sodass der LC sowohl aus diagnostischer als auch therapeutischer 

Sicht von großem Interesse ist. Im Rahmen der Parkinson-Erkrankung (PD; auch Mor-

bus Parkinson), kommt es durch degenerative Veränderungen der dopaminergen Neu-

rone der Substantia nigra pars compacta (SNpc) zu den charakteristischen Kardinal-

symptomen der Erkrankung. Die Neurone des LC sind im Rahmen der PD jedoch bereits 

vor den Neuronen der SNpc vom Zelluntergang betroffen. Der progrediente Verlust der 

noradrenergen Neurone des LC wird für viele der nichtmotorischen Symptome der PD 

verantwortlich gemacht. Darüber hinaus wird in Bezug auf die SNpc eine neuroprotektive 

Funktion der Neurone des LC angenommen. Die Ursachen für die Beteiligung des LC 

und dessen selektive Vulnerabilität im Rahmen der PD sind bisher jedoch weitestgehend 

ungeklärt.  

Die Neurone des LC zeichnen sich durch eine ausgeprägte Periodik ihrer Depolarisatio-

nen aus, um eine regelmäßige Freisetzung von Noradrenalin (NA) zu ermöglichen. Diese 

Schrittmacheraktivität wird maßgeblich durch spannungsabhängige Calciumkanäle ge-

währleistet. Es hat sich gezeigt, dass dieses charakteristische Entladungsverhalten der 

LC-Neurone im Rahmen der PD zugunsten einer erhöhten Depolarisationsfrequenz ver-

schoben ist. Die dadurch erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration, oxidativer Stress 

sowie die charakteristischen alpha-Synuclein-Aggregate in den betroffenen Zellen wur-

den als mögliche Faktoren der Pathogenese der PD postuliert. Die Stabilisierung der 

zellulären Calciumhomöostase könnte daher einen positiven Einfluss auf den Krank-

heitsverlauf der PD bewirken. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss zweier Modelle der PD auf die elektrophy-

siologischen Eigenschaften spannungsabhängiger Calciumströme in Neuronen des LC 

untersucht.  

Im ersten untersuchten Modellsystem wurden Hirnschnitte von Wildtyp-Mäusen 

(C57/Bl6) angefertigt und für eine definierte Inkubationszeit der Substanz Rotenon aus-

gesetzt. Rotenon, eine Substanz die vor allem als Insektizid Verwendung findet, blockiert 
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den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette und erzeugt somit eine oxidative und 

metabolische Stresssituation für die betroffenen Zellverbände, wie sie auch im Rahmen 

der PD zu beobachten ist. Mithilfe der Substanzen Tetrodotoxin (TTX), Tetraethylammo-

nium (TEA) sowie 4-Aminopyridin (4-AP) wurde die pharmakologische Antagonisierung 

der spannungsabhängigen Natrium- und Kaliumkanäle der untersuchten Zellen ermög-

licht, sodass die Calciumströme der untersuchten Neurone anschließend näherungs-

weise isoliert dargestellt werden konnten. Einzelzellaufnahmen dieser Neurone mithilfe 

der Patch-Clamp-Methode haben ergeben, dass die Amplitude der ins Cytosol gerichte-

ten Calciumströme nach Einwirkung von Rotenon mitunter signifikant abnimmt. Eine an-

schließend erfolgte Antagonisierung der spannungsabhängigen Calciumkanäle mittels 

einer hochdosierten Cobalt(II)-Chlorid-Lösung (CoCl2) konnte den erhaltenen Calciumin-

flux zwar signifikant senken, jedoch nicht vollständig blockieren. Die resultierende Rest-

stromkomponente wird somit offenbar von Kanalsystemen getragen, die nicht cobaltspe-

zifisch antagonisiert werden können.  

Im Rahmen des zweiten untersuchten Modellsystems wurde der Einfluss der für PD ty-

pisch auftretenden alpha-Synuclein-Aggregate auf die elektrophysiologischen Eigen-

schaften spannungsabhängiger Calciumströme der LC-Neurone untersucht. Zu diesem 

Zweck wurde einem Kollektiv von Wildtyp-Mäusen (C57/Bl6) zu definierten Zeitpunkten 

stereotaktisch ein viraler Vektor unilateral in den Bereich der dorsolateralen Pons inji-

ziert. Die Versuchstiere wurden in drei verschiedene Kohorten randomisiert, welchen 

dabei jeweils entweder das Gen eines Wildtyp-alpha-Synucleins, das Gen einer stark 

zur Aggregation neigenden Mutante des alpha-Synucleins (A53T-alpha-Synuclein) oder 

das Gen des Proteins Luciferase mittels eines viralen Vektorsystems transduziert wurde. 

Letztere Kohorte diente als Kontrollgruppe. Nach einer zweimonatigen Latenzzeit wur-

den Einzelzellableitungen des LC an Hirnschnitten der Versuchstiere durchgeführt, 

nachdem auch hier die spannungsabhängigen Natrium- und Kaliumkanäle der unter-

suchten Zellen mittels TTX, TEA und 4-AP antagonisiert wurden. Analog zu den Ergeb-

nissen des ersten Untersuchungsmodells, zeigte sich nach Überexpression beider al-

pha-Synuclein-Varianten auch hier ein signifikant gesenkter Calciuminflux.  

Als Ursache des verminderten Ioneneinstromes kommt im Rahmen beider Modellsys-

teme eine intrazelluläre Calciumüberladung infrage, welche beispielsweise durch Frei-

setzung aus intrazellulären Speichern sowie die erhöhte Oszillationsfrequenz der Neu-

ronen des LC entsteht. Die gezielte pharmakologische Modulation spannungsabhängi-

ger Calciumkanäle der LC-Neurone, kommt demnach als möglicher therapeutischer An-

satz im Rahmen der PD infrage. 
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5.2 Summary 

The Locus coeruleus (LC) is a noradrenergic nucleus of the dorsolateral brainstem, that 

is an integral part of the electrophysiological processes of the central nervous system. 

Functional impairment of this region can be detected in various neurological and psychi-

atric disorders, oftentimes even in early stages, so that the LC is of great diagnostic and 

therapeutic interest. In the pathogenesis of Parkinson’s disease (PD), dopaminergic neu-

rons of the Substantia nigra pars compacta (SNpc) gradually degenerate, leading to the 

characteristic motor symptoms of this chronic neurological disorder. Neurons of the LC 

are affected by neurodegeneration even before the SNpc. The progredient loss of the 

noradrenergic LC-neurons is discussed as one of the main reasons for the non-motor 

symptoms of PD. Furthermore, neurons of the LC seem to modify the electrophysiologi-

cal properties of the SNpc in a way that is actually neuroprotective. Causes for the pro-

gredient degeneration and selective vulnerability of the LC are mostly unknown though.  

In order to ensure a steady release of noradrenalin (NA), LC-neurons are characterized 

by a distinctice periodicity of their depolarisations. The underlying pacemaking mecha-

nisms of the LC are primarily relying on voltage-dependent calcium channels. Previous 

studies have shown that neurons of the LC show a higher frequency of depolarisations 

within the course of PD. The resulting rise in intracellular calcium concentration, as well 

as oxidative stress and the characteristic alpha-synuclein aggregates in the cytosol of 

the affected cells, have been suggested as possible factors of the pathogenesis of PD. 

Stabilizing the properties of cellular calcium-homeostasis might therefore have positive 

effects on the progression of PD. 

This thesis investigated the influence of two different experimental models of PD on the 

electrophysiological properties of voltage-dependent calciumcurrents of the LC. 

The first experimental model evaluated brain slices of wildtype-mice (C57/Bl6), that were 

previously incubated in a solution of rotenone for a predefined time period. Rotenone, a 

substance best known for its use as an insecticide, inhibits complex I of the mitochondrial 

chain of oxidative phosphorylation, hence causing a situation of oxidative and metabolic 

cellular stress as it is also observed in cells that are affected by PD. In order to isolate 

the calcium currents of the inspected cells, Tetrodotoxin (TTX), Tetraethylammonium 

(TEA) and 4-Aminopyridine (4-AP) were utilized as pharmacological antagonists of volt-

age-dependent sodium- and potassium channels. The calcium-currents of these neurons 

were then recorded, utilizing the patch-clamp method in whole-cell configuration. The 

results of these recordings have shown a significant reduction in amplitude of the inward 
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calcium-currents in the rotenone-group. The samples of the rotenone-group were then 

perfused with a highly concentrated cobalt(II)-chloride-solution in order to antagonize the 

remaining calcium-currents. Although the inward calcium-currents could be significantly 

reduced by this procedure, they could not be totally blocked, suggesting the existence of 

a subset of calcium-channels unsensitive to cobalt-specific antagonization. The remain-

ing component of the current therefore seems to be unsensitive to cobaltspecific antag-

onization, suggesting that either another subset of voltage-dependent calcium-channels 

or for example TRP-channels might play an additional role in that regard.  

The second experimental model evaluated the electrophysiological influence of cytosolic 

alpha-synuclein-aggregates as they typically appear in LC-neurons of patients with PD, 

with a focus on possible variations of voltage-dependent calcium-currents. To accom-

plish this, three randomized groups of wildtype-mice (C57/Bl6) were unilaterally injected 

with a viral vector system in the dorsolateral pons-region utilizing a stereotactic applica-

tion system. Depending on the group, the viral vector system contained either the gene 

of a wildtype-alpha-synuclein, the gene of the mutant type alpha-synuclein A53T or the 

gene of the enzyme Luciferase. A53T is a variant of alpha-Synuclein that shows a sig-

nificantly higher rate of aggregation than wildtype-alpha-synuclein. The Luciferase group 

was utilized as the control group for this experiment. After a predefined time period of 

four months, single-cell recordings of LC-neurons were conducted with the same method 

that was used in the aforementioned first model system. To again isolate the inward 

calcium-currents of the inspected neurons, Tetrodotoxin (TTX), Tetraethylammonium 

(TEA) and 4-Aminopyridine (4-AP) were utilized as pharmacological antagonists of volt-

age-dependent sodium- and potassium channels. Comparable to the results of the first, 

rotenone-based model system, a significant decrease of inward calcium-currents could 

be shown in the wildtype-alpha-synuclein group as well as the A53T-alpha-synuclein 

group. 

The reduced calciuminflux might in both model systems be caused by an elevated intra-

cellular calcium-load, possibly caused by a combination of increased release of calcium 

from intracellular storages as well as an increased frequency of calcium-dependent de-

polarisations of these LC-neurons. To further investigate the origin of the increased in-

tracellular calcium-load, calcium-imaging experiments might be conducted as a follow-

up to this thesis. These results suggest, that a pharmacological modulation of voltage-

dependent calciumchannels of LC-neurons might be beneficial to patients with early 

stages of PD. 
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